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1. Einleitung

Inhibin ist ein Proteohormon, das von den mannlichen und weiblichen Gonaden
produziert wird und eine wesentliche Rolle bei der Inhibition der hypophysaren
FSH-Sekretion spielt (Makaniji et al. 2014; Schwartz und Channing 1977; Keogh et
al. 1976). Inhibin ist strukturell ebenso wie sein Gegenspieler Aktivin der TGF-
Beta-Superfamilie zuzuordnen (Mason et al. 1985; Makaniji et al. 2014; Vale et al.
1986).

Die Namensgebung von Inhibin erfolgte erstmals im Jahr 1932 durch McCullagh
(McCullagh 1932). Er hatte in seinem Experiment Ratten kastriert und dabei beo-
bachtet, dass dies unter anderem zu einer Hypertrophie sowie Uberfunktion der
Hypophyse fuhrte (McCullagh 1932). Er fuhrte diese Wirkung auf ein bis dato un-
bekanntes Protein, welchem er den Namen ,Inhibin® gab, zurtick (McCullagh
1932). 10 Jahre zuvor hatte Mottram & Cramer eine ahnliche Entdeckung ge-
macht. Auch bei ihnen fuhrte eine Kastration von mannliche Ratten, diesmal durch
Bestrahlung, zu einer Hypertrophie der Hypophyse (Mottram und Cramer 1923).
Spater konnten Studien zeigen, dass Inhibin enthaltende Flussigkeitsextrakte, die
aus den weiblichen Follikeln oder Hoden entstammen eine FSH suppressive Wir-
kung haben (Keogh et al. 1976; Schwartz und Channing 1977). Der erste isolierte
Nachweis sowie Charakterisierung von Inhibin gelang dann 1985 parallel von
mehreren verschiedenen Arbeitsgruppen (Miyamoto et al. 1985; Rivier et al. 1985;
Robertson et al. 1985; Ling et al. 1985).

Inhibin entfaltet seine Wirkung als Heterodimer (32 kDa) (Makanji et al. 2014). Es
setzt sich aus einer Alpha-Kette (INHA) (20 kDa) und einer Beta-Kette (INHB) (13
kDa) zusammen, die Uber eine Disulfidbricke miteinander verbunden sind (Ma-
kanji et al. 2014; Ling et al. 1985). Beide Untereinheiten sind Genprodukte aus
den gleichnamigen Genen und sind auf Chromosom 2 (INHA & INHBB) bzw. 7
(INHBA) lokalisiert (Barton et al. 1989).

Im menschlichen Korper unterscheidet zwei verschiedenen Formen des Inhibins:
Inhibin A (KD) und B(KD) (Makaniji et al. 2014; Ling et al. 1985). Dies ist darauf

zurUckzufuhren, dass die Beta-Kette in verschiedenen Varianten vorliegt. Abhan-
gig davon, ob die Synthese von Inhibin mit der Beta-Kette A (INHBA) oder Beta-

Kette B erfolgte, spricht man entweder von Inhibin A oder B. Aktivin, der Gegen-



spieler von Inhibin, ist in der Regel ein Homodimer von zwei Beta-Ketten (Ling et
al. 1986b; Vale et al. 1986). Die Bezeichnung der Aktivinproteine erfolgt ahnlich
wie bei Inhibin in Abhangigkeit der verwendeten Beta-Ketten (Ling et al. 1986a).
So existieren Aktivin A, B und diverse weitere Formen (Makaniji et al. 2014).

Als Expressionsorte, die die starkste Inhibinexpression aufweisen, wurden die
Granulosa- und Thekazellen der Ovarien (Hillier et al. 1991; Burns et al. 1990)
sowie die Sertoli- und Leydigzellen des Hodens identifiziert (Bergh und Cajander
1990; Makaniji et al. 2014). Diese sekretieren bei einem hohen FSH-Spiegel im
Sinne einer negativen Feedbackschleife vermehrt Inhibin, um die hypophysare
FSH-Freisetzung zu limitieren (Makanji et al. 2014; Keogh et al. 1976). Hier fun-
giert Inhibin als Antagonist zu Aktivin, indem es mit Aktivin um Rezeptorbindungs-
stellen konkurriert (Donaldson et al. 1999; Gray et al. 2000; Lebrun und Vale 1997;
Makaniji et al. 2014). So muss Aktivin, um seine Wirkung zu entfalten, Aktivin Typ
1 und/oder Aktivin Typ 2 Rezeptoren Uber seine Beta-Ketten binden (Attisano et
al. 1996; Carcamo et al. 1994; Mathews und Vale 1991; Mathews et al. 1992; Ma-
kanji et al. 2014). Inhibins Alpha-Kette kann zwar keine Aktivin-Typ 1 oder 2 Re-
zeptoren binden, dafur jedoch mit einer hohen Affinitat eine Bindung mit Betagly-
kan eingehen (Abbildung 1) (Makaniji et al. 2014; Lewis et al. 2000; Chapman et
al. 2002). Bei Bindung dimerisiert Betaglykan mit vorhandene Aktivin Typ 2 Re-
zeptoren (Lépez-Casillas et al. 1991; del Re et al. 2004), welche dann von der Be-
ta-Kette von Inhibin gebunden wird und somit Aktivin zur Bindung nicht mehr zur
Verfugung steht (Abbildung 2 und 3) (Donaldson et al. 1999; Lebrun und Vale
1997; Gray et al. 2000).
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Abbildung 1: Verschiedene Typen von TGF-Beta-Rezeptoren. Diese gehéren zur Gruppe der Serin/Threonin-

Kinase-Rezeptoren. INHA kann nur Betaglykan binden. Ausschnitt einer Abbildung von Quelle: (Namwanje
und Brown 2016)
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Abbildung 2:Damit die Beta-Einheiten von Aktivin binden kénnen, miissen jeweils ein Dimer von Aktivin Typ 1-
Rezeptoren und Typ 2-Rezeptoren miteinander tetramisieren. Die Beta-Einheit von Inhibin hingegen kann

auch allein einen Aktivin Typ 2 Rezeptor binden. Ausschnitt einer Abbildung von Quelle: (Namwanje und
Brown 2016)
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Abbildung 3: Die Dimerisierung von Betaglykan und Aktivin Typ 2-Rezeptoren verhindert die Einleitung des
SMAD-Signalwegs, der von Aktivin verwendet wird. Quelle: (Makanji et al. 2014)

Neben der Funktion als Regulator des FSH-Spiegels diskutierten Studien aul3er-
dem eine eventuelle Rolle als Tumorsuppressor von Seiten Inhibins (Makanji et al.
2014). So fuhrte ein Knockout von INHA in Mausen in mehreren Studien bereits
nach kurzester Zeit zur Bildung von gonadalen Stromatumoren (Matzuk et al.
1992; Matzuk et al. 1994; Coerver et al. 1996). Eine Studie konnte hierbei einen
mehr als zehnfachen Anstieg des Aktivinspiegels feststellen (Matzuk et al. 1994).
Auch bei Resektion der Gonaden Uberlebten die Mause nur geringfugig langer, da
sie Nebennierenrindentumoren entwickelt hatten (Matzuk et al. 1994). Jedoch ist
hier fraglich, ob die Erkenntnisse dieser Experimente auf den Menschen Ubertrag-
bar sind. So konnten Studien ein unverandertes bzw. erhdhtes Expressionlevel
von Inhibin sowohl in gonadalen Stromatumoren (Yamashita et al. 1997; Mom et
al. 2007) als auch in der Nebennierenrindentumor (McCluggage et al. 1998; Arola
et al. 2000) messen, welches nicht unbedingt auf eine Tumorsuppressor-Funktion

von Inhibin hinweist.



Neben den Gonaden gibt es Indizien dafur, dass Inhibin in einer Vielzahl von an-
deren Organen exprimiert wird. So konnte der Human Protein Atlas eine teils star-
ke RNA-Expression von INHA neben der Nebennierenrinde auch im Herzmuskel,
Pankreas, Plazenta und Adenohypophyse detektieren (Tissue expression of INHA
- Summary - The Human Protein Atlas 2023). Auch in vielen weiteren Organen
fand sich zumindest eine schwache RNA-Expression von Inhibin wie in Abbildung
4 zu sehen ist (Tissue expression of INHA - Summary - The Human Protein Atlas
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Abbildung 4: RNA-Expression von Inhibin in verschiedenen Normalgeweben. nTPM: Normalized transcripts
per million. Quelle: (Tissue expression of INHA - Summary - The Human Protein Atlas 2023)

Die Datenlage bezuglich der Funktion von Inhibin in diesen Organen ist jedoch
zum jetzigen Stand, insbesondere im humanen Kontext noch sehr schmal und

bedarf noch weiteren Untersuchungen.

Bezulglich Inhibins klinischer Bedeutung existieren bereits mehrere Ansatze (Ma-
kanji et al. 2014). So weil® man, dass wahrend einer Schwangerschaft der mater-
nale Inhibin-Spiegel kontinuierlich ansteigt (Muttukrishna et al. 1995). Studien
konnten hier zeigen, dass der Anstieg von Inhibin fur das Fortbestehen einer
Schwangerschaft von Relevanz ist, da die Inzidenz von Aborten mit einem niedri-
gen Inhibin-Spiegel korrelierte (Makanji et al. 2014; Muttukrishna et al. 2002). Zu-
dem konnte man auch zeigen, dass Patientinnen mit einer haufigen Abortrate in
ihrer Anamnese einen erniedrigten Inhibinspiegel im Vergleich zur gesunden Kon-
trollgruppe aufwiesen (Muttukrishna et al. 2002). Basierend auf diesen Grundla-
gen, so schlagen einige Arbeiten vor, konnte man beispielsweise Risikopatienten



fur einen drohenden Abort nach beispielsweise einer In-Vitro-Fertilisation anhand
eines sinkenden oder erniedrigten Inhibinspiegels identifizieren (Makanji et al.
2014; Treetampinich et al. 2000; Hauzman et al. 2004).

Ein weiteres Gebiet, in dem die Messung von Inhibin von Nutzen ist, ist in der Di-

agnostik eines Down-Syndroms (Makaniji et al. 2014). Die Sensitivitat vom Triple-

Test bestehend aus der Bestimmung von Beta-HCG, Alpha-Fetoprotein und Ostri
ol kann von 59% auf 70% erhoht werden, wenn man zusatzlich Inhibin im Sinne
eines Quadrupel-Tests bestimmt (WALD et al. 1996). Studien konnten namlich
zeigen, dass eine Erhohung des Inhibinspiegels mit dem Vorliegen eines Down-
Syndroms korreliert (Makanji et al. 2014; van Lith et al. 1992; Lambert-Messerlian
et al. 1996; Spencer et al. 1993).

Daruber hinaus eignet sich Inhibin hervorragend als Pradikator fur das Entstehen
einer Praeklampsie (Makanji et al. 2014). Sowohl das Entstehen als auch der
Schweregrad einer Praeklampsie ist mit einem erhohten Inhibinspiegel assoziiert
(Makaniji et al. 2014; Kang et al. 2008).

Bei den Mannern hingegen zeigt Inhibin Potential als Marker fur die Spermatoge-
nese (Makanji et al. 2014). So scheint ein erniedrigtes Inhibin mit einer geringeren
Spermienzahl und Spermienkonzentration verbunden zu sein (Jensen et al. 1997,
Pierik et al. 1998; Kolb et al. 2000; Makaniji et al. 2014). Diese Aussage wird unter
Anderem davon gestutzt, dass Zustande wie das Klinefelter-Syndrom (Pierik et al.
1998), die eine eingeschrankte Spermienfunktion aufweisen, haufig auch einen

erniedrigten Inhibinspiegel miteinhergehen (Makaniji et al. 2014).

Eine Frage, die jedoch offensteht und noch endgultig zu klaren ist, ist, inwiefern
Inhibin als Tumormarker in der Immunhistochemie geeignet ist und wenn dies zu

bejahen ist, bei welchen Tumorentitaten.

Um dieser Fragestellung nachzugehen haben mehr als 79 Studien in den letzten
Jahren die Expression von INHA, welches das Unterscheidungsmerkmal von Inhi-
bin gegenuber Aktivin darstellt, immunhistochemisch an unterschiedlich zusam-
mengesetzten Tumorkohorten untersucht und evaluiert. Die Ergebnisse aller Stu-
dien sind in Abbildung 5 und die dazugehdrigen Quellen in Tabelle 1 dargestellit.
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Abbildung 5: Ergebnisse der Literaturanalyse zur Inhibinexpression.

Tabelle 1: Quellenangaben zu den einzelnen Tumorentitdten aus Abbildung 5.

