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1 Arbeitshypothese und Fragestellung

Neuroendokrine Neoplasmen (NEN) treten im gesamten Gastrointestinaltrakt auf und sind
rein anhand histologischer Kriterien schwer zu unterscheiden. Um die Herkunft
neuroendokriner Neoplasmen zu therapeutischen und prognostischen Zwecken genauer
zu bestimmen, ist die Definition immunhistochemischer Marker von hoher Relevanz. Pax-
6 ist ein Transkriptionsfaktor, der nach aktueller Studienlage in verschiedenen
gastrointestinalen NEN unterschiedlich stark exprimiert wird und sich daher fiir eine
Differenzierung dieser Entitaten eignen kénnte. Die bisherige Studienlage ist jedoch stark

diskrepant und damit nur bedingt aussagekraftig.

Ziel dieser Dissertation ist es, die Spezifitat und klinische Relevanz der Pax-6-Expression
in den wichtigsten humanen Tumorentitaten — mit besonderem Augenmerk auf
Expression in pankreatischen NEN — im Rahmen einer hochstandardisierten Studie an
einem Gewebemikroarray (TMA)-Kollektiv mittels immunhistochemischer Farbung zu

untersuchen und mit weiteren Markern zu vergleichen.



2 Einleitung

2.1 Neuroendokrine Neoplasmen des Pankreas

Neuroendokrine Neoplasmen (NEN) stellen eine heterogene Gruppe benigner und
maligner Neubildungen dar, die sowohl in rein endokrinen Organen als auch — entstanden
aus dem diffusen endokrinen System — in samtlichen anderen Organen auftreten kdnnen
(Rindi et Wiedenmann, 2011; Asa et al., 2021; Rindi et al., 2022). Sie kdnnen entweder
funktional oder nicht-funktional sein, je nachdem, ob sie hormonell aktiv oder inaktiv sind
(Klimstra, 2016; Kléppel, 2017). Funktionale NEN zeichnen sich organubergreifend durch
eine Ubermalige Sekretion jeweils verschiedener Hormone, Wachstumsfaktoren und
Zytokine aus, was unterschiedlichste Symptomatiken wie das Cushing- oder Zollinger-
Ellison-Syndrom; Hyperkalziamie im Rahmen eines Hyperparathyreodismus oder
Hyponatridamie durch ektope ADH-Produktion zur Folge haben kann (Kamp et al., 2014;
Alshaikh et al., 2018; Rindi et al., 2022).

Historisch wurden 4 Typen neuroendokriner Tumoren des Gastrointestinaltraktes aufgrund
ihres histologischen Aufbaus unterschieden, aus dem wiederum auf die Herkunft
geschlossen wurde; ersichtlich aus Abbildung 1. Typ A umfasst demnach insulare, nodulare
NET und wurde vor allem dem lleum zugeordnet, Typ B zeigt trabekulares
beziehungsweise fadenférmiges und anastomosierendes Wachstum und wurde als typisch
fur den Bereich des Rektums bezeichnet, Typ C weist pseudoglandulare und tubulo-azinare
Strukturen auf und wurde dem Bereich des Duodenums zugeordnet, Typ D zeigt diffuses,

undifferenziertes Wachstum; Mischformen existieren ebenfalls (Soga et Tazawa, 1971).

Abbildung 1: Historische Klassifikation von NEN nach histologischem Aufbau. Abb. modifiziert nach Soga et
Tazawa, 1971. A = Typ A. B = Typ B, anastomosierend. C = Typ B, trabekular. D = Typ D. E = Mischform A+C
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Diese Einteilung wird dem Wissenstand zu neuroendokrinen Neoplasmen heute allerdings
nicht mehr gerecht. Der lichtmikroskopisch sichtbare Aufbau der Neoplasien ist
organubergreifend oftmals sehr &hnlich und es gibt zahlreiche Abweichungen und
Uberschneidungen in der klassischen Einteilung, was eine Unterscheidung des
Tumorursprungs aufgrund rein histologischer Kriterien unmdéglich macht (Bellizzi, 2013,
Salaria et Shi, 2016).

Synaptophysin Chromogranin A Insulinoma-associated
protein 1 (INSM1)

Highly sensitive, but not Highly specific but less
entirely specific. sensitive than Highly sensitive and specific
synaptophysin. May be for NENs irrespective of the
absent or only focally differentiation status and
expressed with a dot-like anatomicsite of origin
paranuclearpatternin a
fraction of SCNEC.

Expressed in some non-
neuroendocrine carcinomas.

Abbildung 2: Farbung von NEN gegen verschiedene neuroendokrine Marker. Abbildung aus Rindi et al.,
2022.

Definitionsgemal weisen neuroendokrine Neoplasmen Biomarker der Sekretionspathways
gesunder neuroendokriner Zellen auf, anhand derer sie immunhistochemisch diagnostiziert
werden kénnen: Zum einen Granine, VMATs und SV2 aus dem Large dense-core vesicles-
Pathway, zum anderen Synaptophysin, Synaptobrevin und SV2 aus dem Small synaptic-
like vesicles-Pathway (Rindi et Wiedenmann, 2011). Die sensitivsten Marker sollen dabei
INSM1 und Synaptophysin sein; spezifisch, aber weniger sensitiv fir NEN sei
Chromogranin A (Rindi et al., 2022). Abbildung 2 zeigt beispielhaft das Farbeverhalten
neuroendokriner Neoplasmen zu Synaptophysin, Chromogranin A und INSM1. Zur
weiteren Diffferenzierung innerhalb der neuroendokrinen Neoplasmen existieren
unterschiedliche Marker, gegen die immunhistochemisch gefarbt werden kann, um den
Tumorursprung identifizieren zu kénnen; so beispielsweise GATAS fur Paragangliome und
NEN fir Nebenschilddriise, Hypophyse und Brust (Mete et al., 2019).



Tabelle 1: WHO-Klassifikation neuroendokriner Neoplasien von 2022. Tabelle Ubersetzt aus Rindi et al., 2022

Tumor-Kategorie Definition Neuroendokrine Neoplasmen (NEN)

Tumor-Familie/Klasse Definition Gut differenzierte NEN Schlecht differenzierte NEN
Tumor-Typ Definition NET NEC

Tumor-Subtyp Definition Variabel, abhangig von der Lage | GroRzelliges NEC oder

Kleinzelliges NEC

Tumor-Grading Definition G1,G2,G3 Per Definition hochgradig

Nach der aktuellen WHO-Klassifikation fir endokrine und neuroendokrine Tumoren von
2022 werden neuroendokrine Neoplasmen nach ihrem Differenzierungsgrad unterschieden
in neuroendokrine Tumoren (NET) und neuroendokrine Karzinome (NEC), erkennbar in
Tabelle 1.

Neuroendokrine Karzinome sind schlecht differenziert, zeigen eine entsprechende
Morphologie, werden per definitionem als high-grade G3-Tumoren bezeichnet und in grol3-
und kleinzellige neuroendokrine Karzinome unterteilt; sie weisen mehr als 10 Mitosen pro
2mm? sowie eine hohe Ki67-Expression von mindestens 20% auf (Salaria et Shi, 2016,
Mete et Wenig, 2022).

Neuroendokrine Tumoren wiederum weisen einen hoheren Differenzierungsgrad (mit
entsprechender Morphologie) auf und werden nach ihrem Proliferationsgrad, gemessen an
der Ki67-Expression, sowie anhand der Menge an Mitosen auf 2mm? in die Grade G1 bis
G3 eingeteilt (Rindi et al., 2022, Mete et Wenig, 2022). Einen Uberblick tiber das Grading
in G1-3 sowie NEC gibt Tabelle 2, beispielhaft gezeigt flir pankreatische NEN.

Tabelle 2: Kriterien zum Grading von pankreatischen NET und NEC. Tabelle aus Konukiewitz et al., 2022

Morphologie Grad | Ki67-Index Mitosen (pro 2mm?)
NET Gut differenziert G1 <3% <2
G2 3-20% 2-20
G3 >20% >20
NEC Schlecht differenziert - >20% >20

Die Neuerung, nach der neuroendokrine Tumoren gemafld ihrem Proliferationsgrad trotz
hoher Differenzierung auch als G3-Tumoren eingestuft werden kdénnen, hat die
Notwendigkeit diagnostischer Differenzierungsmdglichkeiten zwischen G3-NEC und G3-
NET aufgeworfen; dabei weisen ATRX-, DAXX-, Menin- und p27-Verlust sowie Farbung
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gegen SSTR2/5 eher auf einen G3-NET hin, wahrend Rb- und SSTR2/5-Verlust sowie
partieller oder ganzer Verlust von p53 eher fir das Vorliegen eines G3-NEC sprechen
(Uccella et al., 2021; Rindi et al., 2022). In Abbildung 3 wird beispielhaft das Farbeverhalten
eines G3 pankreatischen NET gegen verschiedene Marker gezeigt, die ein NEC trotz
ahnlichen Proliferationsverhaltens nicht aufweisen sollte.

¢ Moyl

o

Abbildung 3: Immunhistochemisches Farbeverhalten eines pankreatischen NET mit dem Grading G3.
Abbildung aus Rindi et al., 2022



Pankreatische NET sind die zweithaufigsten primar malignen Tumoren des Pankreas und
machen etwa 2-3% aller pankreatischen Neoplasmen aus (Tsutsumi et al., 2012, Salaria et
Shi, 2016). Sie kénnen sowohl sporadisch als auch im Rahmen genetisch vererbter
Syndrome wie der Multiplen Endokrinen Neoplasie, Typ 1 (MEN-1) oder dem von-Hippel-
Lindau-Syndrom vorkommen und werden analog der allgemeinen Einteilung
neuroendokriner Neoplasmen in funktionelle, hormonsekretierende und nicht-funktionelle
Tumoren eingeteilt, wobei das Insulinom der haufigste funktionelle pankreatische NET ist
(Salaria et Shi, 2016, Falconi et al., 2016). Funktionelle pankreatische NET werden oft in
friheren Stadien aufgrund von Symptomatik der hormonellen Sekretion gefunden, die unter
anderem Hypoglykamie beim Insulinom, peptische Ulzerationen beim Gastrinom, Durchfall
und Hypokaliamie beim VIPom, Diabetes beim Glukagonom sowie Hyperglykdamie und
Steatorrhd beim Somatostatinom umfassen kann (Ro et al., 2013; Cloyd et Poultsides,
2015).

Nicht-funktionelle pankreatische NET machen mit 60-90% den weitaus groferen Anteil aus
und werden aufgrund der fehlenden oder weniger spezifischen Symptomatik wie Ikterus,
Schmerzen oder B-Symptomatik oftmals erst im fortgeschrittenen, vorrangig in Leber, Milz,
Knochen, Peritoneum oder Nebenniere metastasierten Stadium klinisch auffallig (Zerbi et
al., 2010; Cloyd et Poultsides; 2015). Eine Transition nicht-funktioneller zu funktionellen
pankreatischen NET ist ebenso mdglich wie ein Wechsel in den sekretierten Hormonen
(Zhu et al., 1996; Ro et al., 2013).

Die Prognose pankreatischer NET kann je nach Grading, Metastasenstatus, Gréfte und
Subtyp extrem unterschiedlich ausfallen, so weist beispielsweise das Insulinom eine
deutlich bessere Uberlebensrate auf als nicht hormonproduzierende Tumoren (Zhang et
al., 2015). Pankreatische NEC sind hoch aggressiv und tédlich (Salaria et Shi, 2016). Eine
Groe nicht-funktionaler pankreatischer NET Uber 2cm geht im Vergleich zu kleineren
Tumoren mit einer stark erhdhten Metastasierungsrate einher und muss deutlich
aggressiver behandelt werden (Falconi et al., 2016). Beim Vorliegen extrapankreatischer
Metastasen sinkt das prognostizierte 5-Jahres-Uberleben von 93% im nicht-metastasierten
Zustand auf nur noch 27% (Hackeng et al., 2021). Obwohl Bemuhungen zur Identifizierung
von Markern zur Abschatzung des Outcomes pankreatischer NET unter definierten
Behandlungsformen gemacht wurden, im Rahmen derer beispielsweise Somatostatin-
Rezeptor 2, Chromogranin A, neuronenspezifische Enolase, Aristaless-related homeobox
gene (ARX) und Pancreatic and duodenal homeobox 1 (PDX1) untersucht wurden,
existieren in all diesen Bereichen bisher keine ausreichend belastbaren Daten (Rindi et
Wiedenmann, 2011; Hackeng et al., 2021). Generell ist Ki67 bisher der einzige anerkannte
prognostische Marker, der allerdings nicht spezifisch flr pankreatische NET ist und auch

keine komplett verlasslichen Aussagen Uber das zukinftige Verhalten der Neoplasien
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zulasst (Falconi et al., 2016, Salaria et Shi, 2016; Hackeng et al., 2021). Die Unterscheidung
von G3-NET und G3-NEC des Pankreas kann analog zu anderen NEN auch durch den
Nachweis von p53- und RB1-Alterationen (Argumente fir NEC) erleichtert werden
(Konukiewitz et al., 2022).