Adenokarzinom der Lunge

(Pan et al. 2005)

Adenokarzinom der Prostata

(Pan et al. 2005; McCluggage und Maxwell 1999)

Adenokarzinom der Zervix

(Mylonas und Dian 2011; Pan et al. 2005)

Adenokarzinom des Endomet-
riums (G3)

(Worbs et al. 2007; Mylonas et al. 2004)

Adenokarzinom des Kolorek-

tums

(He et al. 2021; Pan et al. 2005; McCluggage und Maxwell 1999)

Adenokarzinom des Magen

(Pan et al. 2005; McCluggage und Maxwell 1999)

Adenokarzinom des Osopha-

gus

(Pan et al. 2005)

P> D> D>

100%
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Adenokarzinom des Pankreas

(Pan et al. 2005; McCluggage und Maxwell 1999)

Angiosarkom (Schraith et al. 2003)

Brennertumor (Cirig et al. 2004; Movahedi-Lankarani und Kurman 2002; McCluggage et al.
1997; Flemming et al. 1996)

Cholangiokarzinom (Pan et al. 2005)

Endometrioidkarzinom des

Ovars

(Zhao et al. 2008; Zhao et al. 2007, Cathro und Stoler 2005; Cirig et al. 2004;
Zheng et al. 2000; Dionigi et al. 2000; Choi et al. 2000; McCluggage und Max-
well 1999; Zheng et al. 1998; Zheng et al. 1997; McCluggage et al. 1997; Flem-
ming et al. 1996)

Endometrium Stromasarkom

(Chu et al. 2001)

Endometriumkarzinom, en-

dometrioid

(Mylonas et al. 2009; Movahedi-Lankarani und Kurman 2002; Choi et al. 2000;
Matias-Guiu et al. 1998)

Endometriumkarzinom, klar-

zellig

(Mylonas 2010; Mylonas et al. 2009)

Endometriumkarzinom, serés

(Mylonas 2010; Mylonas et al. 2009)

Gallenblasenkarzinom

(Murakata und Ishak 2001)

Granularzelltumor

(An et al. 2015; Chamberlain et al. 2014, Rekhi und Jambhekar 2010; Vered et
al. 2009; Bellezza et al. 2008; Parfitt et al. 2006; Le et al. 2004; Zamecnik et al.
2003; Fine und Li 2003; Murakata und Ishak 2001)

Granulosazelltumor des

Ovars

(Lambert-Messerlian et al. 2017; Oseto et al. 2014; Geiersbach et al. 2011;
Nofech-Mozes et al. 2012; Dong et al. 2011; Anttonen et al. 2005; Cathro und
Stoler 2005; Cirig et al. 2004; Yao et al. 2003; Fine und Li 2003; Movahedi-
Lankarani und Kurman 2002; Mayr et al. 2002; Gebhart et al. 2000; Choi et al.
2000; Horny et al. 1999; Burger et al. 1998; Matias-Guiu et al. 1998; Kommoss
et al. 1998; Riopel et al. 1998; McCluggage et al. 1997; Stewart et al. 1997;
Flemming et al. 1996; Gurusinghe et al. 1995)

Harnblasenkarzinom

(Lee et al. 2015)

Hepatozelluldres Karzinom

(Pan et al. 2005; Renshaw und Granter 1998)

Keimstrang Stromatumor
(Ovar)

(Zhang et al. 2018; Stewart et al. 2016; Al-Agha et al. 2011; Guo et al. 2004, Yao
et al. 2003; Deavers et al. 2003; Choi et al. 2000; Kommoss et al. 1998; Pelkey
et al. 1998b; Zheng et al. 1997; McCluggage et al. 1997; Flemming et al. 1996)

Keimstrang Stromatumor
(Testis)

(Kao und Ulbright 2020; Henley et al. 2002; Kommoss et al. 2000; Ulbright et al.
2000; Iczkowski et al. 1998)

Keimzelltumor

(Salonen et al. 2010; Dias et al. 2009; Pan et al. 2005, Kommoss et al. 2000)

Leiomyosakrom des Uterus

(Chu et al. 2001)

Leiomyosarkom

(Schraith et al. 2003)

Liposarkom

(Huang und Antonescu 2002)

Maligner Miiller-Mischtumor

des Ovars

(Movahedi-Lankarani und Kurman 2002)

Mammakarzinom NST

(Pan et al. 2005)

Mammakarzinom, lobulér

(Pan et al. 2005)

Nebennierenrindenadenom

(Parviainen et al. 2013; EImoneim et al. 2012; Sangoi und McKenney 2010, Pan
et al. 2005; Zhang et al. 2004; Zhang et al. 2003; Jorda et al. 2002; Cho und Ahn
2001, Fogt et al. 1999; Renshaw und Granter 1998; Pelkey et al. 1998a;
McCluggage et al. 1998)

Nebennierenrindenkarzinom

(Parviainen et al. 2013; Weissferdt et al. 2014; ElImoneim et al. 2012; Sangoi und
McKenney 2010; Pan et al. 2005; Zhang et al. 2004; Zhang et al. 2003; Jorda et
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al. 2002; Cho und Ahn 2001; Fogt et al. 1999; Renshaw und Granter 1998;
Pelkey et al. 1998a; McCluggage et al. 1998)

Nierenzellkarzinom, klarzellig (Sangoi et al. 2011)

Ovarialkarzinom, klarzellig (Mabuchi et al. 2006; Cathro und Stoler 2005; Cirig et al. 2004; Movahedi-
Lankarani und Kurman 2002; Zheng et al. 2000; Choi et al. 2000; Zheng et al.
1998; Zheng et al. 1997; Flemming et al. 1996; Gurusinghe et al. 1995)

Ovarialkarzinom, muzinés (Lambert-Messerlian et al. 2017; Mylonas et al. 2009; Cathro und Stoler 2005;
Zheng et al. 2000; Dionigi et al. 2000; Choi et al. 2000; McCluggage und Max-
well 1999; Burger et al. 1998; Zheng et al. 1998; Zheng et al. 1997; McCluggage
et al. 1997; Flemming et al. 1996; Gurusinghe et al. 1995)

Ovarialkarzinom, serés (Cathro und Stoler 2005; Ciris et al. 2004; Movahedi-Lankarani und Kurman
2002; Zheng et al. 2000; Choi et al. 2000, McCluggage und Maxwell 1999;
Zheng et al. 1998; Zheng et al. 1997; McCluggage et al. 1997; Flemming et al.
1996; Gurusinghe et al. 1995)

Ph&ochromozytom (Elmoneim et al. 2012; P&aun et al. 2014; Sangoi und McKenney 2010; Zhang et
al. 2004; Zhang et al. 2003; Jorda et al. 2002; Fogt et al. 1999; Pelkey et al.
1998a; McCluggage et al. 1998)

Plattenepithelkarzinom der (Pan et al. 2005)
Lunge

Plattenepithelkarzinom der (Mylonas und Dian 2011; Pan et al. 2005)
Zervix

Rhabdomyosarkom (Schraith et al. 2003)
Schilddriisenkarzinom, pa- (Pan et al. 2005)
pillar

Schildriisenkarzinom, folliku- (Pan et al. 2005)

lar

Schwannom (Schraith et al. 2003)
Synovialsarkom (Setsu et al. 2012)
Thymom (Pan et al. 2005)

Die Darstellung macht deutlich, dass die beobachteten Positivitatsraten zwischen
den einzelnen Studien teilweise dramatisch variieren. Beispielsweise schwankte
die INHA Positivitatsrate von 0%-100% bei Granulosazelltumoren des Ovars (Yao
et al. 2003; Flemming et al. 1996), von 0%-100% bei Granularzelltumoren (Parfitt
et al. 2006; Fine und Li 2003), von 25%-100% bei Nebennierenrindenkarzinomen
(Jorda et al. 2002; McCluggage et al. 1998), von 0%—100% bei muzindsen Ovari-
alkarzinomen (Choi et al. 2000; Dionigi et al. 2000), von 0%— 63% bei ser0sen
Ovarialkarzinomen (McCluggage et al. 1997; Flemming et al. 1996), von 0%—60%
bei Brennertumoren (Cirig et al. 2004; Flemming et al. 1996), von 0%—75% bei
endometrioiden Karzinomen des Ovars (Choi et al. 2000; Dionigi et al. 2000) und
0%—-16% bei Phaochromozytomen (McCluggage et al. 1998; ElImoneim et al.
2012).
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Die Ursachen fur diese hohe Variabilitat der Daten durfte in der Verwendung un-
terschiedlicher Reagenzien, insbesondere Antikorper, verschiedener Farbeproto-
kolle fur die Immunhistochemie und unterschiedlicher Kriterien fur die Definition
eines INHA positiven Karzinoms liegen. Diese variablen Daten limitieren offen-
sichtlich die diagnostische Nutzung der INHA Immunhistochemie, fur deren Inter-
pretation es einen bedeutenden Unterschied macht, ob beispielsweise die Mehr-
zahl der Ovarialkarzinome INHA positiv sind oder ob dieser Tumor verlasslich IN-
HA negativ ist.

Angesichts der Nutzung des Antikorpers fur die Diagnose eines Nebennierenrin-
dentumors ist es auch von Bedeutung, ob Phaochromozytome in 0% oder in 16%
der Falle INHA positiv sind.

Um die tatsachliche Bedeutung der INHA-Expression in unterschiedlichen Tumor-
typen besser einschatzen zu konnen, ware eine Studie wiunschenswert, bei der
samtliche Tumorarten oder mindestens sehr viele Tumorarten in grolRen Mengen
unter komplett standardisierten Bedingungen immunhistochemisch auf eine INHA-

Proteinexpression untersucht werden.

Ziel dieser Doktorarbeit war es dementsprechend an einem Kollektiv von mehr als
12212 Tumoren und 76 verschiedenen Kategorien von Normalgeweben die Ex-
pression von INHA systematisch zu untersuchen, um so die diagnostische Bedeu-

tung dieses immunhistochemischen Markers besser einschatzen zu kdnnen.

Die Untersuchung wurde im Tissue-Microarray-Format durchgefuhrt.
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2. Material und Methoden

2.1 Tissue-Microarray-Technik

Die Tissue Micro Array (TMA) Methode wurde 1998 von Kononen et al. erstmals pu-
bliziert (Kononen et al. 1998). Die Methode wurde von den Arbeitsgruppen Olli-Pekka
Kallioniemi (damals am National Institut of Health, Bethesda Maryland, USA) und
Guido Sauter (damals Institut fur Pathologie, Kantonenspital Basel, Schweiz) entwi-
ckelt. Es handelt sich um ein Verfahren, bei dem von hunderten von Tumoren zylind-
rische Gewebsfragmente aus den ursprunglichen Paraffinblocken entnommen wer-
den, um diese danach in einer geordneten Weise in einen leeren Paraffinblock ein-
zubringen (Kononen et al. 1998). Ein derartiger TMA-Block enthalt Stanzen von ca.
600 Tumoren. Von einem solchen Block konnen Schnittpraparate angefertigt werden,
wie man es bereits aus der Routinediagnostik in Form von normalen Paraffinblocken
kennt. Diese kdnnen dann mittels in situ Methoden wie Immunhistochemie, RNA-in-
situ-Hybridisierung oder Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung untersucht werden. Die
TMA-Methode macht derartige in-situ-Studien wesentlich effizienter und schneller.
Die gleiche Menge an Reagenzien und Manpower, die unter normalen Bedingungen
fur das Schneiden und Farben eines einzigen Tumorblocks erforderlich sind, genu-
gen nun zur Farbung von mehr als 600 Tumoren. Dies fuhrt zu einer Reduktion der
Reagenzienkosten um einen Faktor von ca. 600 und eine ahnlich grof3e Einsparung
bei der Manpower fur die Farbung von Praparaten. Allerdings mussen die 6konomi-
schen Vorteile, welche bei der Nutzung von TMAs auftreten, durch einen aul3eror-
dentlich aufwendigen Herstellungsprozess erkauft werden.

Die wesentlichen Schritte der TMA-Herstellung sind wie folgt:
A) Identifikation potenziell geeigneter Falle

Die Herstellung von TMAs beginnt immer mit der Generierung einer Liste potenziell
geeigneter Falle. Am UKE geschieht dies typischerweise durch eine Volltextsuche im
Pathologieinformationssystem, bei welcher man nach bestimmten interessierenden
Diagnosen sucht. Die zu diesen Diagnosen erstellten Befundberichte werden dann
nach der moglichen Eignung des Falles gescreent. Hierbei werden Tumoren ausge-
schlossen, welche mit hoher Wahrscheinlichkeit ungeeignet sein werden. Hierzu ge-
horen beispielsweise sehr kleine Tumoren oder Tumoren mit ausgedehnten Nekro-
sen oder regressiven Veranderungen nach Chemotherapie.
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B) Histologische Selektion geeigneter Falle

Von allen nach Schritt A als potenziell geeigneten gefundenen Fallen werden samtli-
che histologischen Schnitte herausgesucht und von einem Pathologen auf Eignung
fur die TMA-Herstellung Uberpruft. Kriterien fur Eignung sind das Vorhandensein von
groReren Tumorarealen (mindestens 1x1 cm) ohne oder weitgehend ohne artifizielle
Veranderungen wie Kompressionsartefakte. Ein ungunstiges Verhaltnis von Tumor-
zellen zu Stroma, welches mit einer erhohten Wahrscheinlichkeit dazu, dass im
Stanzvorgang keine Tumorzellen getroffen werden, gilt nicht ausdricklich als Aus-
schlusskriterium, da der systematische Ausschluss von Tumoren mit hohem
Stromagehalt zum Ausschluss einer biologischen relevanten Untergruppe von Tumo-
ren und damit zu einem Bias fuhren konnte. Die fur die TMA-Herstellung potenziell
geeigneter Areale werden auf den HE-Schnitten mit einem Filzstift markiert.

C) Qualitatskontrolle der Paraffinblocke

Von den geeigneten Schnitten werden die korrespondierenden Paraffinblocke her-
ausgesucht und von einer medizinisch-technischen Assistentin (MTA) auf Eignung

fur das Stanzen evaluiert.