2.2 Paired Box Proteine

Die Paired Box Proteine bilden eine evolutiondr hoch konservierte Gruppe von
Transkriptionsfaktoren, die aus neun homologen Mitgliedern besteht (Stapleton et al., 1993,
Stuart et al., 1993, Dahl et al., 1997). Diese steuern hauptsachlich die Gewebsentwicklung
und -differenzierung im unreifen Organismus (Walther et Gruss, 1991, Dahl et al., 1997,
Barr, 1997), Ubernehmen jedoch teilweise auch noch im adulten Organismus Funktionen
wie Geweberegeneration oder Hormonproduktion Uber die Aktivierung ihrer Zielgene
(Mishra et al., 2015, Gosmain et al., 2007). Die Mitglieder der PAX-Familie werden in vier
Subgruppen unterteilt, die untereinander ahnliche Intron-Exon-Strukturen teilen: Subgruppe
| enthalt eine Oktapeptidregion, aber keine Homéodomane (Pax-1, Pax-9), Subgruppe Il
enthalt ebenfalls eine Oktapeptidregion und eine verkirzte Homéodomane (Pax-2, Pax-8,
Pax-5), Subgruppe Il beinhaltet eine komplette Oktapeptidregion und Homéodomane (Pax-
3, Pax-7) und Subgruppe IV fehlt die Oktapeptidregion, aber dafir liegt ebenfalls eine
komplette Homéodomane vor (Pax-4, Pax-6) (Walther et al., 1991, Dahl et al., 1997, Barr,
1997).
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2.3 Pax-6

2.3.1 Struktur und Definition

5a

1-4 5 6 7 8 9 10 1 12 13

LNK HD PST —

{E:)-@:)—m 2H o w Ho H o

N-terminal subdomain (PAI) C-terminal subdomain (RED)

Abbildung 4: Struktur von Pax-6. Abbildung aus Dansault et al., 2007

Paired Box 6 oder kurz Pax-6 ist ein Paired Box Protein der Subgruppe IV (Walther et al.,
1991, Dahl et al., 1997). Sein Aufbau ist in Abbildung 4 dargestellt. Das kodierende Gen
PAX6 ist im menschlichen Genom auf Chromosom 11p13 lokalisiert, umfasst etwa 22
Kilobasen und 14 Exone (Glaser et al., 1992, Epstein et al, 1994). Das Protein Pax-6
besteht aus 422 Aminosauren und ist aus einer N-terminalen, zweiteiligen Paired-Box-
Domane aus 128 Aminosauren und einer paired-Typ Homéodomane aufgebaut (Epstein et
al., 1994, Walther et Gruss, 1991). Homdodomanen binden an DNA-Motive und
verursachen die Transkription bestimmter Gene, die fir die Morphogenese, insbesondere
fur die Ausbildung spezifischer Kérpersegmente oder Organstrukturen verantwortlich sind
(Mark et al., 1997). Die Pax-6-Homdodomane bindet an TAAT-Motive und kann dabei mit
der Paired-Doméane interagieren (Czerny et Busslinger, 1995, Jun et Desplan, 1996).
Homoéodomane und Paired-Box-Domane sind verbunden durch eine glutaminreiche Linker-
Region, die die kleine DNA-Furche kontaktiert (Xu et al., 1995, Glaser et al., 1994). C-
terminal befindet sich eine Transaktivierungsdomane, die reich an Prolin, Serin und
Threonin ist (Czerny et Busslinger, 1995, Barr, 1997).
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Die Paired-Box-Domane von Pax-6 ist aus zwei Subdomanen aufgebaut (Xu et al., 1995).
Abbildung 5 =zeigt die Interaktion von Paired-Domane und DNA. Die N-terminale
Subdomane (PAI) besteht in der Tertiarstruktur aus zwei B-Turns, die bei der Transkription
mit der kleinen DNA-Furche interagieren, und drei a-Helices, welche an die gro3e DNA-
Furche binden (Xu et al., 1995, Czerny et Busslinger, 1995). Die Bindungen werden uber
Kontakte zum Desoxyribose-Phosphat-Riickgrat und zu Basen vermittelt (Xu et al., 1995).

-

N-terminal
domain

i

C-terminal
domain

Abbildung 5: Interaktion der Paired Box- Doméane von Pax-6 mit DNA; Abbildung aus Xu et al., 1995.
Helix 3 passt dabei als sogenannte ,Erkennungshelix“ direkt in die grofl3e DNA-Furche (Xu
et al., 1995).

Die C-terminale Subdoméane (RED) besteht aus weiteren drei a-Helices, deren
Erkennungshelix, Helix Nummer sechs, an die gro’e DNA-Durche bindet, wahrend die

anderen beiden Helices nicht mit der DNA interagieren (Xu et al., 1995). Die Paired-
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Domane mit ihren zwei Subdomanen verleiht Pax-6 die Fahigkeit, auf verschiedene Arten
mit DNA zu interagieren und Transkription der Zielgene unterschiedlich zu beeinflussen
(Jun et Desplan, 1996).

Die Transkription von Pax-6 wird reguliert Uber die Promotoren PO und P1, Pa und P4,
wobei die verschiedenen Promotoren die Transkription unterschiedlicher Isoformen
bewirken: So entstehen durch Bindung an den Promotoren PO und P1 kanonisches Pax-6
und Pax-6(5a), wahrend durch den Pa-Promotor induziert Pax6(APD) entsteht (Plaza et al.,
1995, Kammandel et al., 1999, Shukla et al., 2022, Kleinjan et al., 2004).

Pax-6(5a) entsteht durch zusatzliche Transkription des Exons 5a. Das Genprodukt
verlangert sich um 14 Aminosauren und die Faltung der PAI-Subdomane wird erschwert
und verandert (Glaser et al, 1992, Epstein et al., 1994). Dadurch wird das
Bindungsverhalten der Paired-Domane an die DNA erschwert und Pax-6(5a) bindet

bevorzugt Uber die c-terminale RED-Subdomane (Singh et al., 2002, Epstein et al., 1994).

Bei der Isoform Pax6(APD) fehlt die Paired-Domane komplett, sie spielt vermutlich eine
Rolle bei der Linsenentwicklung und wirkt dabei antagonistisch zum kanonischen Pax-6
(Cinar et al., 2004, Kim et Lauderdale, 2006).

Weiterhin existieren multiple cis-regulatorische Elemente fur Pax-6, unter anderem das
downstream befindliche SIMO-Element in einem Intron des Gens ELP4, das eine Rolle bei
der Entwicklung von Aniridia Il spielt (Kleinjan et al., 2001, Bhatia et al., 2013) und der
Ectoderm Enhancer, der eine zentrale Rolle bei der Regulation der Pax-6-Expression in der

Linsenplakode Gbernimmt (Kammandel et al., 1999, Dimanlig et al., 2001).

Sonic Hedgehog inhibiert die Pax-6-Expression im Neuroektoderm und in ventralen
Progenitorzellen von Motor- und Interneuronen (Mizuno et al., 1997, Ericson et al., 1997).
Der Transkriptionsfaltor Pitx3 steuert Uber Regulation von Pax-6 die Linsenentwicklung
(Khosrowshahian et al., 2005, Hooker et al., 2012). Auch alternative SpleiRvarianten von
Pax-6, beispielsweise Pax-6(5a) und Pax-6(APD) regulieren die Expression von Pax-6
selbst, Dbeispielsweise Uber Interaktion mit dem Ektoderm Enhancer im
Oberflachenektoderm des sich entwickelnden Auges (Grindley et al., 1995, Aota et al.,
2003).
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2.3.2 Expression in Normalgeweben

RNA EXPRESSION OVERVIEW!

Alphabetical

Organ

RNA tissue specificity: Tissue enhanced (brain, retina)

Consensus dataset!

nTPM
704

60
50
40
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Abbildung 6: RNA-Expression von Pax-6 in verschiedenen Gewebstypen; enthnommen aus

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000007372-PAX6/tissue

Im adulten Organismus soll Pax-6 hauptsachlich in den Miller-Gliazellen, Horizontalzellen,

Photorezeptoren und zum Teil Bipolarzellen der Retina, den Kdrnerzellen des Cerebellums

sowie Astrozyten und in geringerem Mal3e auch Neuronen des restlichen ZNS exprimiert
werden (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000007372-PAX6/single+cell+type). Im sich
entwickelnden Organismus wurde eine Pax-6-Expression zunachst im ventralen Bereich

des Neuralrohres, spater unter anderem in Bereichen der Retina, dem Bulbus olfactorius,

dem Epithel der Nase, dem ventralen Thalamus, der Hypophyse und neocorticalen

Bereichen beschrieben (Walther et Gruss, 1991, Glaser et al., 1994).

SINGLE CELL TYPES'

Alphabetical

Group

RNA single cell type specificity: Group enriched (Horizontal cells, Muller

Single cell types

cells
cells

M Specialized epithelial cells
Neuronal cells
Glial cells
Germ cells
Trophoblast cells
M Endothelial cells
M Muscle cells
Adipocytes
Pigment cells

M Glandular epithelial cells
M Squamous epithelial cells
[l Endocrine cells

M Blood & immune cells

]
M Undi

glia cells)
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Abbildung 7: RNA-Expression von Pax-6 auf Zellebene, entnommen aus

https://www.proteinatlas.org/ENSG00000007372-PAX6/single+cell+type

Weiterhin fand sich eine Expression von Pax-6 in Bereichen der Hormonproduktion wie

dem Hypophysenvorderlappen sowie glandularen Zellen der Brust, Speicheldriisen und

des

Zellen

neuroendokrinen

(Paneth-Koérnerzellen),

Verdauungstraktes

des

Verdauungstraktes (Magen, Pankreas, Duodenum, Jejunum und lleum, Colon und Rectum)
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(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000007372-PAX6/single+cell+type). Eine geringe
Expression wurde auch fir plazentare Fibroblasten, skelettale Myozyten und Myozyten der
glatten Muskulatur, Spermatozyten und Spermatogonien beschrieben
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000007372-PAX6/single+cell+type).

Eine Ubersicht der RNA-Expression in Geweben und Zelltypen zeigen Abbildung 6 und
Abbildung 7. Diese Daten wurden einerseits im Falle der Single Cell Type-Cluster durch
Metaanalyse von Datensets zur RNA-Expression in einzelnen Zellen gewonnen, im
Rahmen derer ein Clustering und eine Zuordnung der Zelltypen zu bekannten Markern
stattfand; andererseits fir die HPA und GTEx Datensets durch Abgleich mit Daten aus
RNA-Sequenzierung an 1206 Zelllinien aus gefrorenen Gewebsschnitten, 40 menschlichen
Geweben aus der Uppsala-Biobank und 18 Blutzelllinien sowie an post-mortem-Geweben

(https://www.proteinatlas.org/about/assays+annotation#normalization_rna).
2.3.3 Funktion in Normalgeweben

Die hauptsachlichen Funktionen von Pax-6 spielen gesichert eine Rolle bei der
Gewebsentwicklung im unreifen Organismus, der Gewebsregeneration, der synaptischen
Plastizitat und der Hormonproduktion im adulten Korper. Viele dieser Prozesse und die
genaue Rolle von Pax-6 sind dabei noch nicht in Ganze untersucht worden. Hier sollen

einige bisher beschriebene Funktionen von Pax-6 aufgefuhrt werden.
2.3.3.1 Gehirn

Im ZNS sorgt Pax-6 wahrend der embryonalen Entwicklung fiir die richtige Anordnung und
Lokalisation der Neurone (Caric et al., 1997, Mitchell et al., 2003). Wahrend der
cerebelldren Entwicklung wird Pax-6 in den Kornerzellen des Stratum granulosum
exprimiert (Walther et Gruss, 1991, Stuart et al., 1993). Eines seiner Target-Proteine ist
Reelin, ein durch Cajal-Retzius-Zellen synthetisiertes Glykoprotein der extrazellularen
Matrix. Reelin ist an der frihen ZNS-Morphogenese und spater synaptischer Plastizitat
beteiligt, indem es das Aktin-Zytoskelett von Neuronen stabilisiert und Dendritenwachstum
und -auszweigung reguliert (D’Arcangelo et al., 1995, Hirota et Nakajima, 2017). Im
Cerebellum spielt es eine groRRe Rolle bei der Purkinjezellmigration und Differenzierung von

Koérnerzellen (D’Arcangelo et al., 1995, Swanson et al., 2005).

Ebenfalls im Cerebellum reguliert Pax-6 die Expression des Netrin-Rezeptors Unc5h3
(Engelkamp et al., 1999). Netrin 1 bildet einen Gradienten fur die Wanderung von Neuronen
und ist damit verantwortlich fir die korrekte Bildung der Zellschichten (Ackerman et al.,
1997, Goldowitz, 2000).
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Im adulten Gehirn Ubernimmt Pax-6 durch Expression in neuronalen Stammzellen
Funktionen in der Gewebsregeneration nach Verletzungen und Gliosen und sorgt fir die
Erhaltung synaptischer Plastizitat (Sakayori et al., 2012, Mishra et al., 2015, Yogarajah et
al., 2016).

2.3.3.2 Auge

In der Augenentwicklung ist Pax-6 unabkommlich. Es wird zunachst im gesamten
Augenfeld und spater im Bereich der Retina, des Pigmentepithels und der Linse exprimiert
(Glaser et al., 1992, Dansault et al., 2007). Gemeinsam mit Pax-2 sorgt es fur die korrekte
Abgrenzung zwischen Augenbecherstiel und Augenbecher und damit fir die Trennung von
Gliazellen und Retinazellen am Austrittspunkt des Nervus opticus (Torres et al., 1996,
Schwarz et al., 2000). Ohne Pax-6 kénnen die Iris, insbesondere der Musculus sphincter
pupillae, und der Ciliarkérper nicht richtig aus dem Neuroektoderm gebildet werden (Davis-
Silberman et al., 2005, Davis et al., 2009).

Die Entwicklung des Kornea-Epithels wird von Pax-6 Uber die Induktion Keratine KRT 12
und 3 reguliert, wobei die Pax-6(5a)-SpleiRvariante bevorzugt KRT12 induziert,
kanonisches Pax-6 eher KRT3 (Sasamoto et al., 2016). Auch die Linsenentwicklung aus
dem Oberflachenektoderm ist stark von Pax-6 abhangig. Die Ablésung des
Linsenblaschens wird durch die Kontrolle von Proteinen der extrazelluldren Matrix wie
Fibronectin 1 und Kollagene reguliert (Huang et al., 2011, Lalitha et al., 2020). Nur durch
die Unterdrickung des Wnt/ B-Catenin-Pathways durch verstarkte Expression von
Inhibitoren wie Sfrp1 oder Dkk1 kann die Linsenentwicklung Gberhaupt stattfinden (Shaham
et al., 2009, Machon et al., 2010). Fir die Spaltbildung im Augenbecher, Entwicklung der
Linse und Begrenzung der Retinadicke ist Retinoidsdure zwingend notwendig, deren
Signalling ebenfalls durch Pax-6 kontrolliert wird (Enwright et Grainger, 2000, Maden et al.,
2007). Weiterhin kontrolliert Pax-6 die Kristalline, die Strukturproteine der Linse. Beispiele
hierfur sind die Bindung am linsenspezifischen Enhancer-Element DC5 des &-Kristallingens
und an Enhancer N3 gemeinsam mit dem Transkriptionsfaktor Sox2 (Inoue et al., 2007)

sowie die Regulation des ¢-Kristallins (Richardson et al., 1995, Azuma et al., 2005).

Im adulten Auge liegt Pax-6 unter anderem noch in der Retina, dem Linsenepithel, und in
den limbalen Stammzellen in den Vogt-Palisaden am Rand der Kornea vor und unterstutzt

die Kornea-Regeneration nach Defekten (Dansault et al., 2007, Lima Cunha et al., 2019).

Das alternative SpleiRprodukt Pax-6(5a) wird vor allem in Linse, Iris und fovealen Bereichen
der Retina exprimiert (Jaworski et al., 1997, Azuma et al., 2005). Eine Deletion von Exon
5a kann Defekte wie Peters Anomalie, Irishypoplasie, Katarakte und foveale Hypoplasie zur
Folge haben (Duncan et al, 2000, Singh et al., 2002) und hat in Tierexperimenten zur
Bildung ektoper Retinae gefuhrt (Halder et al., 1995, Azuma et al., 2005), was den Verdacht
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nahelegt, dass dieses Genprodukt vor allem an der retinalen Entwicklung stark beteiligt ist.
Auflerdem verandert sich das Verhaltnis in der Expression von Pax-6 und Pax-6(5a) im
Laufe der embryonalen Entwicklung von zunachst einem deutlich héheren Anteil von Pax-
6 (8:1) zu einem spateren ausgeglichenen Verhaltnis der beiden Varianten in adulten
Geweben, was dafir spricht, dass Pax-6 eine groRere Rolle in der Differenzierung der
Progenitorzellen spielen kénnte, wahrend Pax-6(5a) eher spatere Entwicklungssschritte
und Zellproliferation im Auge beeinflusst (Kozmik et al., 1997, Zhang et al., 2001,
Dominguez et al., 2004).

2.3.3.3 Pankreas

Im Pankreas spielt Pax-6 sowohl eine Rolle bei der Organentwicklung als auch bei der
Hormonproduktion. Es wird bereits in den Pankreasknospen exprimiert und findet sich
spater in allen endokrinen Zellen (Turque et al., 1994, St-Onge et al., 1997, Gosmain et al.,
2007).

o-cell differentiation

— | Glucagon gene promoter | ——> ProGlucagon ) —

Glucagon gene transcription Glucagon processing

Abbildung 8: Verschiedene Wirkungen von Pax-6 auf a-Zelldifferenzierung und Glukagonexpression;

modifiziert nach Gosmain et al., 2011.

Die korrekte Ausbildung des endokrinen Pankreas ist maf3geblich von der Expression von
Pax-6 abhangig. Insbesondere ein Fehlen der Paired-Domane fiihrt zu einem kompletten
Fehlen der Glukagon-produzierenden o-Zellen und einer verformten und desorganisierten
Inselzellbildung, aber nicht zu einem vollstandigen Wegfall der - und 6-Zellen (St-Onge et
al., 1997, Gosmain et al., 2011). Bei einer kompletten Deletion von Pax-6 liegen keine

Insulin-, Glukagon- und Somatostatin-produzierenden Zellen mehr vor, stattdessen finden
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sich Ghrelin-produzierende Zellen (Heller et al., 2005, Swisa et al., 2017). Diese
exprimieren grundsatzlich kein Pax-6, weswegen die Moglichkeit besteht, dass die
endokrinen Zellen des Pankreas ohne das Vorliegen von Pax-6 in einen Ausgangszustand
der Ghrelin-Produktion Ubergehen. Pax-6 ist generell wichtig fur die Glukagon- und auch
Insulinproduktion (Yasuda et al., 2002, Nishi et al., 2005). Es wird dabei von Pax-4
kompetitiv inhibiert, indem dieses unter anderem mit hdherer Affinitat an Zielgenabschnitte
von Pax-6 bindet (Smith et al., 1999, Gosmain et al., 2007). Pax-6 aktiviert gemeinsam mit
dem Transkriptionsfaktor c-Maf oder Cdx-2/3 das Glukagon-Gen uber die Bindung an AT-
reiche Gebiete des G1-Kontrollelementes (Ritz-Laser et al., 1999, Gosmain et al., 2007).
Auch andere Transkriptionsfaktoren wie Brain-4 kénnen dort binden, im Vergleich zu Pax-
6, gerade in Kombination mit c-Maf, sind diese jedoch fir die Glukagonexpression sehr viel

weniger relevant (Gosmain et al., 2007).

Die Insulinproduktion wird Uber die von Pax-6 regulierte Serin-Endoprotease PC1/3
gesteuert. PC1/3 spaltet (und aktiviert) Proinsulin zu Insulin (Laakso, 2009, Wen et al.,
2009). Uber die PC2 wird Proglukagon zu Glukagon gespalten. Pax-6 aktiviert die PC2 und
zusatzlich auch ihren Chaperon 7B2 Uber die Hochregulation der Gene von cMaf und
B2/NeuroD1 und sorgt so fir eine gesteigerte Glukagonproduktion (Katz et al., 2009,
Gosmain et al., 2011).

Abbildung 8 verschafft einen Uberblick tber die Wirkung von Pax-6 auf a-Zellen

beziehungsweise Glukagonexpression und -prozessierung.
2.3.4 Bedeutung bei Krankheitsbildern

Die grof3e Rolle von Pax-6 in der Gewebsentwicklung insbesondere des Auges bedingt eine
Vielzahl pathologischer Symptome, wenn Pax-6 heterozygot mutiert oder deletiert ist. Hier
soll vorwiegend auf die Aniridie angegangen werden, da deren variablen Symptome einen
sehr breit gestreuten Uberblick tiber mdgliche Ausfallserscheinungen bei Pax-6-Mutationen

und -Deletionen liefern.

Die Aniridie zeichnet sich durch eine hohe Penetranz und ein sehr variables
Erscheinungsbild aus und wird zumeist autosomal-dominant vererbt, tritt aber selten auch
sporadisch auf (Glaser et al., 1992, Laakso, 2009). Mit einer geschatzten globalen Inzidenz
von zwischen 1:40.000 und 1:96.000 (Lim et al., 2017) handelt es sich um eine seltene,
jedoch aufgrund ihrer Auswirkungen auf die Patienten nicht zu vernachlassigende
Erkrankung. Es gibt zwei verschiedene Unterformen, die durch Funktionsverluste von Pax-
6 ausgelost werden: Aniridia 1 entsteht durch Mutationen im PAX6-Gen selbst, wahrend
Aniridia 2 durch eine Mutation des cis-regulatorischen Enhancer-Elementes SIMO im Intron
des ELP4-Gens auf dem gleichen Chromosom ausgeldst wird (Gragnskov et al., 1999,
Bhatia et al., 2013).
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Kernsymptom ist die namensgebenden Irishypoplasie oder -aplasie, die verschieden stark
ausgepragt sein kann, jedoch bei den Betroffenen fast immer zu beobachten ist (Glaser et
al., 1992, Abouzeid et al., 2009). Interessanterweise sind die Augen der Patienten normal
grol3, was einen groflen Unterschied zum Mausmodell mit Pax-6-Mutation oder -Deletion,
welches den Phanotyp small eye (Sey) aufweist, darstellt (Hill et al., 1991, Hanson et al.,
1993). Weitere Symptome sind die foveale Hypoplasie, die einen schlechten Visus des
Patienten bewirkt, oft auch eine Hypoplasie des Nervus opticus, pathologische
Veranderungen der Kornea inklusive der Aniridia-assoziierten Keratopathie, Nystagmus
und die Peter's Anomalie (Glaser et al., 1992, Hanson et al., 1994, Dansault et al., 2007).
Die Aniridia-assoziierte Keratopathie ist vermutlich durch den Funktionsverlust der limbalen
Stammzellen in den Vogt-Palisaden bedingt, die Defekte der Kornea normalerweise
beheben wirden. Ohne Pax-6 kommt es stattdessen zunehmend zur Inflammation,
Vaskularisierung und Opafizierung der Hornhaut, wodurch die Sicht der Patienten
progressiv eingeschrankt wird (Glaser et al., 1994, Lagali et al., 2020). Die Peter‘'s Anomalie
entsteht durch eine Stérung in der Wanderung mesenchymaler Zellen zwischen Kornea
und Linse und flhrt zu einer Verwachsung der beiden Strukturen, eine Verengung der
vorderen Augenkammer mit resultierendem Glaukom und eine zentrale Hornhauttriibung
(Tang et al., 1997, Dansault et al., 2007).

Neben diesen aufs Auge begrenzten Symptomen kann die Aniridie noch in Kombination mit
zahlreichen extraokularen Pathologien vorliegen, die zu einem groRen Teil ebenfalls aus

dem Funktionsverlust von Pax-6 resultieren.

Vom WAGR-Syndrom spricht man, wenn zusatzlich zur Aniridie auch ein Wilms-Tumor, der
haufigste Nierentumor beim Kind, genitourologische Anomalien und mentale Retardierung
vorliegen (Davis et Cowell, 1993, Stuart et al., 1993). Es entsteht, wenn nicht nur Pax-6,
sondern auch WT-1 und weitere benachbarte Gene grol¥flachig deletiert wurden (Fischbach
et al., 2005, Abouzeid et al., 2009). Liegt auch noch eine Deletion des BDNF-Gens fir den
Brain-derived neurotrophic factor vor, ist zusatzlich zu den vorher genannten Symptomen
noch Ubergewicht in den Patienten zu beobachten, weshalb dann vom WAGRO-Syndrom
gesprochen wird (Abouzeid et al., 2001, Han et al., 2008).

Im ZNS hat die heterozygote Mutation von Pax-6 vor allem Hypoplasie oder Aplasie der
anterioren Kommissur, des Cerebellums, des Temporal- und Occipitallappens, des Corpus
callosum, der Glandula pinealis und des Bulbus olfactorius zur Folge (Glaser et al., 1994,
Sisodiya et al., 2001, Mitchell et al., 2003). Dadurch lassen sich einige weitere zum Teil bei
Aniridie-Patienten beobachteten Symptome erklaren: Probleme bei der auditiven
Prozessierung sind bedingt durch eine Hypo- oder Aplasie des Corpus callosum,

Schlafprobleme lassen sich auf einen Melatoninmangel durch Fehlbildung oder Fehlen der
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Glandula pinealis zurlckfiihren und Hyp- oder Anosmie entsteht unter anderem durch
Fehlbildungen des Bulbus olfactorius.

Daruber hinaus lassen sich mitunter auch pathologische Veranderungen in frontoparietalen
corticalen Regionen beobachten, sowohl angeboren als auch mit dem Alter zunehmend,
die zu Einschrdnkungen in exekutiven und verhaltenssteuernden Funktionen und

Gedachtnisproblemen flihren kénnen (Ellison-Wright et al., 2004, Yogarajah et al., 2016).

Im endokrinen Bereich haben Mutationen oder Deletionen von Pax-6 mitunter grofl3e
Auswirkungen auf den Glukosestoffwechsel, da insbesondere die Glukagon-, aber auch die
Insulinproduktion stark eingeschrankt sein kénnen. Eine fehlende Insulinproduktion kann
dabei zu Glukoseintoleranz und early-onset Diabetes fuhren (Yasuda et al., 2002, Nishi et
al., 2005). Homozygote Pax-6-Mutationen sind nicht mit dem Leben vereinbar und duf3ern
sich phanotypisch unter anderem in Anopthalmie und gro3flachigen Hirnschaden (Glaser
et al., 1994).

2.3.5 Expression und Bedeutung in Tumorgeweben

Zur Rolle von Pax-6 in der Tumorentstehung existiert keine eindeutige Studienlage. Einen
Uberblick (iber das Cancer Genome Atlas (TCGA)-Dataset des National Cancer Institute
und des National Human Genome Research Institute zur RNA-Expression in Tumoren gibt
Abbildung 9. Im Rahmen dieses Programms wurden molekulare Marker von mehr als
20.000 Tumorgewebsproben mit Normalgewebsproben verglichen, um 33 Tumortypen zu

charakterisieren (https://www.cancer.gov/ccg/research/genome-sequencing/tcga).

Bei einigen Tumorentitdten wurde eine tumorsuppressive Wirkung von Pax-6 postuliert.
Dazu gehoéren zum einen die Glioblastome, bei denen Pax-6 mdglicherweise Uber Inhibition
der Expression des Vascular Growth Factors die Angiogenese des Tumors unterdriicken
kdénnte (Zhou et al., 2003, Zhou et al., 2010). Weiterhin wurde eine Pax-6-induzierter
Zellzyklusarrest in der G1-Phase von Tumorzellen beschrieben (Zhou et al., 2005, Hegge
et al., 2018). Uber eine Repression des Gens fiir die Matrix-Metalloproteinase-2 soll Pax-6

die Invasivitat von Tumoren unterdriicken kdnnen (Mayes et al., 2006).

Im Prostatakarzinom wurde ein tumorsuppressiver Effekt von Pax-6 angenommen, da Pax-
6 die Transkription des Androgenrezeptors unterdriicken kann (Shyr et al., 2010, Elvenes
et al., 2011). AuRerdem hemmt Pax-6 die Expression des Prostata-spezifischen Antigens
und kénnte auch so der Tumorprogression entgegenwirken (Shyr et al., 2010, Elvenes et
al., 2011).
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Ebenfalls flir eine tumorsuppressive Wirkung von Pax-6 spricht die Tatsache, dass mehrere
Studien ein schlechteres Outcome bei (inaktivierender) Hypermethylierung des Pax-6
Promotors festgestellt haben, unter anderem bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen und
Duodenalkarzinomen bei familidarer adenomatdser Polyposis (Berkhout et al., 2007, Zhang
et al., 2015). Die DNA-Methylierung erfolgt als epigenetische Modifizierung durch DNA-
Methyltransferasen an den CpG-Dinukleotiden der DNA und inaktiviert bei Methylierung

RNA EXPRESSION OVERVIEW!
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Abbildung 9: Uberblick tiber die RNA-Expression in Tumoren nach dem TCGA-Dataset; entnommen aus
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000007372-PAX6/pathology

eines Promotors generell das betroffene Gen (Kulis et Esteller, 2010, Moore et al., 2013).

AuRerdem gibt es auch Argumente fiir eine onkogene Rolle von Pax-6. So wurde eine Pax-
6-induzierte Aktivierung des Enhancers fir MET, ein fir den Tyrosinkinase-Rezeptor
kodierendes Gen, bei Tumoren des Pankreas beschrieben (Mascarenhas et al., 2009).
Dieser Tyrosinkinase-Rezeptor ist durch Induktion von Apoptose-Resistenz, Steigerung der
Invasivitat und des Metastasierungsgrades an der Tumorprogression beteiligt (Du et Lovly,
2018, Saraon et al., 2021). Passend zu einer onkogenen Rolle wurde eine im Vergleich zu
Normalgeweben erhohte Pax-6-Expression in Tumorzellen in uvealen Melanomen des
Auges und bei invasivem Brustkrebs (NST) beschrieben (Thill et al., 2011, Xia et al., 2015).