Kriterien fur Eignung sind eine maoglichst grol3e Dicke bzw. Tiefe des Blockes, wel-

cher mindestens 2mm betragen sollte.
D) Festlegung des TMA-Aufbaus

Sobald die geeigneten Falle fur einen TMA identifiziert sind, wird die Reihenfolge
festgelegt, in welcher die Gewebe in den TMA eingebracht werden sollen.

Fir die UKE-TMAs wird grundsatzlich immer die gleiche Grundstruktur gewahlt. Die-
se besteht aus sechs Sektoren (markiert mit GroRbuchstaben von A-F) bei welchen
die Zeilen durch Zahlen von 1-9 und die Spalten mit Kleinbuchstaben von a-r defi-
niert werden. Um eine Orientierbarkeit der TMA-Schnitte sicherzustellen, sind die
Sektoren ungleich groly und asymmetrisch aufgebaut. Ein Bauplan eines UKE typi-
schen TMAs ist in Abbildung 6 dargestellt.
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Abbildung 6: Schematischer Aufbau eines UKE-TMASs.

Hervorzuheben ist die optimale Tauglichkeit der TMA-Methode fur Aspekte des Da-
tenschutzes. Die Proben eines Pathologieinstitutes sind mit Laufnummern versehen,
welche auf den Blocken und den diagnostischen Schnittpraparaten auftreten. Diese
Laufnummern sind fur Identifikation der Schnitte und Blocke notwendig. Durch die
Biopsienummern konnte theoretisch ein Hacker, der sich Zugang zum Pathologiein-

formationssystem verschafft, auf die Patientennamen ruckschliel3en.

Diese pseudonymisierten Biopsienummern sind jedoch lediglich wahrend der Her-
stellung eines TMAs notwendig. Ist der TMA erst einmal hergestellt, sind die klini-
schen und oder histopathologischen Daten, welche zu den verwendeten Proben ge-
horen Uber die TMA-Koordinate mit dem Gewebe verbunden. Die Biopsienummern
konnen also nach Fertigstellung des TMAs entweder ausgeblendet (Pseudonymisie-

rung) oder definitiv geloscht werden (Anonymisierung).

Ein Beispiel eines TMA-Datenfiles mit zugehorigen histopathologischen Daten ist in
Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Ausschnitt eines fiktiven exemplarischen TMA-Datenfiles.

TMA ,MTA 5.2 B“
Arrayname | Koordinate Entitat Alter bei Einsen- pT pN pM R-Status FIGO
dung

MTA 5.2B | A2a Ovarialkarzinom, 45 3 1 0 0 1
muzinés

MTA 52B | A2b Ovarialkarzinom, 50 3 3 1 0 v
muzinés

MTA 5.2B | A2¢c Ovarialkarzinom, 75 4 2 1 1 v

muzinds

E) TMA-Herstellung.

Die eigentliche TMA-Herstellung erfolgt mit einem semiautomatischen Tissue-

Arrayers, welche von Mitarbeitern des Institutes fur Pathologie (Christian und Martina
Mirlacher) entwickelt wurde (Abbildung 7-10).

Abbildung 7: Vom UKE entwickeltes Stanzgeréat. Die weil3e Apparatur stellt den elektrischen Schrittmotor dar.

Das zentrale Element des Gerates ist ein Kippschalter, welche es erlaubt an einer

definierten Position (TMA-Koordinate) laufend zwischen einem Bohrer und einer

Hohlnadel zu wechseln. Mit dem Bohrer wird zunachst ein Loch in einen designierten
TMA-Empfanger-Block gebohrt.
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Abbildung 8: Linkes Bild: Stanzgerét im Bohrmodus. Rechtes Bild: Minipodest, auf welchem der Spenderblock
steht.

Danach wird auf die Hohinadel gewechselt und ein kleines Podest Gber den leeren
Empfanger-Block gestellt. Auf diesem Podest wird der Tumorhaltige Spenderblock
gelegt. Nach Abgleich mit dem danebenliegenden HE-Schnitt wird an einer geeigne-
ten Stelle mit der Hohlnadel ein 0,6 mm messender Gewebezylinder entnommen.
Diese wird nach der Entfernung des ,Podestes” in das vorgefertigte Loch des Emp-
fangerblockes eingebracht.

Abbildung 9: Stanzgerét im Hohlnadelmodus. Die vom Spenderblock entnommene Probe wird nun im Empfén-
gerblock eingebracht.
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Meist wird der Vorgang mehrfach wiederholt, wobei die Empfangerblécke laufend
ausgetauscht werden, sodass mehrere Replikate des TMA-Blockes gleichzeitig her-
gestellt werden.

Abbildung 10: Mehrfachblockhalter, in dem Replikate untergebracht werden.

Nachdem Proben des bearbeitenden Tumors in eine ausreichende Zahl von Replika-
ten eingebracht worden sind (meistens 8 Replikate), wird ein am Tissue-Micro-
Arrayer eingebauter elektrischer Schrittmotor aktiviert und die Stanzvorrichtung wird
auf die nachste Array-Position verschoben. Dieser Vorgang wird wiederholt (bis der
gesamte TMA-Block mit Gewebeproben aufgefillt ist).

2.2 Fur das INHA-Projekt verwendete TMAs

Fir das folgende Projekt wurden zwei Typen von TMAs verwendet, Normalgewebe-
TMAs und Tumor-TMAs.

Der Normalgewebe-TMA beinhaltete von 76 verschiedenen Normalgewebskatego-
rien jeweils 8 Proben von 8 verschiedenen Patienten. Eine Liste der 76 verschiede-
nen Normalgewebskategorien ist in Tabelle 3 gezeigt.
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Tabelle 3: Zusamensetzung des Normalgewebe-TMAS.

Nummer Normalgewebe Nummer Normalgewebe

1 Endothel, Aorta 39 Rektum, Mukosa

2 Media, Aorta 40 Gallenblase, Epithel

3 Herz 41 Leber

4 Quergestreifte Muskulatur 42 Pankreas

5 Zungenmuskulatur 43 Parotis

6 Uterus, Myometrium 44 Glandula submandibularis

7 Appendix, Muskel 45 Glandula sublingualis

8 Osophagus, Muskel 46 Knochenmark

9 Magen, Muskel 47 Duodenum, Glandula duodenales

10 lleum, Muskel 48 Niere, Kortex

11 Colon descendens, Muskel 49 Niere, Mark

12 Nierenbecken, Muskel 50 Prostata

13 Harnblase, Muskel 51 Glandula vesiculosa

14 Penis, Corpus spongiosum 52 Epididymis

15 Ovar, Stroma 53 Hoden

16 Fett 54 Bronchus, Mukosa

17 Haut 55 Bronchus, Driisen

18 Haut, Haarfollikel und Talgdriise 56 Sinus paranasales

19 Lippe, orale Mukosa 57 Lunge

20 Mundhéhle 58 Brust

21 Tonsille, Oberflachenepithel 59 Endozervix

22 Analkanal, Haut 60 Endometrium, Proliferation

23 Analkanal, Ubergang Mukosa 61 Endometrium, Sekretion

24 Ektozervix 62 Eileiter, Mukosa

25 Osophagus, Plattenepithel 63 Plazenta friihe, Dezidua

26 Nierenbecken, Urothel 64 Ovar, Corpus Luteum

27 Harnblase, Urothel 65 Ovar, follikulédre Zyste

28 Plazenta, reife Amnion 66 Plazenta, friihe

29 Lymphknoten 67 Plazenta, reife

30 Milz 68 Nebenniere

31 Thymus 69 Nebenschilddriise

32 Tonsille 70 Schilddriise

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

34 Magen, Corpus 72 Cerebellum, Substantia grisea

35 Duodenum, Mukosa 73 Cerebrum, grau

36 lleum, Mukosa 74 Cerebrum, weill

37 Appendix, Mukosa 75 Hypophyse, Hinterlappen, Infun-
dibulum

38 Colon descendens, Mukosa 76 Hypophyse, Vorderlappen
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Die Tumor-TMAs beinhalteten auf insgesamt 38 Blocken 15012 Primartumoren von
134 verschiedenen Tumortypen und Subtypen. Detaillierte Angaben zur Zusammen-

setzung der Tumor-TMA-Schnitte sind in Tabelle 4 dargestellt.
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Tabelle 4: Zusammensetzung der Tumor-TMAS.

Tumorentitat TMA-
Probenzahl (n)

Tumoren der Haut Pilomatrixom 35

Basalzellkarzinom 88

Benigner Navus 29

Plattenepithelkarzinom der 90

Haut

Malignes Melanom 46

Malignes Melanom mit 86

Lymphknotenmetastasierung

Merkelzellkarzinom 46
Tumoren des Kopfs | Plattenepithelkarzinom des 109
und des Nackens Larynx

Plattenepithelkarzinom des 60

Pharynx

Orales Plattenepithelkarzi- 130

nom des Mundboden

Pleomorphes Adenom der 50

Parotisdriise

Warthintumor der Parotis 49

Basalzelladenom der Spei- 15

cheldriise
Tumoren der Lunge, | Adenokarzinom der Lunge 196
der Pleura und des [~ piattenepithelkarzinom der 80
Thymus Lunge

Kleinzelliges Karzinom der 16

Lunge

Epitheloides Mesotheliom 39

Mesotheliom, sonstige 76

Thymom 29
Tumoren des weib- Plattenepithelkarzinom der 78
lichen Genitaltrakts Vagina

Plattenepithelkarzinom der 130

Vulva

Plattenepithellkarzinom der 128

Zervix

Adenokarzinom der Zervix 21

Endometrioides Endometri- 236

umkarzinom

Serbéses Endometriumkarzi- 82

nom

Karzinosarkom des Uterus 48

Endometriumkarzinom, high 13

grade, G3
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Tumorentitét TMA-
Probenzahl (n)
Klarzelliges Endometrium- 8
karzinom
Endometrioides Ovarialkar- 110
zinom
Seréses Ovarialkarzinom 559
Muzinéses Ovarialkarzinom 96
Klarzelliges Ovarialkarzinom | 50
Karzinosarkom des Ovars 47
Granulosazelltumor des 37
Ovars
Leydigzelltumor des Ovars 4
Sertolizelltumor des Ovars 1
Sertoli-Leydigzelltumor des 3
Ovars
Steroidzelltumor des Ovars 3
Brenner-Tumor 41
Tumoren der Brust Invasives Mammakarzinom 80
(NST)
Lobuldres Mammakarzinom 122
Medulldres Mammakarzinom | 15
Tubuldres Mammakarzinom 18
Muzinéses Mammakarzinom | 22
Phylloider Brusttumor 50
Tumoren des Ver- Adenomatéser Polyp, low- 50
dauungstrakts grade Dysplasie
Adenomatéser Polyp, high- 50
grade Dysplasie
Adenokarzinom des Kolons 2482
Adenokarzinom des Ma- 176
gens, diffuser Typ
Adenokarzinom des Ma- 174
gens, intestinaler Typ
Adenokarzinom des Ma- 62
gens, gemischer Typ
Adenokarzinom des Oso- 83
phagus
Plattenepithelkarzinom des 76
Osophagus
Plattenepithelkarzinom des 89
Analkanals
Cholangiozelluldres Karzi- 113
nom
Hepatozelluldres Karzinom 50
Duktales Adenokarzinom 612

des Pankreas
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tumor (GIST)

Tumorentitét TMA-
Probenzahl (n)

Pankreatisch-ampulldres 89

Karzinom

Azinuszellkarzinom des 16

Pankreas

Gastrointestinaler Stroma- 50
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Tumorentitét TMA-
Probenzahl (n)
Sertolizelltumor des Hodens | 2
Keimstrangstromatumor des | 1
Hodens
Spermatozytischer Tumor 1
des Hodens
Dottersacktumor 50
Teratom 50
Plattenepithelkarzinom des 80
Penis
Tumoren der endo- Schilddriisenadenom 113
krinen Organe Papillares Schilddrisenkar- | 391
zinom
Follikuléres Schilddriisen- 154
karzinom
Medulldres Schilddriisenkar- | 111
zinom
Nebenschilddriisenadenom 43
Anaplastisches Schilddrii- 45
senkarzinom
Nebennierenadenom 50
Nebennierenkarzinom 26
Ph&ochromozytom 50
Neuroendokriner Tumor der 22
Appendix (NET)
Neuroendokriner Tumor des 12
Kolorektums (NET)
Neuroendokriner Tumor des | 49
lleums (NET)
Neuroendokriner Tumor der 19
Lunge (NET)
Neuroendokriner Tumor des | 97
Pankreas (NET)
Neuroendokrines Karzinom 12
des Kolorektums (NEC)
Neuroendokrines Karzinom 4
der Gallenblase (NEC)
Neuroendokrines Karzinom 14

des Pankreas (NEC)
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Tumorentitét TMA-
Probenzahl (n)
Tumoren des hdma- | Hodgkin-Lymphom 103
topoetischen und Kleinzelliges B-Zell- 50
lymphatischen Lymphom (B-SLL/B-CLL)
Systems Diffuses gro3zelliges B-Zell- | 113
Lymphom (DLBCL)
Follikuldres Lymphom 88
T-Zell Non-Hodgkin- 25
Lymphom
Mantelzell-Lymphom 18
Marginalzonen-Lymphom 16
Diffuses gro3zelliges B-Zell- | 16
Lymphom (DLBCL) im Ho-
den.
Burkitt-Lymphom 5
Tumoren des Weich- | Tenosynovialer Riesen- 45
teilgewebes und des | zelltumor
Knochens Granularzelltumor 53
Leiomyoma 50
Leiomyosarkom 87
Liposarkoma 132
Maligner peripherer Nerven- | 13
scheidentumor (MPNST)
Myofibrosarkom 26
Angiosarkom 73
Angiomyolipom 91
Dermatofibrosarkom protu- 21
berans (DFSP)
Ganglioneurom 14
Neurofibrom 117
Sarkom, (NOS) 74
Paragangliom 41
Primitiver neuroektodermaler | 23
Tumor (PNET)
Rhabdomyosarkom 6
Schwannom 121
Synovialsarkom 12
Osteosarkom 43
Chondrosarkom 38
Rhabdoider tumor 5
Summe 15012
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Fir einzelne Unterkollektive der Tumoren lagen histopathologische Malignitatspara-

meter wie beispielsweise pT, pN, Differenzierungsgrad, L-Status, V-Status, molekula-

re Daten wie Mikrosatelliten-Instabilitat, BRAF-Mutationen, Ostrogenrezeptorexpres-

sion, Progesteronrezeptor-Expression, HER2-Status oder klinische Verlaufsdaten wie

Zeit zum Rezidiv, Rohlberleben oder tumorspezifisches Uberleben zur Verfiigung.