Besonders hervorzuheben ist die Rolle von Pax-6 in neuroendokrinen Tumoren des
gastrointestinalen Systems und der Lunge. Einen Uberblick Uber die aktuelle Studienlage

dazu gibt Tabelle 3. Wie aus der Darstellung ersichtlich wird, kann Pax-6 in
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neuroendokrinen Tumoren des Pankreas, Duodenum, Colon, Rectum, der Lunge und

Appendix exprimiert werden, wahrend bisher keine Expression in neuroendokrinen

Tumoren des Magens und des lleums beschrieben wurde (Zhang et al., 2009, Toriyama et

al., 2014, Lai et al., 2015, Mohanty et al., 2021). Am haufigsten und am starksten positiv

gefarbt waren dabei kolorektale, duodenale und pankreatische NET. Bei Lebermetastasen

neuroendokriner Tumoren wurde lediglich eine Expression von Pax-6 in Metastasen

pankreatischen Ursprungs gefunden, nicht aber bei Metastasen mit Ursprung in NET des

Duodenums, lleums, Rectums und der Lunge (Lai et al., 2015). Die Fallzahlen dieser

Studien waren insgesamt aber klein.

Tabelle 3: Uberblick (iber die aktuelle Studienlage zur Pax-6-Expression in verschiedenen neuroendokrinen

Tumoren.

Publikation Tumorentitat Anzahl Tumoren Positiv (%)
Mohanty et al., 2021 Appendix, NET 5 20,00
Mohanty et al., 2021 Colorektaler NET 6 67,00
Lai et al., 2015 Colorektaler NET 10 90,00
Lai et al., 2015 Duodenaler NET 12 92,00
Mohanty et al., 2021 Duodenaler NET 4 75,00
Mohanty et al., 2021 Magen, NET 5 0,00
Lai et al., 2015 Magen, NET 10 0,00
Lai et al., 2015 lleum, NET 22 0,00
Mohanty et al., 2021 lleum, NET 22 0,00
Lai et al., 2015 Lunge, NET 30 0,00
Toriyama et al., 2014 Lunge, NET (Karzinoid) 51 13,73
Toriyama et al., 2014 Lunge, NET (GroRzellig) 106 18,87
Mohanty et al., 2021 Lunge, NET 26 0,00
Lai et al., 2015 Pankreas, NET 26 65,00
Mohanty et al., 2021 Pankreas, NET 50 70,00
Zhang et al., 2009 Pankreas, NET 96 72,92
Lai et al., 2015 Lebermetastase NET (Pankreas) 24 41,67
Lai et al., 2015 Lebermetastase NET (Duodenum) 1 0,00
Lai et al., 2015 Lebermetastase NET (lleum) 37 0,00
Lai et al., 2015 Lebermetastase NET (Rektum) 1 0,00
Lai et al., 2015 Lebermetastase NET (Lunge) 5 0,00
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2.4 Kilinische Bedeutung in der pathologischen Diagnostik

In der pathologischen Tumordiagnostik kann bei Tumormetastasen nur selten direkt von
der Histologie des Tumorgewebes auf den Tumorursprung geschlossen werden; ein
immunhistochemischer Nachweis von nur in spezifischen Geweben vorkommenden
Proteinen bietet sich daher an, um den Ursprung eines Tumors einzugrenzen. Die
Expression vieler Proteine ist auch fir die Bestimmung der Prognose und Festlegung der
Therapie wichtig (Lin et Liu, 2014, Dias et al., 2017). Bei neuroendokrinen Tumoren ist die
Unterscheidung nach Ursprungsort des Tumors rein morphologisch nicht méglich, hier ist
die immunohistochemische Untersuchung der Goldstandard (Bellizzi, 2013, Perren et al.,
2017, Bellizzi, 2020).

Eine Ubersicht (iber die bisherigen immunohistochemischen Studien zur Pax-6-Expression
in Tumoren zeigt Abbildung 10. Die Studien wurden auf Basis einer Literaturrecherche in
der Datenbank PubMed nach den folgenden Kriterien ausgewahlt und analysiert: Die
ausgewahlten Studien mussten mittels immunhistochemischer Farbung gegen Pax-6
durchgeflihrt worden sein, wobei unbertcksichtigt blieb, um welche Klonalitat oder ID des
Antikorpers es sich dabei handelte. Eine festgelegte Vorgehensweise zur Auswertung der
Ergebnisse — beispielsweise nach Intensitat der Farbung und Prozentsatz gefarbter
Tumorzellen — musste befolgt werden. Die Studien wiesen eine klare Differenzierung
zwischen Tumorentitdten auf, die auch in der Auswertung beibehalten wurde. Bei
gleichzeitiger Farbung gegen mehrere molekulare Marker wurde in den daraus folgenden
Ergebnissen in der Auswertung eindeutig zwischen Markern differenziert. Es wurden
Studien mit jeglichen Stichprobengrof3en eingeschlossen; in der graphischen Auswertung
wurde differenziert, ob n < 10 (rote Markierung), 11 < n < 25 (gelbe Markierung) oder n >
25 (grune Markierung) war. Weiterhin wurde betrachtet, ob es sich um eine Studie am
Grol3schnitt oder am TMA handelte, wobei beide Gewebetypen in die Auswertung
eingeschlossen und graphisch nicht unterschieden wurden. Die in den jeweiligen Studien
beschriebenen Auswertungskriterien wurden detailliert analysiert. Insbesondere wurden die
verfugbaren Parameter fur Farbung und Auswertung ermittelt. Tabelle 4 gibt einen
Uberblick liber die eingeschlossenen Studien, die verschiedene NET untersucht haben und
schlisselt sie auf nach Entitdt des NET, verwendetem Antikérper, TMA vs. GroRschnitt,
Anzahl untersuchter Tumoren sowie dem Prozentsatz positiv gefarbter Tumorzellen laut

Ergebnissen der Studie.
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Abbildung 10: Uberblick (iber die aktuelle Studienlage zur Expression von Pax-6 in verschiedenen

Tumorentitaten. Legende: n < 10 (rot); 11 < n < 25 (gelb); n > 25 (grtin). Die Markierung X entspricht dem

jeweiligen Durchschnitt der vorliegenden Studienergebnisse zu dieser Tumorentitat.
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Tabelle 4: Uberblick Uber verschiedene Kriterien der untersuchten Studien zu NET. SCB = Santa Cruz

Biotechnology (Hersteller). Z. T. keine Angaben zu Hersteller, Klon-ID, Ursprungstier, Rekombinanz vorhanden.

Publikation Tumorentitat Antikorper/ Klon-ID Gewebeinfo Anzahl Positiv
Tumoren (%)

Mohanty et al., 2021 | Appendix, NET Monoklonal, SCB TMA 5 20,00

Mohanty et al., 2021 | Colorektaler NET | Monoklonal, SCB TMA 6 67,00

Lai et al., 2015 Colorektaler NET Maus, Monoklonal, SCB GroRschnitt 10 90,00

Lai et al., 2015 Duodenaler NET Maus, Monoklonal, SCB Grof3schnitt 12 92,00

Mohanty et al., 2021 Duodenaler NET Monoklonal, SCB TMA 4 75,00

Mohanty et al., 2021 | Magen, NET Monoklonal, SCB TMA 5 0,00

Lai et al., 2015 Magen, NET Maus, Monoklonal, SCB GroRschnitt 10 0,00

Lai et al., 2015 lleum, NET Maus, Monoklonal, SCB Grof3schnitt 22 0,00

Mohanty et al., 2021 lleum, NET Monoklonal, SCB TMA 22 0,00

Lai et al., 2015 Lunge, NET Maus, Monoklonal, SCB GroRschnitt 30 0,00

Toriyama et al., 2014 | Lunge, NET P3U1 TMA 51 13,73
(Karzinoid)

Toriyama et al., 2014 | Lunge, NET P3U1 TMA 106 18,87
(groRzellig)

Mohanty et al., 2021 | Lunge, NET Monoklonal, SCB TMA 26 0,00

Lai et al., 2015 Pankreas, NET Maus, Monoklonal, SCB Grof3schnitt 26 65,00

Mohanty et al., 2021 Pankreas, NET Monoklonal, SCB TMA 50 70,00

Zhang et al., 2009 Pankreas, NET Abcam, Hase, Polyklonal | GroRschnitt 96 72,92

Lai et al., 2015 Lebermetastase Maus, Monoklonal, SCB GroRschnitt 24 41,67
NET (Pankreas)

Lai et al., 2015 Lebermetastase Maus, Monoklonal, SCB GroRschnitt 1 0,00
NET (Duodenum)

Lai et al., 2015 Lebermetastase Maus, Monoklonal, SCB GroRschnitt 37 0,00
NET (lleum)

Lai et al., 2015 Lebermetastase Maus, Monoklonal, SCB GroRschnitt 1 0,00
NET (Rektum)

Lai et al., 2015 Lebermetastase Maus, Monoklonal, SCB GroRschnitt 5 0,00
NET (Lunge)
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Eine Expression von Pax-6 scheint in neuroendokrinen Tumoren des Pankreas besonders
haufig vorzukommen. Die drei Studien, in denen die Pax-6-Expression in Pankreas-NET
untersucht wurden, liefern Ergebnisse von 65,00% (Lai et al., 2015), 70,00% (Mohanty et
al., 2021) und 72,92% (Zhang et al., 2009). Zwei dieser drei Studien (Lai et al., 2015 und
Zhang et al., 2009) waren an Grof3schnitten durchgefiihrt worden. Lai et al. untersuchten
26 Tumoren, Mohanty et al. 50 und Zhang et al. 96 Tumoren. Fur andere untersuchte
Tumorentitaten war die Studienlage teilweise diskrepant. Beispielsweise liegen die
ermittelten Werte fur Adenokarzinome der Lunge zwischen 10,28% und 100% (Toriyama
et al.,, 2014, Kiselev et al., 2018) und fiir Plattenepithelkarzinome der Lunge zwischen
18,35% und 100% (Toriyama et al., 2014, Kiselev et al., 2018). Diese Unterschiede lassen
sich grundsatzlich durch die Verwendung verschiedener Antikorper, unterschiedlicher
Protokolle oder divergierender Auswertungskriterien erklaren. Zusatzlich wurden bei vielen
der Studien nur kleine Anzahlen an Tumoren untersucht, was die Aussagekraft der

Ergebnisse grundsatzlich etwas einschrankt.
2.5 Andere potenzielle Marker fur pankreatische NEN

251 Islet-1 (Isl-1)

Consensus dataset' RNA tissue specificity: Tissue enhanced (retina, seminal vesicle, Organ m Alphabetical
vagina)
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Abbildung 11: RNA-Expression von Isl-1 in verschiedenen Gewebstypen; enthommen aus
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000016082-I1SL1/tissue.

Isl-1 gehdért zur Familie der LIM/Homdodomanen-Transkriptionsfaktoren und reguliert seine
Zielgene uber Bindung an deren Enhancer. Isl-1 spielt unter anderem eine Rolle bei der
Herzentwicklung, bei der er in Progenitorzellen des rechten Ventrikels und der Ein- und
Ausflussbahn exprimiert wird (Bu et al., 2009), weiterhin in der Genese von Motorneuronen
(Pfaff et al., 1996) und in der Differenzierung endokriner pankreatischer Zellen (Ahlgren et
al., 1997, Du et al., 2009). AuRerdem wirkt Isl-1 am Proglukagon-Promotor (Wang, Drucker,
1995), reguliert Angiogenese (Barzelay et al., 2010, Xiong et al., 2016) und steuert die
Differenzierung verschiedener retinaler Zelltypen wie Bipolar- und Amakrinzellen (Elshatory
et al., 2007) und retinalen Ganglionzellen (Pan et al., 2008). Abbildung 11 gibt einen
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Uberblick tiber die RNA-Expression von Isl-1 in verschiedenen Gewebetypen. Es fallt auf,
dass die gewebespezifische Expression von Isl-1 deutlich breiter gestreut ist als die von
Pax-6. Die einzelnen Zelltypen, in denen am meisten Isl-1 exprimiert wird, sind Bipolarzellen
der Retina, endokrine Zellen des Pankreas und enteroendokrine Zellen des
Gastrointestinaltraktes (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000016082-
ISL1/single+cell+type).

In Tumoren haben einzelne Studien eine potenzielle onkogene Wirkung von Isl-1
nachgewiesen, so beispielsweise in Gallenwegstumoren (Hansel et al., 2003), Brustkrebs
(Renneberg et al., 2011), Phdochromozytomen (Hattori et al., 2010) und neuroendokrinen
Tumoren des Pankreas (Schmitt et al., 2008, Koo et al., 2012). Eine Ubersicht tber die
Expression von Isl-1 in Tumoren nach dem TCGA-Dataset gibt Abbildung 12.

RNA EXPRESSION OVERVIEW'

TCGA dataset' RNA cancer category: Group enriched (cervical cancer, pancreatic
cancer, prostate cancer, stomach cancer, testis cancer)
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Abbildung 12: RNA-Expression von Isl-1 nach dem TCGA-Dataset; enthommen aus
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000016082-ISL 1/pathology.

Eine Ubersicht tber die bisherige Lage immunohistochemischer Studien zur Expression
von Isl-1 in primaren Tumoren gibt Abbildung 13. Generell I1asst sich erkennen, dass keine
besonders groRe Anzahl an Studien zur Isl-1-Expression in Tumoren existiert. Die
vorhandenen Studien sind aufgrund ihrer oftmals kleinen Fallzahlen in ihrer Aussagekraft
eingeschrankt. Dies ist auch erkennbar in einer groen Streuung der Ergebnisse
verschiedener Studien zur gleichen Tumorentitat. Beispielsweise finden sich fiir kolorektale
neuroendokrine Tumoren Ergebnisse zwischen 0% und 93,55% (Schmitt et al., 2008, Koo

et al., 2012). Auch beim pankreatischen NET sind Spannweiten der Expressionsdaten

28


https://www.proteinatlas.org/ENSG00000016082-ISL1/single+cell+type
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000016082-ISL1/single+cell+type

zwischen 25 % und 93,75% zu finden (Lee et al., 2018, Juhlin et al., 2020). Insofern lassen

sich aus den Daten der bisherigen Studien keine eindeutigen Schllsse auf die Expression

in verschiedenen Tumorentitaten ziehen.

Gemischte Neoplasien (NEN/ nicht-NEN) des Pankreas
Harnblasenkarzinom
Niere, neuroendokrine Neoplasie (NEN)
Neuroendokrine Neoplasien (NEN) in Teratomen
Schlecht differenziertes neuroendokrines Karzinom (NEC) des Anus
Zervikale neuroendokrine Neoplasie (NEN)
Neuroendokrines Adenom des Mittelohrs
Neuroendokrines Adenom des Innenohrs
Neuroblastom
Phaochromozytom
Merkelzellkarzinom
Medulléres Schilddriisenkarzinom
Nicht-invasives papillares Urothel-Karzinom, pTa
Urothel-Karzinom, pT2-4 G3
Duodenaler neuroendokriner Tumor (NET)
Diffuses groRzelliges B-Zell Lymphom (DLBCL)
Ampulldrer neuroendokriner Tumor (NET)
B-Zell Lymphom
GroRzelliges neuroendokrines Karzinom (NEC) von Kopf und Hals
Mantelzelllymphom
Pankreas, neuroendokriner Tumor (NET)
Kolorektaler neuroendokriner Tumor (NET)e
Burkitt Lymphom
T-Zell Non Hodgkin Lymphom
Gemischte Neoplasien
Neuroendokrine Neoplasie (NEN) unbekannten Ursprungs
Adenokarzinom des Magens
Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom (NEC) der Prostata
Medulloblastom
Lunge, neuroendokriner Tumor (NET)
Larynx, neuroendokriner Tumor (NET)
Schlecht differenziertes neuroendokrines Karzinom der Gallenwege
Osophagus, neuroendokriner Tumor (NET)®
Olfactorius-Neuroblastome
Nicht neuroendokrine Neoplasmen (NEN)
Follikulares Lymphom
Magen, neuroendokriner Tumor (NET)e
Appendix, neuroendokriner Tumor (NET)*
Pankreas, neuroendokrines Karzinom (NEC)
lleum, neuroendokriner Tumor (NET)

*

Invasives Mamma-Karzinom, NSTe xee

Tumoren der Nebenschilddriisenx

Ovar, neuroendokriner Tumor (NET)x
Mamma, neuroendokriner Tumor (NET)x
Diinndarm, neuroendokriner Tumor (NET)x
Hodgkin Lymphom x

Abbildung 13: Uberblick liber die aussagekréftigsten aktuellen Studien zur Expression von Isl-1 in

verschiedenen Tumorentitaten.
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Trotzdem haben die Autoren einzelner Studien Isl-1 als hoch spezifischen und sensitiven

Marker fUr neuroendokrine Tumoren des Pankreas beschrieben (Schmitt et al., 2008, Koo
et al, 2012, Graham et al., 2013, Bellizzi, 2020). Eine Ubersicht der bisherigen
Studienergebnisse zur Sensitivitat und Spezifitat von Isl-1 fir NET gibt Tabelle 5.

Tabelle 5: Vergleich verschiedener Studienergebnisse zur Sensitivitat und Spezifitat von Isl-1.

Studie Jahr Entitat Sensitivitat ~ Spezifitat
Schmitt et al. 2008 Pankreas, neuroendokriner Tumor (NET) 74,3% 78,4%
Metastasen pankreatischer NET 77,8% 100%
Koo et al. 2012 Pankreas, neuroendokriner Tumor (NET) 82% 82%
Metastasen pankreatischer NET 68% 98%
Graham et al. 2013 Pankreas, neuroendokriner Tumor (NET) 88% 80%
Juhlin et al. 2020 Neuroendokrine Neoplasmen 65% 73%

29



2.5.2 Progesteron-Rezeptor

Der Progesteron-Rezeptor ist ein nuklearer Steroidhormonrezeptor, der vor allem in
Gewebetypen des weiblichen Reproduktionstraktes und der Mamma sowie der glatten
Muskulatur exprimiert wird. Eine Ubersicht (iber die Expression in verschiedenen
Gewebstypen gibt Abbildung 14.

Consensus dataset' RNA tissue specificity: Group enriched (cervix, endometrium, Organ m Alphabetical
fallopian tube, smooth muscle)
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Abbildung 14: RNA-Expression von PR in verschiedenen Gewebstypen; entnommen aus
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000082175-PGR/tissue

Auf Zellebene wird PR besonders in Stromazellen des Endometriums, glandularen und
luminalen Zellen exprimiert (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000082175-
PGR/single+cell+type). PR entfaltet seine Hauptfunktionen in der Aufrechterhaltung der
Schwangerschaft, aber auch in der Entwicklung der Brustdrise in Pubertdt und
Schwangerschaft, reguliert die neuronale Erregbarkeit im ZNS, inhibiert die Kontraktilitat
glatter Muskulatur und unterstitzt die Lungenbildung (Lydon et al., 1995, Brisken et al.,
1998, Wang et al., 2003, Shao et al., 2006, Kapur et Joshi, 2021).

PR wird genau wie der Ostrogen-Rezeptor als tumorspezifischer immunohistochemischer
Marker fur Tumoren der Mamma, Ovarien und des Endometriums genutzt (Ettinger et al.,
2011). Allerdings wird PR laut aktueller Studienlage auch in weiteren Tumorentitaten, unter
anderem auch dem pankreatischen NET exprimiert und ist dort mit einem hoheren
progressionsfreien Uberleben assoziiert (Viale et al., 1992, Estrella et al., 2014, Kim et al.,
2017). AuRerdem wurde PR deutlich haufiger in pankreatischen, als in extrapankreatischen
NET exprimiert, wobei auch eine Expression bei duodenalen NET beobachtet wurde (Viale
et al., 1992, Arnason et al., 2011, Zimmermann et al., 2016). Die Autoren einer weiteren
Studie wiederum bestatigten zwar die Expression von PR in NET generell, stellten jedoch
ihre Spezifitat in Frage (Ohara et al., 2016).
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Aufgrund der eingeschrankten Datenlage auch bei weiteren Tumorentitdten flihrten
Viehweger et al. daher eine umfassende Studie an mehr als 16000 Gewebeproben am TMA
durch und fanden unter anderem heraus, dass die PR-Expression im Bereich der nicht
gynakologischen und Mamma-Tumoren bei Pankreas-NET und -NEC mit 54,3%
beziehungsweise 35,7% positiver Farbung am hochsten war. Weitere neuroendokrine
Tumorentitaten wurden mit 16,7% (Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom der Prostata),
5,9% (Appendix-NET), und 4,3% (kleinzelliges NEC der Harnblase) deutlich weniger haufig
beziehungsweise im Falle der restlichen neuroendokrinen Tumorentitaten gar nicht mit dem
PR-Antikorper angefarbt (Viehweger et al., 2022). Fur die PR-Farbung pankreatischer NEN
ergibt sich im Rahmen der Daten der Viehweger-Studie eine Sensitivitat von 52,5% und
eine Spezifitat von 91,3% (Viehweger et al., 2022).

253 GAD2

GAD2 (Glutamat Decarboxylase 2) — auch GAD65 — ist ein intrazellular lokalisiertes Enzym,
dessen Funktion gemeinsam mit dem Enzym GADG67 in der Herstellung des inhibitorischen
Neurotransmitters Gamma-Aminobutyrat und damit der Regulation neuronaler Erregbarkeit
im Gehirn sowie in der Insulinproduktion des Pankreas liegt (Baekkeskov et al., 1990;
Erlander et al., 1991; Lee et al., 2019). Es wird in verschiedenen Geweben des ZNS und in
den Langerhans-Inseln des Pankreas exprimiert
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000136750-GAD2/summary/rna). Einen detaillierten
Uberblick tiber die Expression in verschiedenen Gewebetypen gibt Abbildung 15. Dabei fallt
vor allem die Uberaus selektive Gewebsexpression auf, die einen diagnostischen Vorteil
bietet.

Consensus dataset' RNA tissue specificity: Tissue enriched (brain) Organ W Alphabetical
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Abbildung 15: RNA-Expression von GAD2 in verschiedenen Gewebstypen; entnommen aus
https://www.proteinatlas.org/ENSG00000136750-GAD2/tissue

Auf Zellebene wird GAD2 analog seiner Wirkung in pankreatischen Beta-Zellen,

GABAergen inhibitorischen Neuronen sowie zu geringeren Anteilen in Oozyten und
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Astrozyten exprimiert (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000136750-
GAD2/single+cell+type). Pathologische Veranderungen von GAD2 werden beispielsweise
mit Morbus Alzheimer, Autismus und Diabetes mellitus Typ 1 in Verbindung gebracht
(Baekkeskov et al., 1990; Schwab et al., 2013; Wiebe et al., 2019). Bisherige Studien zur
Expression in Tumorgeweben ergaben eine eventuelle Rolle von GAD2 in Entstehung,
Progression und Prognose von Magen- und Gallenblasenkarzinomen, wobei eine erhéhte
Expression von GAD2 allgemein mit schlechterer Prognose einherging (Kleinrok et al.,
1998; Opolski et al., 2000; Matuszek et al., 2001; Deng et al., 2013; Song et al., 2013).

Aufgrund der duBerst kleinen Datenmengen fuhrten Lennartz et al. daher eine umfassende
TMA-Studie an Uber 19.000 Gewebeproben durch. Diese bestatigte zunachst die GAD2-
Expression in Normalgeweben der Langerhans-Zellen sowie cerebraler und cerebellarer
Gewebe. Im Tumorgewebe ergab sich eine zytoplasmatische GAD2-Expression vor allem
im Bereich pankreatischer NET mit 63,2% sowie pankreatischer NEC mit 58,3%. Darlber
hinaus stellten die Autoren der Studie GAD2-Expression in neuronalen
Granularzelltumoren (37,0%) und neuroendokrinen Tumoren der Lunge (11,1%) fest.
Weitere geringe Expressionsdaten von unter 10% wurden in Tumorentitdten wie
Paragangliomen, medullaren, anaplastischen und follikuldaren Schilddriisenkarzinomen,
Ganglioneuromen, kleinzelligen NEC der Harnblase, Ewing-Sarkomen, ampullaren und
duktalen Adenokarzinomen des Pankreas, Adenokarzinomen der Harnblase, des Magens
und der Prostata, sero6sen Ovarialkarzinomen, Nebennierenrindenkarzinomen,
Plattenepithelkarzinomen der Vulva und Warthin-Tumoren der Parotis gefunden (Lennartz
et al., 2024). Fur die GAD2-Farbung pankreatischer NEN ergibt sich im Rahmen der Daten
der Lennartz-Studie eine Sensitivitat von 64,2% und eine Spezifitat von 96,3% (Lennartz et
al., 2024).

2.6 Ziel der Studie

Um festzustellen, ob sich Pax-6 als Tumormarker fur neuroendokrine Tumoren des
Pankreas eignet, ist es nun notwendig, eine groRe Zahl verschiedener Tumorentitaten
mithilfe eines validierten Antikdrpers unter standardisierten Bedingungen zu untersuchen.
Dazu wurden in dieser Studie 19.214 Tumoren 150 verschiedener Entitaten und
Subentitaten mithilfe eines Tissue Micorarrays auf die Expression von Pax-6 untersucht.
Die Validierung unseres Antikdrpers und des Farbeprotokolls erfolgte an 608
Gewebsproben aus 76 verschiedenen Normalgewebstypen. Zudem sollte geklart werden,
inwiefern sich Pax-6 mit GAD2 und PR — zwei weiteren von der UKE-Pathologie kurzlich
charakterisierten Markern fur pankreatischen Ursprung neuroendokriner Tumoren — in der

Diagnostik dieser Tumoren erganzen konnte.
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3 Material und Methoden

3.1 Die Tissue-Microarray-Technik

Das Tissue-Microarray (TMA)-Verfahren wird bereits seit 1998 verwendet und ist ein
schnelles, kostengunstiges und hoéchst standardisiertes Verfahren zur gleichzeitigen
Untersuchung hunderter Tumor-Gewebsproben auf einem einzelnen Objekttrager
(Kononen et al., 1998; Mengel et al., 2003). Grundlage dafir ist die Erstellung eines TMA-
Blockes durch Einbringen zylindrischer Gewebsproben aus Tumor- oder Normalgewebe in
einen vorgestanzten Paraffinblock. Dieser Block kann dann am Mikrotom geschnitten und
die entstandenen Schnitte durch immunhistochemische Methoden gegen ein bestimmtes
Protein gefarbt werden. Durch die groRe Zahl an auf dem Schnitt enthaltenen
Gewebsproben kénnen parallel und unter gleichen Bedingungen tber 600 Falle von einem
einzigen Pathologen ausgewertet werden, was nicht nur zu einer massiven Kostenreduktion
und Beschleunigung, sondern auch zu einer hohen Standardisierungsrate des Verfahrens
fuhrt (Mengel et al., 2003; Simon et al., 2004).

Zu beachten ist jedoch, dass zugunsten dieser positiven Eigenschaften der TMA-Technik
ein ganz erheblicher Aufwand bei der Erstellung der TMA-Bl6cke betrieben werden muss
(Bubendorf et al., 2001). Diese gliedert sich in die im Folgenden beschriebenen flnf
Arbeitsschritte, die sich teilweise Uber einen Zeitraum von Jahren hinweg erstrecken

konnen:
3.1.1  Auswahl potenziell geeigneter Falle fir den TMA

Zunachst erfolgt eine Recherche per Volltextsuche in Datenbanken wie dem Pathologie-
Informationssystem des UKE, um potenziell fir den TMA interessante Tumortypen zu
identifizieren. Diese werden anhand der pathologischen Berichte manuell auf Eignung
untersucht, insbesondere in Hinblick auf Eindeutigkeit der Diagnose, ausreichende

Tumorgrofle sowie moglichst geringe Tumornekrosen und regressive Veranderungen.
3.1.2 Histologische Beurteilung durch einen Pathologen

Die vorgescreenten Tumoren werden als nachstes einem erfahrenen Pathologen zur
Beurteilung ihrer Eignung vorgelegt. Dazu werden alle verfigbaren HE-Schnitte zu jedem
Fall ausgelegt und nach der GroRe des angeschnittenen Tumorgewebes beurteilt. Diese
muss mindestens 1cm? im Durchmesser betragen, um zu gewahrleisten, dass der
entsprechende Block spater technisch einwandfrei in den TMA-Block eingearbeitet werden
kann. Durch Filzstiftmarkierung um das Tumorgewebe wird der spater fir den TMA-Block

zu nutzende Teil des Schnittes markiert, erkennbar in Abbildung 16.
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Abbildung 16: Foto eines Gewebsblocks mit zugehdrigem histologischen Schnitt, in dem der spater zu

stanzende Bereich des Tumors markiert wurde.