Die Zusammensetzung der Unterkollektive mit vorhandenen Malignitatsparametern

ist in Tabellen 5-7dargestellt.

Tabelle 5: Histopathologische und molekularbiologische Parameter beim Kolonkarzinom.

n

Kolonkarzinom

alle Tumoren 1887
pT pT1 69
pT2 372
pT3 1042
pT4 363
pN pNO 982
pN+ 860
GeféBinvasion Vo 1336
V+ 476
LymphgeféaBinvasion Lo 556
L1 1279
Tumorlokalisation links 930
rechts 385
MMR-Status MS instabil 71
MS stabil 907
RAS-Mutationsstatus RAS-Mut. 226
wt 292
BRAF-Mutationsstatus BRAF V600E 10
wt 89
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Tabelle 6: Histopathologische und molekularbiologische Parameter beim klarzelligen Nierenzellkarzinom.

n

Klarzellige Nierenzellkarzi-
nome (NCC)

Alle Tumoren

726

ISUP-Grad

235

231

207

A W[ N =

43

Fuhrmann-Grad

42

422

209

Al W N =

52

Thoenes-Grad

-

267

390

68

UICC-Stadium

339

37

91

74

pT

438

73

210

pN

122

18

pM

108

75
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Tabelle 7: Histopathologische und molekularbiologische Parameter bei neuroendokrinen Neoplasien.

Anzahl n
Neuroendokrine Tumorenr pT pT1 24
(verschiedene Lokalisatio- pT2 25
nen) pT3 37
pT4 28
pN pNO 41
pN+ 58
Neuroendokrine Karzinome pT pT1 1
(verschiedene Lokalisation) pT2 3
pT3 10
pT4 3
pN pNO 3
pN+ 13

2.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein Verfahren zur Visualisierung von spezifischen Protei-
nen an Gewebeschnitten. Antikorper stellen das zentrale Werkzeug fur die Immun-
histochemie dar.

Antikorper, welche spezifisch flr ein nachzuweisendes Gewebeprotein sind, werden
in der Regel durch Beimpfung eines Labortiers (Maus, Ratte, Kaninchen) mit dem
interessierenden Protein oder einem Teil des Proteins (Peptid) erzeugt (StGroth und
Scheidegger 1980; Clark 1981; Kurose und Takikawa 1998). Antikorper produzieren-
de Zellen dieser Labortiere werden spater mit einer Myelomzelllinie fusioniert,
wodurch Hybridzellen entstehen, welche von den tierischen Zellen die Eigenschaft
der Antikorperbildung behalten und von den Tumorzellen die Eigenschaften der Im-
mortalitat (Kohler und Milstein 1975; StGroth und Scheidegger 1980; Clark 1981).

Die aus diesen Experimenten resultierenden spater kommerziell verfigbaren Anti-
korper fur interessierende Proteine konnen sich teilweise erheblich bezuglich ihres
Farbeverhalten unterscheiden, was die Reproduzierbarkeit von immunhistochemi-
schen Untersuchungen erschwert (Laflamme et al. 2021; Laflamme et al. 2019). Es
ist dementsprechend bedeutsam, die Farbeeigenschaften des Antikorpers, der fur ein
Projekt verwendet wird, genau zu kennen. Die internationale Arbeitsgruppe fur Vali-
dierung von Antikorpern empfiehlt eine Validierung jedes einzelnen Antikorpers fur

die Anwendung, die Antikorper, die auch verwendet werden sollen (Uhlen et al.
29




2016). Fur Antikorper zur Verwendung in der Immunhistochemie wird empfohlen eine
von zwei moglichen Validierungsexperimenten durchzufuhren (Uhlen et al. 2016).

Diese sind:

1) Der Vergleich der immunhistochemisch erzielten Daten mit Expressionsdaten,
welche mit einer zweiten unabhangigen Methode (beispielsweise RNA-
Analyse) gewonnen wurde (Uhlen et al. 2016).

2) Der Vergleich mit einem Antikorper erzielten Ergebnisse mit den Ergebnissen,
welche mit einem zweiten, unabhangigen Antikorper gewonnen werden konn-
ten (Uhlen et al. 2016).

Da Antikorper farblos sind, genugt es nicht, die Antikorper auf ein Gewebe aufzubrin-
gen. Zur Visualisierung der Antikdrper-Antigenbindung werden komplexe Visualisie-
rungssysteme verwendet, welche in einem ersten Schritt AntikGrper verwenden, die
sich gegen Immunglobuline der Spezies richten, in welcher der Primarantikorper her-

gestellt wurde.

Derartige Antikorper konnen mit einem Farbstoff gekoppelt sein oder mit einem ande-
ren Element, welches in einem weiteren Schritt angefarbt werden kdnnte. Die gangi-
gen Verfahren hierfur sind die direkte Methode, indirekte Methode, doppelt indirekt
Methode, PAP-Methode, APAAP-Methode, EPOS-Methode, (Strept)-ABC-Methode,
EnVision-Polymer-Konjugat-Methode und LSAB-Methode (Hantschke und Palmedo
2015).

Das grundlegende Prinzip eines Antikdrperdetektionssystems ist in Abbildung 11

dargestellt.
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Abbildung 11: Primérantikérper bindet das interessierende Protein und wird im Anschluss von einem sekundéren
Antik6érper gebunden, welcher mit einem Enzym gekoppelt sein kann, der eine Farbreaktion katalysiert. Dies ist
das Grundlegende Prinzip der direkten Methode. Zur Ergebnisoptimierung kann man die direkte Methode in vie-
lerlei Hinsicht modifizieren. Man kann beispielsweise einen tertidren Antikérper, anstelle eines Sekundérantikor-
pers ein Dextranpolymer bestehend aus einer Vielzahl von Primér- oder Sekundérantikbrpern, einen mit (Strept-
)Avidin beschichteten Sekundérantikdrper oder Briickenantikérper verwenden. Aus Hantschke und Palmedo
2015.

Ein wesentlicher Schritt bei der immunhistochemischen Untersuchung Formalin-
fixierte-Gewebe ist die hitzeinduzierte Epitop-Demaskierungsprozedur (Heat Induced
Epitope Retrieval, HIER).

Bei diesem Verfahren werden die fur die Immunhistochemie vorgesehenen Schnitte
fur 5-30 Minuten in einer Flussigkeit auf 90 -121°C erhitzt. Diese Prozedur I0st zu-
mindest zu einem grof3en Teil die durch die Formalin-Fixierung ausgeloste Verkle-
bung (Crosslinking) der Proteine und macht dadurch die vom Antikorper erkannten

Epitope zuganglicher (Shi et al. 1991; Krenacs et al. 2010).

Je nach Antikorper sind die Ergebnisse der HIER bei niedrigem, hohem oder neutra-
lem pH am besten. Im Rahmen der Protokolloptimierung eines Antikdrpers werden
die jeweils optimalen Inkubationsbedingungen festgelegt. Das Prinzip der HIER ist in
Abbildung 12 dargestellt.
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Abbildung 12: Prinzip des HIER. Nach Formalinfixierung sind Epitope durch artifizielle Vernetzung von Proteinen
und Antigen fiir den Antikérper unzugénglich. Nach HIER kann der Antikérper das Antigen binden.Informationen
aus Krenacs et al. 2010

2.4 INHA Immunhistochemie

Die zu farbenden TMA-Schnitte wurden zunachst vorbereitet, in dem sie mithilfe von
Xylol deparaffiniert und in einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert wurden. Dann
erfolgte zur Freilegung von potentiellen Epitopen die hitzeinduzierte Epitopdemaskie-
rungsprozedur (HIER) im Autoklav bei 121°C mit einer Target-Retrieval-Solution in
einem Puffer mit einem pH von 7,8 fur 5 Minuten. Danach wurden die Schnitte in ei-
ner feuchten Kammer ausgelegt und anschlieend mit einer Peroxidase blockieren-
den Losung fur jeweils 10 Minuten behandelt. Im Anschluss erfolgte die Inkubation
mit dem Primarantikorper fur INHA (Rekombinanter Rabbit-Antikorper, MSVA-561R,
MS Validated Antibodies, GmbH, Hamburg, Germany) bei 37°C fur 60 Minuten bei
einer Verdinnung von 1:100. Der gebundene Antikorper wurde dann mit dem EnVi-
sion-Kit (Agilent, Santa Clara, CA, USA; #K5007) gemal} der Herstellerangaben vi-
sualisiert. Zum Zweck der Antikdrpervalidierung wurden die Normalgewebe-TMAs
auch mit einem Referenzantikorper (monoklonaler Maus-Anti-Human-INHA, Klon R1,
Agilent, Santa Clara, CA, USA, Kat.-Nr. IR058) nach dem vom Hersteller vorgeschla-
genen Protokoll gefarbt. Nach Antigen demaskierenden Malinahmen wurde der
TMA-Objekttrager mithilfe eines DAKO-Autostainers gefarbt. Ein erfahrener Patholo-
ge (Prof. Guido Sauter) fuhrte die manuelle Analyse der gefarbten TMA-Objekttrager

durch. Hamatoxylin- und Eosin-gefarbte Schnitte wurden zum Vergleich herangezo-
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gen, wenn der Gehalt an Tumorzellen fraglich war. Fir Tumorgewebe wurde der
Prozentsatz positiver Tumorzellen geschatzt und die Farbeintensitat semiquantitativ
erfasst (0, 1+, 2+, 3+). FUr die statistischen Analysen wurden die Farbeergebnisse in
vier Gruppen eingeteilt. Tumoren ohne jegliche Farbung wurden als negativ einge-
stuft. Tumoren mit einer Farbeintensitat von 1+ bei £70% der Tumorzellen oder einer
Intensitat von 2+ bei <30% der Tumorzellen wurden als schwach positiv eingestuft.
Tumoren mit einer Farbeintensitat von 1+ bei >70% der Tumorzellen, einer Intensitat
von 2+ bei 31-70% oder einer Intensitat von 3+ bei <30% galten als malig positiv.
Tumoren mit 2+ Intensitat in >70% oder 3+ Intensitat in >30% der Tumorzellen wur-

den als stark positiv eingestuft.

2.5 Statistik

Statistische Berechnungen wurden mit der Software JMP 14 (SAS Institute Inc., Ca-
ry, NC, USA) durchgefuhrt. Mit Hilfe von Kontingenztabellen und dem Chi?-Test wur-
de nach Zusammenhangen zwischen INHA und Tumorphanotyp gesucht. Die Uber-
lebenskurven wurden mit dem Kaplan-Meier-Verfahren berechnet. Der Log-Rank-
Test wurde verwendet, um signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zu eru-

ieren.
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3. Ergebnisse

3.1 Technische Aspekte

Von 15.012 untersuchten Tumoren erwiesen sich 12.212 am TMA als auswertbar
(81%).

Ursachen von nicht auswertbaren Proben waren entweder das Fehlen von eindeuti-
gen Tumorzellen auf einigen Gewebespots oder aber das vollige Fehlen von Gewe-
be an einzelnen Positionen des TMAs. Letzteres kommt in TMA-Untersuchungen
regelmafig vor, da ein Teil der Proben wahrend der Verarbeitung vom Schnitt ab-
schwimmen konnen und weil naturgemaf nicht alle in einen TMA eingebrachten

Stanzzylinder gleichlang sind.

Zudem ist es schwierig, die TMA-Zylinder alle so in die vorgefertigten Locher einzu-
bringen, dass der Oberpol der Stanze auf dem Niveau der Blockoberflache zu liegen

kommt.

Da einige Zylinder zu tief in die vorgefertigten Locher eingepresst werden, konnen
diese Zylinder auf den ersten Schnitten durch den Gewebeblock nicht erfasst wer-
den, welches in leere TMA-Positionen resultiert. Auf den tiefen Schnitten durch einen
TMA-Block werden dann aber diejenigen Stanzen nicht mehr erfasst, welche beson-

ders kurz waren und aus diinnen Paraffinblocken entnommen waren.