Dann werden die zu den geeigneten Schnitten zugehdrigen Blocke aus dem Archiv
herausgesucht und ebenfalls auf ihre Qualitat untersucht. Eine Kontraindikation zur
Verwendung im TMA-Block stellen beispielsweise eine grébere Beschadigung des
Tumorgewebes oder eine Dicke des Paraffinblockes <2mm dar, da in diesen Fallen keine
beziehungsweise nicht ausreichend lange Gewebszylinder aus entnommen werden kdnnen
— ein so entstandener TMA-Block kdnnte nicht oft genug mit dem Mikrotom fur Studien

geschnitten werden, da das Gewebe nach relativ wenigen Schnitten enden wurde.
3.1.3 TMA-Organisation

AnschlieRend werden die als geeignet identifizierten Gewebsblocke in die am UKE
vorliegende standardisierte TMA-Liste eingetragen, um ihre jeweilige Position im zu
erstellenden TMA festzulegen. Jeder TMA ist standardmaRig in sechs Sektoren A-F
eingeteilt, die aufgrund ihrer Asymmetrie und der ungleichen Anzahl von Gewebsspots
auch bei Rotation des TMA-Schnittes in der Auswertung gut voneinander unterschieden
werden konnen. Die Gewebsspots sind in den einzelnen Sektoren numerisch und mit
Buchstaben kodiert, um eine eindeutige Auswertung zu ermdglichen: So werden die Zeilen
mit den Ziffern 1-9, die Spalten mit Buchstaben a-r bezeichnet, je nach tatsachlicher Grofie
des Sektors. Abbildung 17 zeigt den schematischen Aufbau eines Standard-TMAs. Je nach
ihrer Position auf dem zu erstellenden TMA werden die Tumorbldcke und die

dazugehorigen Schnitte mit den eingezeichneten Tumorgrenzen von A1a bis F9e sortiert.
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Abbildung 17: Schematischer Aufbau eines standardmaigen TMAs am UKE

3.1.4 Herstellung des TMAs

Im nachsten Schritt werden die durch Mitarbeiter der UKE-Pathologie entwickelten semi-
automatischen Arrayer (M. und C. Mirlacher) genutzt, um aus den Gewebsblécken
zylindrische Proben zu entnehmen und in bereitliegende Paraffinblécke zu stanzen, um den
TMA zu erstellen. Die folgenden Erlaiuterungen kénnen anhand von Abbildung 18 besser

nachvollzogen werden.

Uber eine mechanische Umschaltvorrichtung kann der Bediener des Gerates zum einen
den Bohrer bedienen, um exakt 0,6mm durchmessende Locher in den neuen Paraffinblock
zu stanzen. Zum anderen wird die Bedienung einer Hohlnadel erméglicht, mit deren Hilfe
ebenfalls exakt 0,6mm durchmessende Gewebszylinder aus dem im HE-Schnitt markierten
Tumorbereichs des Donorblocks enthnommen und mittels einer Stahldrahtvorrichtung in das
durch den Bohrer vorgestanzte Loch im Empfangerblock gesetzt werden kdnnen. Die
Umschaltvorrichtung des Arrayers erlaubt es dabei, zwischen dem Donorblock und dem
Mehrfachblockhalter fur die Empfangerblocke hin und her zu wechseln, ohne die Position
unter der Hohlnadel beziehungsweise dem Bohrer zu verandern. Auflerdem kann der
jeweilige Empfanger-TMA-Block uber ein kleines Podest abgedeckt werden, wahrend die
Proben aus den Spenderblécken entnommen werden, um eine Kontamination der

entstehenden TMA-Blocke zu verhindern.

Dabei werden jeweils mindestens sechs, teilweise bis zu zwolf Replikate eines TMAs
hergestellt. Dies wird erreicht, indem auf dem Mehrfachblockhalter bis zu sechs
Empfangerblécke (bei Verwendung zweier Mehrfachblockhalter bis zu zwolf) gelagert
werden, die nacheinander mit Tumorzylindern aus dem gleichen Spenderblock gefullt

werden. Dazu wird mit der Hohlnadel Gewebe aus unmittelbar an die erste Entnahmestelle
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angrenzenden Tumorgebieten enthommen, um die Vergleichbarkeit der TMA-Replikate
auch bei eventueller Heterogenitat des Tumors so hoch wie moglich zu halten.

Sobald alle Replikate einer Koordinate gesetzt wurden, ermdglicht es ein elektrischer
Schrittmotor im Arrayer dem Bediener, von dieser Koordinatenposition automatisch exakt
um immer den gleichen Abstand zur nachsten zu springen. Somit Iasst sich der Prozess
der Vorbereitung des TMA-Blocks per Bohrer, der Entnahme des Gewebes per Hohlnadel
und des Einsetzens in den TMA-Block nach und nach fir jede Koordinate der wachsenden
TMA-Blécke wiederholen, bis alle Tumorblécke einer Serie eingesetzt wurden oder die

letzte Koordinate des Blocks erreicht ist.

= = 2 .
p— T\
e o ===

Detailansicht von Bohrer (rechts) und Hohlnadel (links)

Abbildung 18: Ubersicht (iber den Aufbau eines UKE-Arrayers und einzelne Schritte der TMA-Herstellung

36



3.1.5 Erstellung des TMA-Datenfiles

Zuletzt wird der fertige, anonymisierte Datenfile zum TMA erstellt, der eine Zuordnung zu
personenbezogenen Daten unmdglich macht. Wahrend die Patientenzuordnung zuvor
bereits durch eine Pseudonymisierung durch Vergabe einer Biopsienummer erschwert
wurde, bestlinde in diesem Zustand theoretisch noch die Gefahr, dass bei einem
Hackerangriff auf das Pathologie-Informationssystem des UKE eine Zuordnung dieser
Biopsienummer zum Klarnamen der Patienten moglich ware. Nach der erfolgreichen
Erstellung des TMA wird die Biopsienummer nicht mehr l&nger gebraucht und kann
permanent aus dem TMA-Datenfile geléscht werden, was zu einer vollstandigen
Anonymisierung der Daten und Konformitdt mit Datenschutzrichtlinien fihrt. Eine
Zuordnung der Gewebsspots im fertigen Datenfile zu den klinisch-pathologischen Daten
Uber definierte Koordinaten kann trotzdem problemlos erfolgen. Tabelle 6 zeigt einen

beispielhaften anonymisierten Datenfile.

Tabelle 6: Anonymisierter TMA-Datenfile (Lungenkarzinom, LUN 5.2) zur besseren Darstellung des Aufbaus.

Tumordurch-
Array_Part|~ |Lokalisation |+ |Entitét [v| messer (mm)~ | pT |[+| pN ([~] R [+
A B 4g Plattenepithelkarzinom 72 pT3 0 1
A B 4h Plattenepithelkarzinom 25 pT1 0 0
A B 4i Plattenepithelkarzinom 55 pT2 3 0
A B 4k Plattenepithelkarzinom 19 pT1 0 0
A B 4l Plattenepithelkarzinom 35 pT2 2 0
A B4m Plattenepithelkarzinom 32 pT2 0 0

3.2 Verwendete TMA-Blocke fur die Pax-6-Studie

Fir die vorliegende Pax-6-Studie wurden zwei TMA-Sets genutzt.

Beim ersten Set handelt es sich um einen Normalgewebs-Array, der Gewebsproben von
insgesamt 8 Patienten enthalt, die aus insgesamt 76 verschiedenen, standardmafig
definierten Gewebskategorien stammen. Damit ergibt sich eine Gesamtzahl von 608
Normalgewebsproben aus 8 verschiedenen Individuen. Die genaue Zusammensetzung des

Normalgewebs-Arrays wird ersichtlich aus Tabelle 7.
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Tabelle 7: Zusammensetzung des Normalgewebs-Arrays am UKE.

Position | Organ, Gewebe/ Lokalisation Position | Organ, Gewebe/ Lokalisation
1 Aorta, Endothel 39 Rektum, Mukosa

2 Aorta, Media 40 Gallenblase, Epithel

3 Herz 41 Leber

4 Quergestreifte Skelettmuskulatur 42 Pankreas

5 Zunge, Muskulatur 43 Glandula parotis

6 Uterus, Myometrium 44 Glandula submandibularis

7 Appendix, muskuldre Wand 45 Glandula sublingualis

8 Osophagus, muskuldre Wand 46 Knochenmark

9 Magen, muskulare Wand 47 Duodenum, Brunner’sche Driise
10 lleum, muskulare Wand 48 Niere, Rinde

11 Colon descendens, muskulare Wand 49 Niere, Mark

12 Nierenbecken, muskulare Wand 50 Prostata

13 Harnblase, muskulare Wand 51 Glandula vesiculosa

14 Penis, Corpus spongiosum 52 Epididymis

15 Ovar, Stroma 53 Hoden

16 Fettgewebe 54 Bronchus, Mukosa

17 Haut 55 Bronchus, Driisen

18 Haut, Haarfollikel, Talgdriisen 56 Sinus paranasales

19 Lippe, Mukosa 57 Lunge

20 Mundhdhle 58 Mamma

21 Tonsille, Oberflachenepithel 59 Endozervix

22 Analkanal, Haut 60 Endometrium, Proliferation

23 Analkanal, Ubergangszone 61 Endometrium, Sekretion

24 Ektozervix 62 Tuba uterina, Mukosa

25 Osophagus, Plattenepithel 63 Fruhe Plazenta, Dezidua

26 Nierenbecken, Urothel 64 Ovar, Corpus luteum

27 Harnblase, Urothel 65 Ovar, follikulare Zyste

28 Reife Plazenta, Amnion, Chorion 66 Frihe Plazenta

29 Lymphknoten 67 Reife Plazenta

30 Milz 68 Nebennierenrinde

31 Thymus 69 Nebenschilddrise

32 Tonsille 70 Schilddrise

33 Magen, Antrum 71 Kleinhirn, Rinde (graue Substanz)
34 Magen, Corpus 72 Kleinhirn, Mark (wei3e Substanz)
35 Duodenum, Mukosa 73 Grof3hirn, graue Substanz

36 lleum, Mukosa 74 Grof3hirn, weile Substanz

37 Appendix, Mukosa 75 Hypophyse, Hinterlappen/ Infundibulum
38 Colon descendens, Mukosa 76 Hypophyse, Vorderlappen
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Beim zweiten verwendeten TMA-Set handelt es sich um einen Multitumor-Array, in dem
19.214 Tumor-Gewebsproben aus insgesamt 150 verschiedenen Tumortypen und
Subtypen enthalten sind. Tabelle 8 gibt einen genauen Uberblick (iber die
Zusammensetzung des Multitumor-TMAs (MTA). Alle Gewebsproben stammten aus den
Archiven des Institutes fir Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf, dem
Institut fur Pathologie des Klinikums Osnabriick sowie der Abteilung Pathologie des
Akademischen Klinikums Furth. Die Nutzung der archivierten Reste diagnostischer
Gewebeproben fur die Herstellung von TMAs und ihre Analyse zu Forschungszwecken
sowie die Analyse der Patientendaten wurden im Einklang mit lokalen Gesetzen (HmbKHG,
§12) vom lokalen Ethikkomitee (Ethikkomitee Hamburg, WF-049/09) genehmigt. Samtliche
Arbeiten wurden in Einklang mit der Deklaration von Helsinki durchgeflihrt. Daten zur
Expression von GAD2 und PR waren aus friiheren Studien an denselben Tumor-TMAs
vorhanden (Viehweger et al., 2022; Lennartz et al., 2024).

Tabelle 8: Genaue Zusammensetzung des fur die Pax-6-Studie verwendeten Multitumor-Arrays.

Organsystem Tumorentitat Probenzahl
auf TMA (n)

Pilomatrixom 35
Basalzellkarzinom 89
Benigner Navus 29

E Plattenepithelkarzinom der Haut 145
Malignes Melanom 65
Malignes Melanom (Lymphknotenmetastasen) 86
Merkelzell-Karzinom 48
Plattenepithelkarzinom des Larynx 109
Plattenepithelkarzinom des Pharynx 60
Orales Plattenepithelkarzinom des Mundbodens 130

" Pleomorphes Adenom der Glandula Parotis 50

% Warthin-Tumor der Glandula Parotis 104

[=

‘g_ Adenokarzinom, NOS (Papillares Zystadenokarzinom) 135

< Karzinom des Speicheldriisen-Ausfiihrungsganges 15
Azinuszellkarzinom der Speicheldrise 181
Adenoides zystisches Karzinoma der Speicheldrise 180
Basalzell-Adenokarzinom der Speicheldrise 25
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Organsystem

Kopf und Hals

Lunge, Pleura und Thymus

Weiblicher Genitaltrakt

Tumorentitat

Basalzelladenom der Speicheldriise

Epithelial-myoepitheliales Karzinom der Speicheldriise
Mukoepidermoides Karzinom der Speicheldrise

Myoepitheliales Karzinom der Speicheldrise

Myoepitheliom der Speicheldriise

Polymorphes Adenokarzinom, low grade, der Speicheldrise

Pleomorphes Adenom der Speicheldrise

Adenokarzinom der Lunge
Plattenepithelkarzinom der Lunge
Kleinzelliges Karzinom der Lunge
Mesotheliom, epithelioid
Mesotheliom, biphasisch

Thymom

Lunge, neuroendokriner Tumor (NET)
Plattenepithelkarzinom der Vagina
Plattenepithelkarzinom der Vulva
Plattenepithelkarzinom der Zervix
Adenokarzinom der Zervix
Endometrioides Endometriumkarzinom
Seroses Endometriumkarzinom
Karzinosarkom des Uterus
Endometriumkarzinom, high grade, G3
Klarzelliges Endometriumkarzinom
Endometrioides Ovarialkarzinom
Seroses Ovarialkarzinom

Muzinéses Ovarialkarzinom
Klarzelliges Ovarialkarzinom
Karzinosarkom des Ovars
Granulosazelltumor des Ovars

Leydigzelltumor des Ovars

Probenzahl
auf TMA (n)

101
53
343
21
1"
41
53
196
80
16
40
77
29
29
78
157
136
23
338
86
57

13

130
580
101
51
47

44
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Organsystem

Weiblicher
Genitaltrakt

Mamma

Gastrointestinal

Tumorentitat

Sertolizelltumor des Ovars
Sertoli-Leydigzelltumor des Ovars
Steroidzelltumor des Ovars

Brenner-Tumor

Invasives Mammakarzinom (NST)
Lobulares Mammakarzinom

Medullares Mammakarzinom

Tubulares Mammakarzinom

Muzindses Mammakarzinom
Phylloides-Tumor der Mamma
Adenomatéser Polyp, low-grade Dysplasie
Adenomatéser Polyp, high-grade Dysplasie
Adenokarzinom des Kolons
Adenokarzinom des Magens, diffuser Typ
Adenokarzinom des Magens, intestinaler Typ
Adenokarzinom des Magens, gemischter Typ
Adenokarzinom des Osophagus
Plattenepithelkarzinom des Osophagus
Plattenepithelkarzinom des Analkanals
Cholangiokarzinom

Adenokarzinom der Gallenblase
Klatskin-Tumor der Gallenblase
Hepatozellulares Karzinom

Duktales Adenokarzinom des Pankreas
Ampullares Adenokarzinom des Pankreas
Azinuszellkarzinom des Pankreas
Gastrointestinaler Stroma-Tumor (GIST)
Appendix, neuroendokriner Tumor (NET)
Kolorektal, neuroendokriner Tumor (NET)

lleum, neuroendokriner Tumor (NET)