3.2 INHA im Normalgewebe

Eine starke INHA-Farbung wurde in Sertoli- und Leydig-Zellen des Hodens, im Gelb-
korper des Eierstocks und im Zyto- und Synzytiotrophoblasten sowie in Chorionzellen
der Plazenta (starkere Farbung im ersten Trimester als in der reifen Plazenta) und in
Nebennierenrindenzellen gefunden. In den Amnion- und Deziduazellen der Plazenta
sowie in Follikel-, Granulosa- und einigen Stromazellen des Eierstocks wurde eine
variablere Farbungsintensitat festgestellt, die von schwach positiv bis stark positiv
reichte. Reprasentative Bilder von INHA-positiven Normalgeweben sind in Abbildun-
gen 13-34 dargestellt. Alle diese Zelltypen farbten auch positiv, wenn man den Refe-
renzantikorper R1 (Agilent, Santa Clara, CA, USA, Kat.-Nr. IR058) verwendet hatte.
Disseminierte INHA-positive Epithelzellen wurden auch in der Bauchspeicheldrise
und der Adenohypophyse gefunden, welche sich jedoch nicht mit dem Referenzanti-
korper bestatigen lieRen. INHA-Farbung wurde in keinem anderen untersuchten Ge-

webe beobachtet, einschlieRlich quergestreifter Skelettmuskulatur, Herzmuskel, glat-
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ter Muskulatur, Myometrium, Fett, Ubergangsepithel des Analkanals, Urothel des
Nierenbeckens und der Harnblase, Lymphknoten, Milz, Thymus, Tonsile, Magen,
Duodenum, lleum, Appendix, Kolon, Rektum, Gallenblase, Leber,Glandula parotidea,
Glandula submandibularis, Glandula sublingualis, Brunnersche Druse des Duo-
denums, Niere, Prostata, Glandula vesiculosa, Epididymis, Bronchialdrisen, Lunge,
Mamma, Cervix uteri, Uterus, Eileiter, Schilddrise, Nebenschilddruse, Kleinhirn,

GrofRhirn und Neurohypophyse.
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Abbildung 13: Positive zytoplasmatische Anfarbung von Nebennierenrindengewebe mit dem MSVA-561R-
Antikérper.

Abbildung 14: Positive Anfarbung von Nebennierenrindengewebe mit dem Referenzantikérper R1 zur Validierung.
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Abbildung 16: Positive Anférbung von Normalgewebe aus dem Corpus Luteum mit dem Referenzantikérper R1
zur Validierung.
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Abbildung 17: Positive Anfarbung von Normalgewebe aus der Dezidua vom Uterus mit dem MSVA-561R-
Antikérper.

Abbildung 18: Positive Anfarbung von Normalgewebe aus der Dezidua vom Uterus mit dem Referenzantik6rper
R1 zur Validierung.
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Abbildung 20: Positive Anférbung von Thekazellen mit dem Referenzantikbrper R1 zur Validierung.
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Abbildung 22: Positive Anfdrbung von Sertoli und Leydigzellen mit dem Referenzantikbrper R1 zur Validierung.
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Abbildung 23: Positive Anféarbung von Trophoblasten aus einer Plazenta aus dem ersten Trimester mit dem
MSVA-561R-Antikbrper.

Abbildung 24: Positive Anfarbung von Trophoblasten aus einer Plazenta aus dem ersten Trimester mit dem Refe-
renzantikérper R1 zur Validierung.
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Abbildung 25: Positive Anfarbung von Normalgewebe aus einer reifen Plazenta mit dem MSVA-561R-Antikérper.
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Abbildung 26: Positive Anfarbung von Normalgewebe aus einer reifen Plazenta mit dem Referenzantikérper R1
zur Validierung.
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Abbildung 28: Negativer Befund bei Normalgewebe aus dem Eileiter mit dem Referenzantikbrper R1.
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Abbildung 29: Negativer Befund bei Normalgewebe aus dem Kolon mit dem MSVA-561R-Antikérper.
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Abbildung 30: Negativer Befund bei Normalgewebe aus dem Kolon mit dem Referenzantikérper R1.
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Abbildung 32: Negativer Befund bei Normalgewebe aus der Leber mit dem Referenzantikbrper R1.
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Abbildung 34: Negativer Befund bei Normalgewebe aus dem Nierenmark mit dem Referenzantikérper R1.
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3.3 INHA in Karzinomen

Eine positive INHA-Immunfarbung fand sich in 583 (4,8%) unsere 12.212 anfarbba-
ren Tumoren, wobei in 351 Tumoren (2,9%) eine schwache, in 66 Tumoren (0,5%)
eine malig starke und in 167 Tumoren (1,4%) eine starke INHA-Positivitat festge-

stellt wurde.

Insgesamt 72 (54%) von 134 in dieser Studie untersuchten Tumorkategorien zeigten
in mindestens einem Fall eine zumindest schwache INHA-Farbung. In immerhin 26
(19 %) unserer Tumorkategorien fand sich mindestens ein Tumor mit einer starken
INHA-Positivitat.

Reprasentative Bilder von INHA positiven Tumoren sind in Abbildung 35-42 darge-
stellt.
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Abbildung 35: Eine stark positive Anférbung von einem Leydigzelltumor aus dem Hoden.

Abbildung 36: Eine stark positive Anférbung eines Granulosazelltumors aus dem Ovar.
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Abbildung 38:

Eine méaRig positive bis stark positive Anférbung eines Azinuszellkarzinoms des Pankreas.
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Abbildung 40: Eine fokale Anférbung von epithelialen Komponenten eines malignen Miiller-
Mischtumors/Karzinosarkoms.
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Abbildung 42: Eine stark positive Anfarbung eines Nebennierenkarzinoms.
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Die Ergebnisse der Untersuchung sind organsystematisch dargestellt in Tabelle 8

gezeigt.

Tabelle 8: Ergebnisse der INHA-IHC bei den einzelnen Tumorentitéten.

Tumoren des
Kopfs und des
Nackens

Tumoren des

weiblichen Geni-
taltrakts

Tumorentitét auf verwertbar negativ schwach méaRig | stark
TMA (n) (%) positiv (%) | positiv | positiv
(n) (%) (%)

Pilomatrixom 35 33 100,0 0,0 0,0 0,0

Basalzellkarzinom 88 77 100,0 0,0 0,0 0,0

Benigner Nédvus 29 23 100,0 0,0 0,0 0,0

Plattenepithelkarzinom der 90 83 100,0 0,0 0,0 0,0

Haut

Malignes Melanom 48 43 100,0 0,0 0,0 0,0

Malignes Melanom mit 87 84 100,0 0,0 0,0 0,0

Lymphknotenmetastasie-

rung

Merkelzellkarzinom 46 39 100,0 0,0 0,0 0,0

Plattenepithelkarzinom des 110 102 95,1 4,9 0,0 0,0

Larynx

Plattenepithelkarzinom des 60 60 100,0 0,0 0,0 0,0

Pharynx

Orales Plattenepithelkarzi- 130 128 98,4 1,6 0,0 0,0

nom des Mundboden

Pleomorphes Adenom der 50 44 100,0 0,0 0,0 0,0

Parotisdriise

Warthintumor der Parotis 49 46 100,0 0,0 0,0 0,0

Basalzelladenom der Spei- 15 14 100,0 0,0 0,0 0,0

cheldriise

Adenokarzinom der Lunge 246 122 82,0 13,1 2,5 2,5

Plattenepithelkarzinom der 130 48 95,8 4,2 0,0 0,0

Lunge

Kleinzelliges Karzinom der 20 13 92,3 0,0 7,7 0,0

Lunge

Epitheloides Mesotheliom 39 23 91,3 4,3 4,3 0,0

Mesotheliom, sonstige 76 53 98,1 1,9 0,0 0,0

Thymom 29 27 100,0 0,0 0,0 0,0

Plattenepithelkarzinom der 78 53 100,0 0,0 0,0 0,0

Vagina

Plattenepithelkarzinom der 130 123 99,2 0,8 0,0 0,0

Vulva

Plattenepithellkarzinom der 130 126 98,4 1,6 0,0 0,0

Zervix
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Tumorentitit auf verwertbar negativ schwach méaBig | stark
TMA (n) (%) positiv (%) | positiv | positiv
(n) (%) (%)

Adenokarzinom der Zervix 21 21 100,0 0,0 0,0 0,0

Endometrioides Endometri- 236 217 88,5 10,1 0,9 0,5

umkarzinom

Serb6ses Endometriumkarzi- 82 66 100,0 0,0 0,0 0,0

nom

Karzinosarkom des Uterus 48 43 90,7 7,0 2,3 0,0

Endometriumkarzinoma, 13 12 83,3 8,3 0,0 8,3

high grade, G3

Klarzelliges Endometrium- 8 7 71,4 28,6 0,0 0,0

karzinom

Endometrioides Ovarialkar- 110 84 90,5 8,3 1,2 0,0

zinom

Seréses Ovarialkarzinom 559 360 89,4 10,3 0,3 0,0

Muzinéses Ovarialkarzinom 96 68 97,1 2,9 0,0 0,0

Klarzelliges Ovarialkarzinom | 50 39 92,3 7,7 0,0 0,0

Karzinosarkom des Ovars 47 37 89,2 8,1 2,7 0,0

Granulosazelltumor des 37 36 0,0 0,0 2,8 97,2

Ovars

Leydigzelltumor des Ovars 4 4 0,0 0,0 0,0 100,0

Sertolizelltumor des Ovars 1 1 0,0 0,0 100,0 0,0

Sertoli-Leydigzelltumor des 3 3 0,0 0,0 0,0 100,0

Ovars

Steroidzelltumor des Ovars 3 3 0,0 0,0 0,0 100,0

Brenner-Tumor 41 37 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren der Invasives Mammakarzinom 126 74 95,9 4,1 0,0 0,0
Brust (NST)

Lobuldres Mammakarzinom 123 98 99,0 1,0 0,0 0,0

Medulldres Mammakarzinom | 15 15 100,0 0,0 0,0 0,0

Tubuléres Mammakarzinom 18 15 100,0 0,0 0,0 0,0

Muzinéses Mammakarzinom | 22 15 100,0 0,0 0,0 0,0

Phylloider Brusttumor 50 48 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren des Adenomatéser Polyp, low- 50 45 100,0 0,0 0,0 0,0
Verdauungstrakts | grade Dysplasie

Adenomatéser Polyp, high- 50 47 100,0 0,0 0,0 0,0

grade Dysplasie

Adenokarzinom des Kolons 2532 1960 97,0 2,7 0,3 0,1

Adenokarzinom des Ma- 226 130 100,0 0,0 0,0 0,0

gens, diffuser Typ

Adenokarzinom des Ma- 224 154 98,1 1,3 0,0 0,6

gens, intestinaler Typ

Adenokarzinom des Ma- 62 43 97,7 2,3 0,0 0,0

gens, gemischer Typ
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Tumorentitat auf verwertbar negativ schwach méaBig | stark
TMA (n) (%) positiv (%) | positiv | positiv
(n) (%) (%)
Adenokarzinom des Oso- 133 82 100,0 0,0 0,0 0,0
phagus
Plattenepithelkarzinom des 124 70 97,1 2,9 0,0 0,0
Osophagus
Plattenepithelkarzinom des 91 80 98,8 1,3 0,0 0,0
Analkanals
Cholangiozelluldres Karzi- 114 95 78,9 13,7 1,1 6,3
nom
Hepatozelluldres Karzinom 50 48 100,0 0,0 0,0 0,0
Duktales Adenokarzinom 662 322 97,5 2,2 0,3 0,0
des Pankreas
Pankreatisch-ampulléres 119 57 100,0 0,0 0,0 0,0
Karzinom
Azinuszellkarzinom des 16 15 20,0 33,3 20,0 26,7
Pankreas
Gastrointestinaler Stroma- 50 47 100,0 0,0 0,0 0,0
tumor (GIST)
Tumoren der Nicht invasives papilldres 177 133 100,0 0,0 0,0 0,0
Harnwege Urothelkarzinom, pTa G2
low grade
Nicht invasives papilldres 141 106 99,1 0,9 0,0 0,0
Urothelkarzinom, pTa G2
high grade
Nicht invasives papilldres 219 163 99,4 0,6 0,0 0,0
Urothelkarzinom, pTa G3
Urothelkarzinom, pT2-4 G3 1322 1051 97,1 2,7 0,1 0,2
Plattenepithelkarzinom der 22 21 100,0 0,0 0,0 0,0
Blase
Kleinzelliges neuroendokri- 18 17 94,1 5,9 0,0 0,0
nes Karzinom der Blase
Sarkomatoides Urothelkar- 25 11 100,0 0,0 0,0 0,0
zinom
Urothelkarzinom (Nierenbe- 62 62 98,4 1,6 0,0 0,0
cken)
Klarzelliges Nierenzellkarzi- 858 771 97,5 1,3 0,1 1,0
nom
Papilldres Nierenzellkarzi- 255 223 99,6 0,4 0,0 0,0
nom
Klarzelliges (tubuléres) 21 20 70,0 5,0 5,0 20,0
papilléres Nierenzellkarzi-
nom
Chromophobes Nierenzell- 131 113 98,2 1,8 0,0 0,0
karzinom
Onkozytom 177 156 100,0 0,0 0,0 0,0
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Tumorentitét auf verwertbar negativ schwach méaBig | stark
TMA (n) (%) positiv (%) | positiv | positiv
(n) (%) (%)
Tumoren der Adenokarzinom der Prosta- 83 83 100,0 0,0 0,0 0,0
madénnlichen Geni- ta, Gleason 3+3
talorgane
Adenokarzinom der Prosta- 80 79 100,0 0,0 0,0 0,0
ta, Gleason 4+4
Adenokarzinom der Prosta- 85 85 100,0 0,0 0,0 0,0
ta, Gleason 5+5
Adenokarzinom der Prostata | 261 220 99,1 0,9 0,0 0,0
(Rekurrenz)
Kleinzelliges neuroendokri- 17 15 100,0 0,0 0,0 0,0
nes Karzinom der Prostata
Seminom 621 591 98,0 1,7 0,2 0,2
Embryonales Karzinom des 50 22 100,0 0,0 0,0 0,0
Hodens
Leydigzelltumor des Hodens | 30 30 0,0 0,0 0,0 100,0
Sertolizelltumor des Hodens | 2 2 0,0 0,0 50,0 50,0
Keimstrang-Stromatumor 1 1 0,0 0,0 0,0 100,0
des Hodens
Spermatozytischer Tumor 1 1 100,0 0,0 0,0 0,0
des Hodens
Dottersacktumor 50 25 100,0 0,0 0,0 0,0
Teratom 50 34 91,2 8,8 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom des 80 80 98,8 0,0 1,3 0,0
Penis
Tumoren der Schilddriisenadenom 114 100 99,0 1,0 0,0 0,0
endokrinen Orga-
ne
Papilldres Schilddriisenkar- 392 251 84,5 13,1 2,4 0,0
zinom
Follikuldres Schilddriisen- 158 112 97,3 2,7 0,0 0,0
karzinom
Medulléres Schilddriisen- 107 91 94,5 55 0,0 0,0
karzinom
Nebenschilddriisenadenom 43 42 100,0 0,0 0,0 0,0
Anaplastisches Schilddrii- 45 43 95,3 4,7 0,0 0,0
senkarzinom
Nebennierenadenom 50 28 7,1 14,3 32,1 46,4
Nebennierenkarzinom 26 25 20,0 36,0 20,0 24,0
Phdochromozytom 50 49 93,9 4,1 2,0 0,0
Neuroendokriner Tumor der 22 13 84,6 15,4 0,0 0,0