Probenzahl
auf TMA (n)

1

3

3
41
1764
363
34
29
65
50
50
50
2483
215
215
62
83
76
91
58
51
42
312
659
98
18
62
25
12

53
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Organsystem

Gastrointestinal

Harnwege

Mannlicher Genitaltrakt

Tumorentitat

Pankreas, neuroendokriner Tumor (NET)
Kolorektal, neuroendokrines Karzinom (NEC)
lleum, neuroendokrines Karzinom (NEC)
Gallbladder, neuroendokrines Karzinom (NEC)

Pankreas, neuroendokrines Karzinom (NEC)

Nicht invasives papillares Urothelkarzinom, pTa G2 low grade

Nicht invasives papillares Urothelkarzinom, pTa G2 high grade

Nicht invasives papillares Urothelkarzinom, pTa G3
Urothelkarzinom, pT2-4 G3

Plattenepithelkarzinom der Harnblase

Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom der Harnblase
Sarkomatoides Urothelkarzinom

Urothelkarzinom des Nierenbeckens

Klarzelliges Nierenzellkarzinom

Papillares Nierenzellkarzinom

Klarzelliges (tubulares) papillares Nierenzellkarzinom
Chromophobes Nierenzellkarzinom

Onkozytom

Adenokarzinom der Prostata, Gleason 3+3
Adenokarzinom der Prostata, Gleason 4+4
Adenokarzinom der Prostata, Gleason 5+5
Adenokarzinom der Prostata (Rezidiv)

Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom der Prostata
Seminom

Embryonales Karzinom des Hodens

Leydigzelltumor des Hodens

Sertolizelltumor des Hodens
Keimstrang-Stromatumor des Hodens
Spermatozytischer Tumor des Hodens

Dottersacktumor

Probenzahl
auf TMA (n)

101
14
8

4
14
177
141
219
735
22
23
25
62
1287
368
26
170
257
83
80
85
258
19
682
54

31

13

53
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Weichteilgewebe und Knochen

Hamatopoetisches und lymphathisches
Gewebe

Tumorentitat

Teratom

Plattenepithelkarzinom des Penis
Schilddriisenadenom

Papillares Schilddrisenkarzinom
Follikulares Schilddriisenkarzinom
Medullares Schilddriisenkarzinom
Nebenschilddrisenadenom
Anaplastisches Schilddriisenkarzinom
Adenom der Nebennierenrinde
Karzinom der Nebennierenrinde
Phaochromozytom

Hodgkin-Lymphom

Kleinzelliges lymphozytisches Lymphom, B-Zell Typ (B-SLL/B-CLL)

Diffuses grof3zelliges B-Zell Lymphom (DLBCL)
Follikulares Lymphom

T-Zell Non-Hodgkin-Lymphom

Mantelzell-Lymphom

Marginalzonen-Lymphom

Diffuses groRzelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL) im Hoden
Burkitt-Lymphom

Tendosynovialer Riesenzelltumor

Granularzelltumor

Leiomyom

Leiomyosarkom

Liposarkom

Maligner Tumor der peripheren Nervenscheiden (MPNST)
Myofibrosarkom

Angiosarkom

Angiomyolipom

Dermatofibrosarkoma protuberans

Probenzahl
auf TMA (n)

53
92
113
391
154
111
43
45
50
28
50
103
50
113
88
25
18
16

16

45
53
50
94

145

26
74
91

21

43



Probenzahl

Organsystem Tumorentitat
auf TMA (n)

Ganglioneurom 14
Kaposi-Sarkom 8
Neurofibrom 117

c Sarkom (NOS) 74

E

9 Paragangliom 41

X

'g Ewing-Sarkom 23

% Rhabdomyosarkom 7

]

g-; Schwannom 122

[0

T Synovialsarkom 12

©

= Osteosarkom 44
Chondrosarkom 40
Rhabdoid-Tumor 5
Solitarer fibroser Tumor 17

Summe 19.214

3.3 Immunhistochemie

Unverzichtbar fiir die Visualisierung und Diagnostik einzelner Proteine am pathologischen
Gewebsschnitt ist die immunhistochemische Farbung mittels spezifischer Antikdrper gegen
verschiedene Zielproteine. Dieses Routineverfahren ermdglicht es unter anderem,
Tumoren nach ihrer Proteinexpression zu klassifizieren und genauere Aussagen zu
Prognose und Therapie zu treffen (Moch et al., 2019). Zur Visualisierung wird der
spezifische, aber farblose Primarantikdrper nach seiner Bindung an das Zielprotein Uber

direkte oder indirekte Immunhistochemie nachgewiesen.
3.3.1 Herstellung von Antikorpern

Antikérper kénnen je nach Herstellungsprozess mono- oder polyklonal sein. Polyklonale
Antikérper werden aus dem Serum von im Labor gezichteten Tieren wie Kaninchen oder
Mausen gewonnen und weisen aufgrund einer gréReren Bandbreite produzierter Antikérper
(jede B-Zelle produziert einen Typ von Antikdrper) eine geringere Spezifitdt, durch ihre
Fahigkeit zur Bindung an mehrere Epitope aber gleichzeitig oft eine héhere Sensitivitat auf,
wobei selbst bei fixierungsbedingter Zerstérung einzelner Zielepitope noch eine

Bindungsreaktion moglich ist (Saper, 2009; Wine et al., 2013; Hantschke et Palmedo,
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2015). Mogliche Grinde fir die Bandbreite produzierter polyklonaler Antikérper liegen in
der VDJ-Rekombination, Genkonversion — hier passen sich Teile eines Genabschnitts
hinsichtlich der Struktur an einen anderen an, ohne dass wie beim Crossing-over die
Lokalisation der Genabschnitte verandert wird — und somatischen Hypermutation
(Baltimore, 1981; Kim et al., 1981; Becker et Knight, 1990; zusammengefasst in Cheung et
al., 2012).

Monoklonale Antikorper hingegen werden in Zellkulturen produziert und sind — zumindest
theoretisch — sehr spezifisch auf ein Antigen-Epitop gerichtet, obgleich es auch hier zu
Kreuzreaktionen mit anderen Strukturen kommen kann (Hantschke et Palmedo, 2015). Eine
Methode zur Herstellung monoklonaler Antikorper ist die Hybridoma-Technik, bei der Gber
eine Fusion der gewunschten B-Zelllinie mit Tumorzellen deren Immortalisierung erreicht
wird und somit die Produktion von Antikdrpern Uber einen einzelnen Klon erfolgt (Kéhler et
Milstein, 1975; Uhr et al., 1984).

3.3.2 Direkte Immunhistochemie

a b ’

* Primédrantikdrper ' , i s
Percuidase Lonjagiist Sekundidrantkorper
Peroxidase-konjugiert

. Primirantikdrper
Antigen Peroxidase-konjugiert
e ——— e ——
' . Antigen

Abbildung 19: Schematische Darstellung der direkten (a) und indirekten (b) Immunhistochemie. Grafik

modifiziert nach Hantschke et Palmedo, 2015.

In der klassischen direkten Immunhistochemie, erkennbar in Abbildung 19 (a), wird der
Primarantikorper direkt an ein fluoreszenzmikroskopisch detektierbares Fluorophor wie
Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) oder an ein Enzym wie alkalische Phosphatase oder
Peroxidase konjugiert (Hantschke et Palmedo, 2015; Im et al., 2019). Bei Zugabe eines
Substrates katalysiert das Enzym eine farblich detektierbare Reaktion und ermdglicht so
eine visuelle Lokalisierung des nachzuweisenden, vom Primarantikdrper gebundenden
Antigens (Hantschke et Palmedo, 2015; Moch et al., 2019). Die Nutzung eines solchen
Jlabeled antibody“ fuhrt zu einer geringeren Sensitivitat des Antigennachweises als
nachfolgend beschriebene Techniken, da nur dieser eine Primarantikbrper an das Antigen
bindet und eine Signalverstarkung durch Bindung weiterer Sekundar- und Tertidrantikérper

— wie in der indirekten Immunhistochemie — ausbleibt (Hantschke et Palmedo, 2015).
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3.3.3 Indirekte Immunhistochemie

Alternativ steht die indirekte Methode zur Detektion zur Verfliigung. Sie beruht auf einer
Konjugation eines eine Farbreaktion katalysierenden Enzyms oder eines Fluorophors mit
einem polyklonalen Sekundarantikbrper, der wiederum gegen den FcTeil des
Primarantikorpers gerichtet ist, siehe Abbildung 19 (b) (Hantschke et Palmedo, 2015).
Zentral dafur ist, dass der Sekundarantikdrper einer anderen Spezies entstammt als das zu
untersuchende Antigen, um eine Kreuzreaktivitat des Sekundarantikérpers mit nicht
nachzuweisenden Gewebetypen der Probe zu vermeiden (Im et al., 2019). Das indirekte
Detektionssystem kann durch zahlreiche Verfahren weiter amplifiziert und in seiner
Sensitivitat gesteigert werden, beispielsweise durch Hinzufiigen eines Tertidrantikorpers
(Hantschke et Palmedo, 2015; Im et al., 2019).

Obgleich die direkte Immunhistochemie schneller durchfiihrbar ist, ist die indirekte Methode
der direkten bezuglich Sensitivitdt des Antigennachweises und Amplifikation des Signals
deutlich Uberlegen: Bereits die standardmafig stattfindende Bindung mehrerer
Sekundarantikorper an verschiedene Epitope eines einzelnen Primarantikorpers fihrt zu
einer deutlich héheren Sensitivitat der Darstellung (Hantschke et Palmedo, 2015; Im et al.,
2019).

3.3.4 EPOS-, PAP- und APAAP-Methodik

Alternative Methoden zur klassischen direkten und indirekten Immunhistochemie sind
EPOS, PAP und APAAP.

EPQOS, dargestellt in Abbildung 20 (a), steht fiir ,Enhanced Polymer One Step Staining” und
ist eine sensitive direkte immunhistochemische Methode, im Rahmen derer kettenférmige
Dextranpolymere mit Farbenzymen und Primarantikdrpern konjugiert werden (Hantschke
et Palmedo, 2015). Alternativ ist auch im Rahmen der EnVISION-Technik (Dako) eine
indirekte Darstellung, erkennbar in Abbildung 20 (b), Uber eine Konjugation des
Dextranpolymers mit an Primarantikorper bindenden Sekundarantikbrpern mdoglich, die
wiederum Uber konjugierte Enzyme Substrat umsetzen und eine Farbung bewirken kénnen
(Hantschke et Palmedo, 2015).
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Abbildung 20: Schematische Darstellung der (a) und (b) EPOS-, (c) PAP- und (d) APAAP-Methodik. Modifiziert
nach Hantschke et Palmedo, 2015.

In der PAP- (siehe Abbildung 20 (c)) und APAAP-Methode (siehe Abbildung 20 (d)) wird
ein sogenannter Brickenantikdrper eingesetzt, der Uber seinen Fa,-Bereich an den Fe-
Bereich des Primarantikdrpers bindet; zusatzlich bindet der Brickenantikérper auch an
einen Komplex aus einem weiteren Antikdrper und einem Farbenzym und bindet diesen
Komplex damit auch an den Primarantikdrper — wichtig dafur ist, dass der Primarantikdrper
aus derselben Spezies gezilichtet wurde wie der Antikérper im Komplex mit dem Farbenzym
(Hantschke et Palmedo, 2015). Das eingesetzte Farbenzym ist hier wieder entweder
Peroxidase, woraus sich ein Peroxidase-Anti-Peroxidase-Komplex und damit der Name
PAP ergeben; oder Alkalische Phosphatase, wobei der Name APAAP sich aus dem
Komplex Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase ergibt (Hantschke et
Palmedo, 2015).

3.3.5 ABC- und LSAB-Methode

Weitere immunhistochemische Nachweisformen stellen die ABC- und LSAB-Methoden dar,
die die hohe Affinitdt von Avidin bzw. Streptavidin (Glykoproteine) zu Biotin ausnutzen
(Hantschke et Palmedo, 2015; Im et al., 2019). Zunachst bindet ein mit Biotin (Vitamin H)
markierter Sekundarantikérper an den Primarantikorper. In der ABC-Methode, erkennbar in
Abbildung 21 (a), wird ein biotinylierter Briickenantikbrper genutzt, um einen Avidin-Biotin-
Enzymkomplex (ABC) zu binden (Hantschke et Palmedo, 2015; Im et al., 2019). In der
LSAB-Methode hingegen, dargestellt in Abbildung 21 (b), werden Avidin oder Streptavidin
ohne Biotin direkt mit einem Enzym zum spéateren Substratumsatz oder mit Fluorophoren
konjugiert (labeled Avidin/ Streptavidin) und binden dann an den biotinylierten
Sekundarantikérper (Hantschke et Palmedo, 2015; Im et al., 2019).
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. . Antigen . . Antigen

Abbildung 21: Schematische Darstellung der (a) ABC- und (b) LSAB-Methode. Modifiziert nach Hantschke et
Palmedo, 2015.

3.3.6 Herausforderungen der immunhistochemischen Farbung

Obwohl durch die oben angesprochenen Techniken generell eine Visualisierung von
Zielantigenen erfolgen kann, ergeben sich einige praktische Probleme in der Durchflihrung
der Immunhistochemie, die sich negativ auf die Vergleichbarkeit von Studienergebnissen

auswirken.

Zum einen sind polyklonale Antikorper spezifisch fir ein einzelnes, zwangslaufig sterbliches
Tier, dessen Serum regelmafig zur Gewinnung der Antikérper genutzt wird (Saper, 2009).
Weiterhin resultiert die Herstellung polyklonaler AntikGrper — wie bereits angesprochen —
aufgrund des Prozesses der Beimpfung eines lebendigen Tieres mit einem einzigen
Zielprotein immer in einer hohen Anzahl verschiedener Antikérper, die aufgrund des
physiologischen Prozesses der Antikdrperbildung entstehen (Baltimore, 1981; Kim et al.,
1981; Becker et Knight, 1990; zusammengefasst in Cheung et al., 2012). Dadurch ist bei
polyklonalen Antikdrpern nicht genau festzustellen, welche der gewonnenen Antikdrper fir
die gewlinschten immunhistochemischen Farbungen verantwortlich ist (Saper, 2009;
Cheung et al., 2012). Die Herstellung monoklonaler Antikdrper Uber Fusion der
gewunschten Antikorper-herstellenden Zelllinie mit Tumorzellen und ihre subsequente
Immortalisierung bietet daher deutliche Vorteile bezuglich Langlebigkeit der Antikorperlinie
(Kohler et Milstein, 1975; Uhr et al., 1984). Auch hier besteht jedoch die Problematik, dass
unterschiedliche Hersteller zwar jeweils monoklonale Antikdrper gegen das gleiche
Zielantigen produzieren, eine Vergleichbarkeit dieser jedoch nur gegeben ist, wenn exakt
identische Klone genutzt werden — verschiedene monoklonale Antikérper-Klone gegen das

gleiche Zielprotein sind in ihrer Vergleichbarkeit ebenfalls stark eingeschrankt.