Appendix (NET)
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Tumorentitét auf verwertbar negativ schwach méaBig | stark
TMA (n) (%) positiv (%) | positiv | positiv
(n) (%) (%)
Neuroendokriner Tumor des 11 7 71,4 28,6 0,0 0,0
Kolorektums (NET)
Neuroendokriner Tumor des | 49 42 92,9 7,1 0,0 0,0
lleums (NET)
Neuroendokriner Tumor der 19 17 100,0 0,0 0,0 0,0
Lunge (NET)
Neuroendokriner Tumor des | 98 85 80,0 8,2 2,4 9,4
Pankreas (NET)
Neuroendokrines Karzinom 12 7 100,0 0,0 0,0 0,0
des Kolorektums (NEC)
Neuroendokrines Karzinom 4 3 66,7 33,3 0,0 0,0
der Gallenblase (NEC)
Neuroendokrines Karzinom 14 14 85,7 14,3 0,0 0,0
des Pankreas (NEC)
Tumoren des Hodgkin-Lymphom 103 95 100,0 0,0 0,0 0,0
hd@matopoeti-
schen und lym-
phatischen Sys-
tems
Kleinzelliges B-Zelllymphom | 50 50 100,0 0,0 0,0 0,0
(B-SLL/B-CLL)
Diffuses gro3zelliges B- 114 114 99,1 0,0 0,0 0,9
Zelllymphom (DLBCL)
Follikuldres Lymphom 88 87 100,0 0,0 0,0 0,0
T-Zell-Non-Hodgkin- 24 24 95,8 0,0 0,0 4,2
Lymphom
Mantelzell-Lymphom 18 18 100,0 0,0 0,0 0,0
Marginalzonen-Lymphom 16 15 100,0 0,0 0,0 0,0
Diffuses gro3zelliges B- 16 16 100,0 0,0 0,0 0,0
Zelllymphom (DLBCL) im
Hoden
Burkitt-Lymphom 5 2 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren des Tenosynovialer Riesen- 45 37 100,0 0,0 0,0 0,0
Weichteilgewebes | zelltumor
und des Kno-
chens
Granularzelltumor 53 31 0,0 0,0 12,9 87,1
Leiomyom 50 48 100,0 0,0 0,0 0,0
Leiomyosarkom 87 79 94,9 3,8 1,3 0,0
Liposarkom 132 107 100,0 0,0 0,0 0,0
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Tumorentitat auf verwertbar negativ schwach méaBig | stark
TMA (n) (%) positiv (%) | positiv | positiv
(n) (%) (%)
Maligner peripherer Nerven- | 13 11 100,0 0,0 0,0 0,0
scheidentumor (MPNST)
Myofibrosarkom 26 26 100,0 0,0 0,0 0,0
Angiosarkom 73 55 72,7 14,5 12,7 0,0
Angiomyolipom 91 65 100,0 0,0 0,0 0,0
Dermatofibrosarkom protu- 21 14 100,0 0,0 0,0 0,0
berans (DFSP)
Ganglioneurom 14 14 100,0 0,0 0,0 0,0
Neurofibrom 117 111 100,0 0,0 0,0 0,0
Sarkom, (NOS) 75 67 98,5 0,0 0,0 1,5
Paragangliom 41 41 92,7 2,4 2,4 2,4
Primitiver neuroektoderma- 23 13 100,0 0,0 0,0 0,0
ler Tumor (PNET)
Rhabdomyosarkom 7 6 100,0 0,0 0,0 0,0
Schwannom 121 115 97,4 2,6 0,0 0,0
Synovialsarkom 12 8 75,0 12,5 12,5 0,0
Osteosarkom 43 28 100,0 0,0 0,0 0,0
Chondrosarkom 38 15 100,0 0,0 0,0 0,0
Rhabdoider tumor 5 5 100,0 0,0 0,0 0,0

Die hochsten INHA Positivitatsraten und auch die starkste Expression fand sich in

verschiedenen Typen von Keimbahn-Stroma-Tumoren des Hoden und des Ovars

(jeweils zu 100 % positiv), in Granularzelltumoren (100% positiv), Nebennierenade-

nomen (92,9% positiv), Nebennierenkarzinomen (80% positiv) und in Azinuszellkar-

zinom das Pankreas (80 % positiv). 60 zusatzliche Tumorentitaten zeigten zwar auch

in einem Teil der Falle eine INHA Immunfarbung doch war diese nicht nur weniger

haufig, sondern war meistens auch weniger stark ausgepragt als bei den zuvorge-

nannten Tumoren.

Hervorzuheben ist, dass sich in Ovar immer wieder eine auffallige peritumorale An-

sammlung von INHA positiven Stromazellen fand, welche die INHA negativen Tu-

morzellen teilweise ,wallartig umgaben. Dieses Phanomen schien unabhangig vom
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Tumortyp zu sein und fand sich sowohl bei gutartigen Brennertumoren (Abbildung
43) wie auch bei hochaggressiven serdsen Ovarialkarzinomen (Abbildung 44).

Abbildung 43: Stark positive Anfdrbung von Stromakomponenten in Brennertumoren. Die epitheliale Komponente
ist negativ.

Abbildung 44: Stark positive Anféarbung von Stromakomponenten in serésen Ovarialkarzinomen. Die epitheliale
Komponente ist negativ
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3.4 INHA, Tumortphanotyp und Prognose

Die Beziehung zwischen der INHA-Expression und histopathologischen bzw. klini-
schen Parametern fur Tumoraggressivitat liel3 sich bei kolorektalen Adenokarzino-
men, klarzelligen Nierenzellkarzinomen und neuroendendokrinen Tumoren evaluie-
ren. Diese Tumorarten ermoglichten derartige statistische Evaluationen, weil einer-
seits eine ausreichende Fallzahl untersucht worden war und auch eine ausreichend
grofl3e Zahl von positiven und negativen Befunden vorlag, welche eine statistische
Analyse ermdglichten.

3.4.1 INHA und Tumorphanotyp beim Kolonkarzinom

Von 1.887 auswertbaren Kolonkarzinomen mit verfugbaren histopathologischen so-
wie molekularbiologischen Parametern zeigten 2 (0,1 %) eine starke, 6 (0,3%) eine
mafiggradige und 49 (2,6%) eine schwache INHA-Expression. Die Beziehung der
INHA-Expression zu histopathologischen und aus frihen Studien gewonnenen mole-
kularen Informationen ist in Tabelle 9 dargestellt. Trotz der geringen Zahl von INHA
positiven Kolonkarzinomen fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen ei-

ner INHA-Positivitat und dem Vorliegen von Lymphknotenmetastasen (p=0,0321).
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Tabelle 9: IHC-Ergebnisse von einzelnen Unterkollektiven von Kolonkarzinomen.

INHA IHC (Kolonkarzinom)
Schwach  MaRig Stark

n negativ positiv positiv positiv P
alle Tumoren 1887 97.0 2.6 0.3 0.1
pT1 69 100.0 0.0 0.0 0.0 0.2243
pT2 372 98.7 1.1 0.3 0.0
pT3 1042 96.4 3.3 0.3 0.1
pT4 363 96.4 3.3 0.3 0.0
pNO 982 97.9 1.8 0.3 0.0 0.0494
pN+ 860 95.9 3.7 0.2 0.1
VO 1336 97.5 2.2 0.2 0.0 0.1005
V+ 476 95.6 4.2 0.2 0.0
LO 556 97.3 25 0.2 0.0 0.784
L1 1279 96.9 2.7 0.3 0.1
links 930 97.2 2.8 0.0 0.0 0.2291
rechts 385 97.7 2.1 0.3 0.0
MS instabil 71 97.2 2.8 0.0 0.0 0.8868
MS stabil 907 97.5 25 0.0 0.0
RAS Mut. 226 947 53 0.0 0.0 0.0814
wt 292 97.6 24 0.0 0.0
BRAF V600E 10 100.0 0.0 0.0 0.0 0.5117
wt 89 97.8 2.2 0.0 0.0
CD8+ T-Zelldichte 1251 27113  121+80 124453 0+0 0.1545

3.4.2 INHA, Tumorphanotyp und Prognose beim klarzelligen Nierenzellkarzi-
nom

Bei 726 bezuglich der INHA-Expression auswertbaren Tumoren und gleichzeitig vor-
handenen histopathologischen sowie molekularbiologischen Parametern zeigten 6
(0,8%) eine starke, 1 (0,1%) eine malRig starke und 10 (1,4%) eine schwache Positi-
vitat. Die Beziehung zwischen der INHA-Expression und histopathologischen Maligni-
tatsparametern ist in Tabelle 10 dargestellt.
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Tabelle 10: IHC-Ergebnisse von einzelnen Unterkollektiven vom klarzelligen Nierenzellkarzinoms

INHA IHC (Klarzellige NCC)

Schwach

MaRig

n negativ positiv positiv Stark positiv p

Klarzelige NCC 726 97.7 1.4 0.1 0.8

ISUP 1 235 99.6 0.0 0.0 0.4 0.0801
2 231 96.1 2.2 0.0 1.7
3 207 97.6 1.4 0.5 0.5
4 43 95.3 4.7 0.0 0.0

Fuhrmann 1 42 100.0 0.0 0.0 0.0 0.2987
2 422 97.6 1.2 0.0 1.2
3 209 98.1 1.0 0.5 0.5
4 52 94.2 5.8 0.0 0.0

Thoenes 1 267 99.3 0.7 0.0 0.0 0.0498
2 390 96.9 1.3 0.3 15
3 68 95.6 4.4 0.0 0.0

uicC 1 339 98.2 0.9 0.0 0.9 0.2994
2 37 100.0 0.0 0.0 0.0
3 91 97.8 1.1 1.1 0.0
4 74 95.9 4.1 0.0 0.0

pT 1 438 97.9 1.1 0.0 0.9 0.3615
2 73 98.6 . 0.0 1.4
3-4 210 96.7 2.4 0.5 0.5

pN 0 122 96.7 0.8 0.8 1.6 0.4863
21 18 94 .4 5.6 0.0 0.0

pM 0 108 98.1 0.9 0.0 0.9 0.225
21 75 96.0 4.0 0.0 0.0

Dabei zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Vorliegen einer

INHA-Expression und einem hohen Malignitatsgrad nach Thoenes (p=0,0498). Die

Beziehung zwischen der INHA-Expression und dem rezidiv freien Uberleben, dem

Gesamtlberleben und dem tumorspezifischen Uberleben von Patienten mit klarzelli-

gen Nierenzellkarzinomen ist in den Abbildungen 45-47 dargestellt. Die Darstellung

zeigt eine Tendenz zur ungunstigen Prognose bei den wenigen INHA positiven Tu-

moren. Der Zusammenhang mit der Prognose war hier jedoch nicht statistisch signi-

fikant (p > 0,20).
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Abbildung 45: Unterschied zwischen positiver und negativer Inhibinexpression beim klarzelligen NCC in Bezug
auf den Parameter ,rezidivfreies Uberleben®.
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Abbildung 46: Unterschied zwischen positiver und negativer Inhibinexpression beim klarzelligen NCC in Bezug
auf den Parameter ,Gesamtiiberleben®.
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Abbildung 47: Unterschied zwischen positiver und negativer Inhibinexpression beim klarzelligen NCC in Bezug
auf den Parameter ,,tumor-spez. Uberleben”.

3.4.3 INHA und Tumorphanotyp bei neurodendokrinen Tumoren
Insgesamt 125 neuroendokrine Tumoren waren bezuglich der INHA-Expression so-

wie ihrer histopathologischen Parameter auswertbar.

Diese neuroendokrinen Tumoren stammten aus dem Appendix (n=13), Kolorektum
(n=6), lleum (n=42), Lunge (n=17) und dem Pankreas (n=47). Die Beziehung zwi-

schen der INHA-Expression und pT bzw. pN-Stadium ist in Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11: IHC-Ergebnisse und Unterkollektive von neuroendokrinen Tumoren (NET) und Karzinomen (NEC).

INHA IHC
. Schwach MaRig Stark
n negativ " o "
positiv positiv positiv
Appendix NET 13 84.6 15.4 0.0 0.0
Kolorektum NET 6 66.7 33.3 0.0 0.0
lleum NET 42 92.9 71 0.0 0.0
Lunge NET 17 100.0 0.0 0.0 0.0
Pankreas NET 47 80.9 6.4 4.3 8.5
Kolorektum NEC 7 100.0 0.0 0.0 0.0
Gallenblase NEC 3 66.7 33.3 0.0 0.0
Pankreas NEC 11 81.8 18.2 0.0 0.0
NET pT1 24 91.7 8.3 0.0 0.0 0.3256
pT2 25 88.0 8.0 0.0 4.0
pT3 37 78.4 8.1 54 8.1
pT4 28 92.9 71 0.0 0.0
pNO 41 92.7 7.3 0.0 0.0 0.0824
pN+ 58 82.8 6.9 3.4 6.9
NEC pT1 1 100.0 0.0 0.0 0.0 0.5112
pT2 3 100.0 0.0 0.0 0.0
pT3 10 80.0 20.0 0.0 0.0
pT4 3 100.0 0.0 0.0 0.0
pNO 3 100.0 0.0 0.0 0.0 0.3443
pN+ 13 84.6 15.4 0.0 0.0

Dabei zeigt sich eine Tendenz zu vermehrter INHA-Expression bei nodal positiven
Tumoren (18,6% negativ) als bei nodalen negativen Tumoren (7,3 % positiv), doch
erreicht dieser Unterschied keine statistische Signifikanz (p = 0,0824).



4. Diskussionen

Unsere Studie ist die mit Abstand grof3te durchgefihrte Untersuchungen zum im-
munhistochemischen Nachweis von INHA in humanen Tumoren. Die von uns identi-
fizierten 79 friheren Studien hatten zusammengenommen 4193 Tumoren von 45
verschiedenen Entitaten untersucht. Diese sind 66% weniger Tumoren und 67% we-
niger Entitaten als in unserer Studie. Die ungewohnlich ausgedehnte UKE-Studie
wurde ermdglicht durch die Kombination eines sehr gro3en Gewebearchivs und eine
uber viele Jahre andauernden Projektes, welches darauf abzielt, eine immer grof3ere
Zahl von immer besser charakterisierten Tumoren in einem TMA-Format fur For-
schungszwecke zuganglich zu machen. Wenn eine so grof3e Zahl an Tumoren, wie
im vorliegenden Projekt immunhistochemisch untersucht werden sollen, ist es von
grofdter Bedeutung, im Vorfeld der Studie sicherzustellen, dass ein optimales immun-
histochemisches Protokoll mit optimalen Reagenzien entwickelt wird. Die internatio-
nale Arbeitsgruppe fur die Validierung von Antikorpern (International Working Group
for Antibody Validation, IWGAV) hat festgestellt, dass die Performance von Antikor-
pern abhangig vom verwendeten Verfahren stark variieren kann, da die Bedingun-
gen, unter denen es zu einer Antikorper-Epitop-Bindung kommt, nicht einheitlich und
somit nicht vergleichbar sind (Uhlen et al. 2016). Folglich kann man beispielsweise
nur schwer auf Grundlage der Performance eines Antikorpers im ELISA Ruckschlus-
se auf dessen Eignung von im Western-Blot schlieRen (Uhlen et al. 2016). Bei der
Immunhistochemie ist das zentrale Problem in der Anwendung von Antikorpern an
Formalin fixierten Geweben die regelmalig vorkommende Modifikation aller Proteine
eines Praparates durch die Formalin bedingte Protein Vernetzung. Durch den Ein-
fluss des Formalins auf die Proteinstruktur kdnnen die vielen Epitope des Proteins so
verandert werden, dass sie fur die Antikorper nicht mehr zuganglich sind. Gleichzeitig
kann die fixationsbedingte Modifikation anderer Proteine dazu fuhren, dass diese nun
auch von einem Antikorper erkannt werden, welcher am unfixierten Praparat nicht zu
einer relevanten Bindung gefuhrt hatte (Uhlen et al. 2016). Um eine Vergleichbarkeit
und Reproduzierbarkeit von Studien, an denen Antikorper beteiligt sind, zu gewahr-
leisten, ist eine Standardisierung zur Validierung von Antikorpern von Noten (Uhlen
et al. 2016). Diesbezuglich schlagt die IWGAV unter Anderem 5 Eckpfeiler von Vali-
dierungsverfahren vor, von denen mindestens 1 Eckpfeiler erfullt sein, damit ein Anti-
korper als valide gilt (Uhlen et al. 2016). Verfahren, welche die IWGAV beispielswei-

se fur die Anwendung ,Immunhistochemie® an Formalin fixierten Geweben akzeptiert,
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sind unter anderem ein Vergleichen von Formalin fixierten Geweben gewonnenen
immunhistochemischen Befunden mit Daten einer anderen, an gleichen Geweben
durchgefuhrten Expressionsuntersuchungen wie beispielsweise eine RNA-Analyse
im Sinne einer ,orthogonalen Validierung“ oder aber ein Vergleich mit einem zweiten
unabhangigen Antikorper, welcher ebenfalls an Formalin fixierten Gewebe zur An-
wendung kommt im Sinne einer ,independant antibody validation® (Uhlen et al.
2016). Als Validierungsmaflinahmen machten wir sowohl von der Verwendung eines
zweiten unabhangigen Antikorpers Gebrauch, als auch vom Vergleich mit RNA-
Expression als Validierungsexperiment, wobei RNA-Daten aus drei unabhangigen
RNA Screening Studien als Referenz verwendet wurden, namlich der HPA-Kohorten
aus dem Human Proteinatlas (INHA transcriptomics data - The Human Protein Atlas
2023; Uhlén et al. 2015), der Kohorte des Fantom5 Projektes (Lizio et al. 2015; Lizio
et al. 2019) und den Tumoren aus dem ,Genotype-Tissue-Expression-Projekt
(GTEX) (The Genotype-Tissue Expression (GTEXx) project 2013). Um mogliche
Kreuzreaktivitaten auch sicher nachweisen zu kdnnen, wurde eine sehr breite Palette
von Normalgeweben vergleichend zu den RNA-Daten untersucht. Die breite Palette
an Normalgewebe ist deswegen sinnvoll, da so sichergestellt werden kann, dass
praktisch alle Proteine, welche in Zellen von ausgewachsenen Menschen vorkom-
men den getesteten Antikdrper auch fur eine mogliche Bindung ,angeboten wird.
Dass die Normalgewebeuntersuchung lediglich in Sertoli und Leydig-Zellen des Ho-
dens, verschiedenen Zelltypen des ovariellen Stromas einschlielich Thekazellen
und Granulosazellen, Zyto- und Synzytiotrophoblasten sowie Chorionzellen der Pla-
zenta, Zellen der Nebennierenrinde und einzelnen verstreuten azinaren Pankreaszel-
len nachweisbar war, ist ein starkes Argument fur die Validitat unseres Antikorpers
und unseres experimentellen Vorgehens, denn RNA-Expression war fruher fast aus-
schlieB3lich in den genannten Organen nachgewiesen worden. Die einzige Diskre-
panz zwischen unseren immunhistochemie-Daten und den puplizierten RNA-Daten
war eine INHA-Expression in Herzmuskulatur, welche von der GTEX und der Fan-
tom5 RNA-Datenbank (Lizio et al. 2019; Lizio et al. 2015; The Genotype-Tissue Ex-
pression (GTEXx) project 2013) vorgeschlagen wurde, sich aber durch unsere immun-
histochemischen Experimente nicht bestatigen liel3.

Auch die immunhistochemischen Abbildungen aus den Human-Proteinatlas (INHA
transcriptomics data - The Human Protein Atlas 2023) ergaben keine Hinweise auf

eine spezifische INHA Farbung im Herzen (Tissue expression of INHA - Staining in
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heart muscle - The Human Protein Atlas 2023). Des Weiteren konnten wir auch keine
Studie finden, welche eine INHA-Expression entweder in normalen oder erkrankten

Herzen beschrieben.

Die sorgfaltige Validierung unserer Antikorperfarbung spricht somit stark fur die Vali-
ditat eines der wichtigsten Befunde unserer Studie, die Rangliste der untersuchten

Tumoren nach der Haufigkeit der nachgewiesenen INHA-Expression. Diese Ranglis-
te ist in Kombination mit den friher publizierten Daten zu den einzelnen Tumortypen

in Abbildung 48 dargestellt.
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Abbildung 48 zeigt eine Rangliste der eigenen IHC-Ergebnisse. Die dreieckigen Symbole stellen die Literaturer-
gebnisse im direkten Vergleich dar. Flir die Literaturverweise siehe Tabelle 1.
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Die dabei dargestellten Befunde fruherer Studien machen deutlich, dass die Frage
nach der relativen Bedeutung der INHA-Expression in humanen Tumoren nicht ohne
Weiteres durch ein simples Studium der Literatur hatte gelost werden konnen. Zu
unterschiedlich sind die Daten der verschiedenen publizierten Studien. Fur die Validi-
tat unserer Rangliste spricht nicht nur die maximale Standardisierung der Farbung,
sondern auch die Standardisierung weiterer wichtiger Parameter, welche die Ergeb-
nisse einer immunhistochemischen Studie beeinflussen kdnnen. Dazu gehdren ins-
besondere das sogenannte Schnittalter (Zeitspanne zwischen der Herstellung eines
Gewebeschnittes und seine Verwendung fur eine immunhistochemische Farbung)
und die pro Tumor untersuchte Gewebemenge. Studien haben namlich gezeigt, dass
die Reaktivitat vieler Antikorper mit Formalin fixierten Schnitten mit zunehmender
Lagedauer der Schnitte abnimmt (DiVito et al. 2004; Jacobs et al. 1996; Fergenbaum
et al. 2004; Mirlacher et al. 2004). DiVito et al. hatten dabei sogar verschiedene La-
gerungsmethoden, einschliellich Einfrieren, Bedeckung des Schnittpraparate mit
flussigem Paraffin und die Lagerung in Stickstoff untersucht und unabhangig von der
Lagerung eine signifikante Reduktion der Immunreaktivitat gefunden (DiVito et al.
2004). Mirlacher et al. fanden bereits nach 2 Wochen Schnittlagerung eine substan-
zielle und statistisch signifikante Verminderung der Reaktivitat in 4 von 5 untersuch-
ten Antikorpern (Mirlacher et al. 2004). In unserer Studie wurden 12212 Tumoren auf
38 Schnitten untersucht. Das heil3t es mussten fur die gesamte Studie von einer MTA
lediglich 38 Schnitte hergestellt werden, was ohne weiteres an einem Arbeitstag er-
folgen kann. Auch die Farbung der 38 Schnitte konnte durch eine MTA in einem ma-
nuellen Ansatz problemlos an einem Tag durchgeflhrt werden, sodass die Zeitspan-
ne zwischen Schnittherstellung und Farbung praktisch identisch war. Hatte man die
gleiche Studie an Grofischnitten durchgefuhrt, hatten 12212 Schnitte angefertigt und
immunhistochemisch gefarbt werden mussen. Die Sicherstellung einer identischen
Lagerungszeit der Schnitte ware in diesem Szenario ein erheblicher und eigentlich
unmoglich zu I6sender logistischer Aufwand.

In TMA-Studien werden am UKE pro Tumor Gewebefragmente mit einem Durch-
messer von 0,6 mm verwendet. Nach der ersten Publikation der TMA-Methode 1998
(Kononen et al. 1998) hatten einige Autoren die Reprasentativitat derart kleine Ge-
webefragmente kritisiert und vorgeschlagen, dass entweder groRere TMA-Spots (bis
2 oder 4 mm) oder mehrere Stanzen pro Tumor (zum Beispiel 4) untersucht werden

sollen (Camp et al. 2000; Gancberg et al. 2002; Hoos et al. 2001; Rimm et al. 2001).
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Von diesen Autoren durchgefuhrte Studien zeigten auch wiederholt, das grofRere
Spots oder mehr Proben pro Tumor zu einer hoheren Positivitatsrate fuhren, welche
der Positivitatsrate an korrespondierenden grof3 Schnitten der fur die TMA-
Herstellung entnommenen Blocke naherkamen als die Untersuchung von nur einem
0,6 mm messenden Spot (Rimm et al. 2001; Camp et al. 2000; Gancberg et al. 2002;
Hoos et al. 2001).

Zusammengefasst zeigen diese Studien aber nicht mehr als das die Untersuchung
von mehr Gewebe, die Rate positiver Falle steigert (Hoos et al. 2001; Gancberg et al.
2002; Camp et al. 2000; Rimm et al. 2001). Die einzige Studie, die die klinische Be-
deutung der Untersuchung unterschiedlicher Gewebemengen an TMAs und Grol3-
schnitten untersucht hat und uns bekannt ist, stammt von Torhorst et al (Torhorst et
al. 2001). In dieser Studie hatten Torhorst et al die p53-Expression an mehr als 500
Mammakarzinomen mit klinischen Verlaufsdaten an 4 verschiedenen TMAs mit je-
weils einem 0,6 mm messenden Gewebespot und an GroRschnitten des fur die TMA-
Herstellung verwendeten Blockes untersucht (Torhorst et al. 2001). Torhorst fand in
jedem der 4 TMAs eine Positivitatsrate von ca. 20 %, bei Kombination der TMA-
Ergebnisse aller 4 TMAs von ca. 23 % und an GroRschnitten 40 % (Torhorst et al.
2001). Wenn von den Patientenkollektiv keine klinischen Daten vorhanden gewesen
ware, hatte das Ergebnis fur eine ungenugende Reprasentativitat von kleinen 0,6
mm messenden Gewebefragmenten gesprochen (Torhorst et al. 2001). Da aber die
Analyse der klinischen Daten nur fur p53-Befunde an TMAs aber nicht fur die Grol3-
schnittbefunde eine prognostische Relevanz ergaben, musste viel mehr gefolgert
werden, dass biologisch irrelevante oder artifizielle p53 Anfarbungen am Gro3schnitt
zu einer Verwasserung der relevanten p53 Befunde gefuhrt hatte. Aufgrund dieser
Daten ist es wahrscheinlich, dass viele fruher publizierten Grof3schnittuntersuchun-
gen, welche zwangslaufig unterschiedliche Tumorgewebemengen bei jedem Patient
untersucht hatten, eine hohere Rate positiver Falle in groRen Tumorschnitten gefun-
den haben und eine geringere Positivitatsrate in kleinen Biopsien.

Die meisten Tumoren, welche aullerhalb der klassischen INHA-Entitaten wie Neben-
nierenrindentumoren, Granulosazelltumoren, Granularzelltumoren und Keimbahn-
Stroma-Tumoren eine INHA-Positivitat aufwiesen, zeigten eine im Vergleich zu den
zuvor genannten Tumoren eine geringere Farbeintensitat, welche vorallem auch nur

an einem kleinen Teil der Zellen, (meist 1-10%) auftraten.
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Angesichts der Tatsache, dass insgesamt 46 verschiedene Entitaten derartige Be-
funde in einem Teil der Falle aufwiesen, erscheint es unbedingt wichtig, dass eine
minimale INHA-Expression, welche immunhistochemisch nachgewiesen wird, nicht
automatisch zur Diagnose eines Granularzelltumors, eines Nebennierenrindentumors

oder eines Keimbahn-Stroma-Tumors fihrt.

Es ist allerdings anzumerken, dass es insgesamt 26 Tumorentitaten gab, die zumin-
dest in einen Fall eine starke INHA-Expression aufwiesen, vergleichbar zur Expressi-
on in Granularzell, Nebennierenrinden oder Keimbahn-Stroma-Tumoren. Hervorzu-
heben ist in dieser Gruppe vorallem das Azinuszellkarzinom des Pankreas, wo
46,7% der Falle eine maRige bis starke INHA-Positivitat aufwiesen. Es handelt sich
bei diesem Tumor um einen seltenen, aber klinisch aggressiven Pankreastumor,
dass sich im Gegensatz zum klassischen Pankreaskarzinom von den Azinuszellen
des Pankreas ableitet (Calimano-Ramirez et al. 2022; Fontenot et al. 2020; Klimstra
2007). Dieser Zelltyp gehorte in unserer Normalgewebeuntersuchung zu den weni-
gen INHA positiven Gewebetypen, was diesen Befund zusatzlich plausibilisiert. Wei-
tere Tumorarten, welche gelegentlich eine maRig bis starke INHA-Positivitat zeigten
waren Adenokarzinome von Lunge, Kolon sowie Magen, kleinzellige Lungenkarzi-
nome, epitheloide Mesotheliome, Endometrioide Endometriumkarzinome, Karzi-
nosarkome des Uterus und des Ovars, G3 Endometriumkarzinome, Ovarialkarzino-
me (serds und endometrioid), cholangiozellulare Karzinome, Urothelkarzinome, klar-
zellige tubular papillare NCCs, Seminome, Plattenepithelkarzinome des Penis, Pa-
pillare Schilddrusenkarzinome, neuroendokrine Tumoren des Pankreas, T-Zell Non-
Hodgkin-Lymphom, Leiomyosarkome, Angiosarkome, nicht weiter spezifizierte Sar-
kome, Paragangliome und Synovialsarkome.

Zumindest diese Entitdten mussen im Falle eines INHA positiven Tumors prinzipiell

erwogen werden.

Von besonderer diagnostischer Bedeutung ist der gelegentliche Nachweis einer kraf-
tigen INHA-Expression in klarzelligen Nierenzellkarzinomen, denn die INHA Immun-
histochemie wird immer wieder fur die Abgrenzung von normalen oder neoplasti-

schen Nebennierengewebe von klarzelligen Nierenzellkarzinomen empfohlen.

Aufgrund der morphologischen Ahnlichkeit dieser Gewebetypen und der raumlichen
Nahe von Nebenniere und Niere stellt sich diese Differentialdiagnose immer wieder.
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Unsere Befunde machen deutlich, dass der Nachweis einer kraftigen INHA-Positivitat
allein nicht fur die Diagnose einer normalen Nebenniere oder etwa eines Nebennie-

renrindenkarzinoms ausreichen darf.

Die biologische Bedeutung des insgesamt doch nicht ganz seltenen Nachweises ei-
ner INHA-Expression in einer Vielzahl verschiedener Tumortypen ist nicht klar. Da
die meisten dieser Tumoren sich von Geweben herleiten, welche normalerweise kein
INHA exprimieren, muss von einer Neoexpression von INHA in einem kleiner, aber
signifikanten Anteil von vielen verschiedenen Tumortypen ausgegangen werden,
wobei die Expression haufig nur einen kleinen Teil der Zellen betrifft. Eine mogliche
Erklarung fur diese Befunde ware eine Rolle von INHA als parakrin sezerniertes Tu-
mor forderndes Protein. Tatsachlich wurde in einer kirzlichen Studie von Singh et al.
INHA als neuer parakriner Faktor beschrieben, welcher bei Ovarialkarzinomen die
Tumorneoangiogenese und die Metastasierung fordere (Singh et al. 2018). Die Auto-
ren belegen ihre Daten mit in vivo und in vitro Experimenten, welche zeigen, dass
INHA durch die parakrine Aktivierung von SMAD1/5 Uber den TGF-Beta-Co-Rezeptor
Endoglin in Endothelzellen Einfluss auf die Metastasierung und Angiogenese von
Tumoren nimmt (Singh et al. 2018). Sie sahen hierbei einen signifikanten Zusam-
menhang zwischen einer hohen INHA-Expression und einer schlechten Prognose bei
Ovarial- sowie Nierenzellkarzinomen (Singh et al. 2018).

Wegen der geringen Zahl, der in unserer Studie pro Tumorentitat positiven Falle
konnte trotz Vorhandenseins von klinisch pathologischen Daten zu einigen unserer
Tumorsubkollektive nur beim kolorektalen Adenokarzinomen, dem klarzelligen Nie-
renzellkarzinomen und bei neuroendokrinen Tumoren eine vergleichende Untersu-
chung zwischen INHA-Expression und klinisch pathologischen Parametern durchge-
fuhrt werden. Dass sich dabei bei allen 3 Tumoren zumindest tendenzielle Zusam-
menhange zwischen einer INHA-Neoexpression und einem ungunstigen Tumorpha-
notyp zeigten, ware tatsachlich vereinbar mit einer progressions- oder metastasie-
rungsfordenden Rolle der INHA-Expression in Tumoren.

Die Bedeutung der INHA-Expression beim Ovarialkarzinomen konnte allerdings
durch die Besonderheit einer physiologischen Expression von INHA in ovariellen
Stromazellen, namentlich in Teka-Zellen und Granulosazellen beeinflusst sein. Unse-
re Untersuchung von 672 Ovarialtumoren zeigte namlich, dass eine Expression von
INHA in Tumorzellen nur selten vorkommt, dass aber in einem grof3en Teil der Tumo-
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ren, zum Beispiel bei praktisch allen Brennertumoren eine peritumorale Proliferation
von kraftig INHA positiven Stromazellen auftrat. Diese Beobachtung konnte auch er-
klaren, dass ein serologischer Nachweis einer erhohten INHA-Konzentration als ein
Indiz fur das Vorliegen eines Ovarialkarzinoms gefunden worden war (Robertson et
al. 2002). Somit ware es also denkbar, dass die parakrine Rolle von INHA beim Ova-
rialkarzinom in der Regel nicht durch Tumorzellen, sondern durch die umliegenden
Stromazellen ausgeubt wird. Aus der Tatsache, dass normalerweise die serologische
INHA-Konzentration nach der Menopause stark zuriuck geht, aber im Falle eines neu
auftretenden Ovarialkarzinoms wieder stark ansteigt, lasst sich ableiten, dass offen-
bar die Tumorentstehung auch die Entstehung peritumoraler INHA positiver Stroma-

zellen induziert.

Zusammengefasst bestatigen die Befunde unserer Studie, dass INHA besonders
haufig bei verschiedenen Typen von Keimbahn-Stroma-Tumoren, Granularzelltumo-
ren und Nebennierenrindentumoren exprimiert wird. Da eine INHA-Expression aber
auch bei vielen anderen Tumorentypen nachgewiesen werden kann, darf die INHA
Immunhistochemie nicht als alleiniges Kriterium fur die Einteilung eines Tumors her-
angezogen werden und die INHA Immunhistochemie Befunde missen immer im
Kontext mit anderen immunhistochemischen Markern und der Morphologie beurteilt
werden. Einige unserer Daten von uns sowie der anderen Autoren sprechen fur eine
prognostisch ungunstige Rolle einer INHA-Expression in Tumoren und dieser Zu-

sammenhang muss weiterhin erforscht werden.
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5. Zusammenfassung

Aufgrund seiner Expression in den entsprechenden normalen Zelltypen wird INHA
(INHA) als immunhistochemischer Marker fur Tumoren der Nebennierenrinde und
Keimstrang-Stromatumoren der Geschlechtsorgane in den Hoden oder Eierstocken
verwendet. Aber auch andere Tumoren kdnnen INHA exprimieren. Um die INHA-
Expression bei Krebs umfassend zu bestimmen, wurde ein Tissue-Microarray beste-
hend 15 012 Proben von 134 verschiedenen Tumorarten und -subtypen immunhisto-
chemisch analysiert. Eine INHA-Positivitat wurde in 72 von 134 Tumorkategorien ge-
funden, darunter in 26 Kategorien mit 21 stark positivem Fall. Eine maRige bis starke
INHA-Positivitat wurde bei 100 % von 36 Granulosazelltumoren des Eierstocks,
100% von 43 anderen Keimstrang-Stromatumoren des Eierstocks/Hodens, 100%
von 31 Granularzelltumoren, 78,5% von 28 Adenomen der Nebennierenrinde, 44 %
von 25 Karzinomen der Nebennierenrinde und 46,7% von 15 Azinuszellkarzinomen
des Pankreas festgestellt. Zumindest eine schwache INHA-Positivitat wurde in <33%
der Falle von 46 weiteren Tumorentitaten festgestellt. Zusammenfassend lasst sich
sagen, dass diese Daten die Verwendung von INHA-Antikdrpern zum Nachweis von
Keimstrang-Stromatumoren des Hodens und Ovars, Granularzelltumoren und Tumo-
ren der Nebennierenrinde unterstutzen. Da INHA auch in anderen Tumorentitaten
gefunden werden kann, sollte die INHA-Immunhistochemie nur als Teil eines Panels

zur Unterscheidung von Tumorentitaten in Betracht gezogen werden.
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6. English Summary

As a result of its expression in corresponding normal cell types, INHA (INHA) is used
as an immunohistochemical marker for adrenocortical neoplasms and testicular or
ovarian sex cord stromal tumors. However, other tumors can also express INHA. To
comprehensively determine INHA expression in cancer, a tissue microarray contain-
ing 15,012 samples from 134 different tumor types and subtypes was analyzed by
immunohistochemistry. INHA positivity was found in 72 of 134 tumor categories, in-
cluding 26 categories with 21 strongly positive case. A moderate to strong INHA posi-
tivity was found in 100% of 36 granulosa cell tumors of the ovary, 100% of 43 other
sex cord stromal tumors of the ovary/testis, 100% of 31 granular cell tumors, 78.5%
of 28 adenomas, 44% of 25 carcinomas of the adrenal cortex, and 46.7% of 15 pan-
creatic acinar cell carcinomas. At least a weak INHA positivity was seen in <33% of
cases of 46 additional tumor entities. In summary, these data support the use of IN-
HA antibodies for detecting sex cord stromal tumors, granular cell tumors, and adre-
nocortical neoplasms. Since INHA can also be found in other tumor entities, INHA
immunohistochemistry should only be considered as a part of any panel for the dis-

tinction of tumor entities.
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7. Abkurzungsverzeichnis

Abkilirzung
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BRAF

FSH
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Immunhistochemie
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International Society of Uropathology
International Working Group for Antibody
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Decapentaplegic

Transforming growth factor
Tissue-Micro-Array

Union internationale contre le cancer
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