Antikorper unterschiedlicher Anbieter weisen daher zwangslaufig eine sehr hohe Variabilitat
bezuglich Spezifitdt der Bindung an das Zielantigen versus uninteressante
Hintergrundreaktionen sowie bezuglich der zu bevorzugenden Farbeprotokolle auf. Selbst

bei Einhaltung des gleichen Farbeprotokolls ist die Vergleichbarkeit zweier verschiedener
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Antikorper stark eingeschrankt; eine Vergleichbarkeit von Studien mit variierenden
Antikdrpern in verschiedenen Laboren ist kaum gegeben (Saper, 2009; Im et al., 2019; Jain
et Salunke, 2019).

Neben dieser Problematik stellt auch die standardmafRig verwendete Fixierung von
Schnitten mit Formalin zur Vermeidung von Zelluntergdngen und Verwesungsvorgangen
ein Problem fur die Spezifitdt der Immunreaktion dar. Durch die Formalinfixierung entsteht
vielfach sogenanntes Cross-Linking zwischen Proteinen und DNA, wodurch Epitope
zerstort, in ihrer Zuganglichkeit fur Antikdrper behindert oder auch neu gebildet werden
kénnen, was zu unspezifischen Farbreaktionen fihren kann (Helander, 1994; Werner et al.,
2000). Eine Moglichkeit zur Umgehung dieser Problematik ist die Nutzung des Heat
Induced Epitope Retrieval (HIER)-Verfahrens, in dem durch Hitzeinduktion teilweise das
Crosslinking aufgehoben werden kann, wodurch die Farbeergebnisse deutlich verbessert
werden (Hantschke et Palmedo, 2015; Im et al., 2019). Trotzdem reagiert Gewebe nach
Fixierung durch Formalin und die HIER-assoziierte Exposition zu Temperaturen von 121°C
immer anders auf Antikorper, als wenn es diesen im frischen Zustand exponiert worden
ware (Yamashita, 2007). Zusatzlich zur Formalinexposition spielt die Alkoholexposition des
Gewebes im Farbeprozess ebenfalls eine erschwerende Rolle fiir die Antikorperreaktion,
denn auch der Kontakt mit Alkohol flhrt zu einer Veranderung der Proteinstruktur tUber
Koagulationsprozesse, die wiederum die Antikdrperbindung erschweren (Werner et al.,
1996).

3.4 Immunhistochemisches Farbeprotokoll

Der Ablauf der immunhistochemischen Farbung gegen Pax-6 gliederte sich in sechs

Schritte, die Tabelle 9 entnommen werden kénnen.
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Tabelle 9: Detaillierte Darstellung des Farbeprotokolls fir Pax-6

Arbeitsschritt

Genauer Ablauf

1.

Vorbereitung der

Objekttrager

Anfertigung frischer Schnitte am Mikrotom (2,5um Dicke)
Inkubation Gber Nacht im Brutschrank (60°C)
Entparaffinierung und Rehydrierung mittels absteigender
Alkoholreihe (beginnend bei Xylol, bis Aqua dest)

Autoclavierung fur 5 Minuten bei 121°C mit Target Retrieval

2. Vorbehandlung zur
Demaskierung der Solution Buffer von DAKO (Agilent, CA, USA, #S2367; pH 7,8)
Epitope e  2x Spulung mit destilliertem Wasser
e 1x Spulung mit TBS-T-Puffer fir 5 Minuten
3. Durchfiihrung des e  Durchfuhrung in einer feuchten Kammer
Peroxidase-Blocks e 10-minitige Inkubation mit RTU Peroxidase Blocking Solution
(DAKO; Agilent, CA, USA, #52023)
e  3x Spulung mit TBS-T-Puffer fiir je 5 Minuten
4. Farbung mit dem e  60-minutige Inkubation mit 1:150 Anti-Pax-6 (monoklonal, Maus,
spezifischen MSVA-706M, MS Validated Antibodies, Hamburg, Deutschland;
Primarantikdrper #5703-706M) bei 37°C
e  3x Spulung mit TBS-T-Puffer fir je 5 Minuten
5. Férbung mit einem e 30-minutige Inkubation mit Sekundarantikérper (Real EnVision

Sekundarantikérper

Detection System von DAKO; Agilent, CA, USA, #K5007) bei

37°C
e  3x Spulung mit TBS-T-Puffer fiir je 3 Minuten
¢ 10-minutige Inkubation mit DAKO-DAB Chromogen #K5007 bei

Raumtemperatur

zur Visualisierung

6. Chromogenisierung

e 1x Spulung mit destilliertem Wasser

e 15-sekindige Farbung mit Hamatoxylin

e 15-sekiindige Spllung in Leitungswasser zum Blauen

e Dehydrierung mittels aufsteigender Alkoholreihe (bis Xylol)

e  Schutz durch Folie im Eindeckautomaten

Zunachst wurden am Vortag am Mikrotom Schnitte mit einer Dicke von 2,5um angefertigt
und im Brutschrank bei 60°C aufbewahrt. Am folgenden Tag erfolgte die Entparaffinierung
und Rehydrierung der Schnitte durch Behandlung mit einer absteigenden Alkoholreihe und

destilliertem Wasser.

AnschlieRend wurde zur Aufhebung der bei Fixierung entstehenden Crosslinkings der
Epitope eine Demaskierung mittels HIER-Technik im Autoclav durchgefiihrt. Dazu wurde
ein Citratpuffer genutzt, um die Schnitte funf Minuten lang bei 121°C zu autoclavieren.
Danach erfolgten zwei Spulungen mit Aqua dest und eine finfminltige Inkubation mit TBS-
T-Puffer (Tris-buffered saline with Tween20), um unspezifische und ungewollte Antigen-

Antikérper-Bindungen méglichst auf ein Minimum zu reduzieren.
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Im nachsten Schritt wurde ein endogener Peroxidase-Block mittels Zugabe einer
Peroxidase Blocking Solution und Inkubation fur zehn Minuten vorgenommen. Danach fand
zur Steigerung der Spezifitdt der Farbung erneut eine Spulung mit TBS-T-Puffer statt,

diesmal in drei Zyklen a 5 Minuten.

Im Folgenden erfolgte die Farbung mittels einem spezifischen Primarantikérper fir Pax-6
(monoklonal, Maus, MSVA-706M, MS Validated Antibodies, Hamburg, Deutschland;
#5703-706M), der in einer Verdinnung von 1:150 und bei einem AcpH-Wert von 7,8 fur 60
Minuten bei einer Temperatur von 37°C mit den Schnitten inkubiert wurde, wonach drei

weitere Spulungen mit TBS-T-Puffer erfolgten.

Im flnften Schritt wurde dann der Sekundarantikérper hinzugegeben und bei 37°C mit den
Schnitten inkubiert, um eine sichtbare Farbereaktion hervorzurufen. Nach 30 Minuten
wurden erneut drei Spulungen mit TBS-T-Puffer durchgefiihrt, um wiederum unspezifische

Antikorper-Antigen-Reaktionen zu minimieren.

AbschlieRend fand eine Chromogen-Behandlung statt, in der die Schnitte mit DAB-
Chromogen bei Raumtemperatur inkubiert wurden, um die nachfolgende Auswertung zu
erleichtern. Nach einer Spllung mit destilliertem Wasser wurden die Schnitte mit
Hamatoxylin eingefarbt, anschlieRend mit Leitungswasser gespdlt, um eine Blauung zu
erreichen, dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und schliellich mit Folie

eingedeckt.

Eine Antikorpervalidierung fand mittels dem monoklonalen Pax-6-Antikdrper [EPR15858]
(Abcam, Cambridge, UK, #ab195045) statt, mit dem der Normalgewebs-Array in einer
Verdinnung von 1:10.000 bei ansonsten identischem Farbeprotokoll ebenfalls eingefarbt

und immunhistochemisch beurteilt wurde.
3.5 Immunhistochemische Auswertung

Die Auswertung der Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung fand bezulglich
Prozentsatzes gefarbter Tumorzellen sowie seminquantitativ durch Angabe der Intensitat
der Farbung (Skala: 0, 1+, 2+, 3+) statt. Daraus ergeben sich vier der Tabelle 10
entnehmbare Kategorien, nach denen die Ergebnisse anschlieend statistisch ausgewertet

wurden.
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Tabelle 10: Kriterien fur die statistische Auswertung der immunhistochemischen Farbung

Auswertungskategorie Anteil gefarbter Tumorzellen Semiquantitative Angabe der
(%) Farbeintensitat
Negativ 0 0
Schwach positiv <70 1+
<30 2+
Moderat positiv >70 1+
31-70 2+
<30 3+
Stark positiv >70 2+
>30 3+
3.6 Statistik

Sensitivitat und Spezifitdt von Pax-6, PR und GAD2 (allein oder in Kombination) fiir die
Identifizierung pankreatischen Ursprungs wurden anhand der folgenden Formeln
berechnet, wobei n fir die jeweilige Anzahl steht:

n (korrekt positiv)
n (korrekt positiv) + n (falsch negativ)

Sensitivitat =

n (korrekt negativ)
n (korrekt negativ) + n (falsch positiv)

Spezifitat =

Diese Analysen schlossen 79 pankreatische NET, 12 pankreatische NEC, 4 NEC aus der
Gallenblase, 28 Merkelzellkarzinome, 15 kleinzellige NEC der Harnblase, 6 kleinzellige
NEC der Prostata, 11 kolorektale NET, 10 kolorektale NEC, 16 NET der Appendix, 18 NET
der Lunge, 11 kleinzellige Lungenkarzinome, 48 NET des lleums, 104 medullare

Schilddrisenkarzinome, 41 Paragangliome und 49 Phaochromozytome ein.
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4 Ergebnisse

4.1 Technische Aspekte

Insgesamt 17.224 (89,6%) von 19.214 Tumorgewebeproben waren in unserer TMA-
Untersuchung auswertbar. Ursachen fir nicht auswertbare Proben beeinhalteten entweder
das Fehlen eindeutiger Tumorzellen in den entsprechenden Gewebeproben oder das
vollstandige Fehlen einzelner Proben an den dafir vorgesehenen TMA-Positionen. Am
Normalgewebe-TMA waren von jedem Gewebetyp mindestens vier Gewebeproben

auswertbar.
4.2 Pax-6 in Normalgeweben

Eine maRig bis stark ausgepragte nukleare Pax-6-Farbung zeigte sich in Inselzellen des
Pankreas, einer variablen Anzahl von neuroendokrinen Zellen in den Epithelien des
Gastrointestinaltrakts einschliel3lich Brunner-Driisen, einem Subset von respiratorischen
Epithelzellen sowie von darunter liegenden Driusenepithelien in paranasalen Sinus,
einzelnen epithelialen Zellen der Adenohypophyse, Granularzellen des Cerebellums und in
einem Subset von Gliazellen im Cerebrum. Reprasentative Abbildungen von Pax-6-
gefarbten Normalgeweben sind in Abbildung 22 bis Abbildung 29 dargestellt. Eine Pax-6-
Positivitat der genanten Zelltypen wurde auch mit einem zweiten, unabhangigen Antikérper
[EPR15858] bestatigt, erkennbar in Abbildung 30 bis Abbildung 37. Eine Pax-6-Farbung
war in den folgenden Gewebetypen nicht nachweisbar: Skelettmuskel, Herzmuskel, glatte
Muskulatur, Aortenwand, Myometrium des Uterus, Corpus spongiosum des Penis,
Ovarialstroma, Fett, Haut (einschlief3lich Haarfollikel und Talgdriisen), nicht verhornendes
Plattenepithel von Lippe, Mundhéhle, Tonsillenoberflaiche, Ektozervix und Osophagus,
Ubergangsepthel des Analkanals, Urothel von Nierenbecken und Harnblase, Dezidua,
Plazenta, Lymphknoten, Milz, Knochenmark, Thymus, Tonsille, Gallenblase, Leber,
Karotis, Glandula submandibularis, Glandula sublingualis, Niere, Prostata, Samenblase,
Hoden, Nebenhoden, Lunge, Brust, Endozervix, Endometrium, Eileiter, Nebenniere,

Schilddriise und Nebenschilddriise.
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e
Abbildung 22: Pankreas mit starker nuklearer und diskreter zytoplasmatischer Pax-6-Anfarbung von Zellen in
Langerhans’schen Inseln.

Abbildung 23: Magen-Mukosa mit Pax-6-Anfarbung vereinzelter (endokriner) Zellen.
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Abbildung 25: Brunner‘sche Driise mit kraftiger nuklearer Anfarbung einzelner endokriner Zellen.
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Abbildung 26: Respiratorisches Epithel eines Bronchus mit nuklearer Pax-6-Anfarbung einzelner

respiratorischer Epithelzellen.

Abbildung 27: Cerebrum mit kraftiger nuklearer Pax-6-Anfarbung von Granularzellen.
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Abbildung 29: Hypophyse mit geringgradiger nuklearer Pax-6-Anfarbung einzelner Epithelzellen
(Adenohypophyse).
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Abbildung 30: Pankreas mit kraftiger nuklearer Anfarbung von Inselzellen mit den Antikérpern MSVA-706M

(A) und [EPR15858] (B).

58



Abbildung 31: Magen mit kraftiger nuklearer Positivitat von endokrinen Zellen, nachgewiesen mit MSVA-706M
(A) und [EPR15858] (B).
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Abbildung 32: Rektum-Mukosa mit kraftiger nuklearer Pax-6-Positivitat in einzelnen endokrinen Zellen,

dargestellt mit MSVA-706M (A) und [EPR15858] (B).

60



Anfarbung einzelner endokriner Zellen,

Abbildung 33: Brunner‘sche Driisen des Duodenums mit starker Pax-6

dargestellt mit Antikérpern MSVA-706M (A) und [EPR15858] (B).
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Abbildung 34: Respiratorisches Epithel des Bronchus mit kraftiger nuklearer Farbung einzelner
respiratorischer Zellen, nachgewiesen mit Antikérpern MSVA-706M (A) und [EPR15858] (B).
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Abbildung 35: Adenohypophyse mit maRiggradiger nuklearer Positivitat einzelner epithelialer Zellen,

dargestellt mit MSVA-706M (A) und [EPR15858] (B).
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Abbildung 36: Cerebrum mit kraftiger nuklearer Positivitat von Granularzellen, dargestellt mit MSVA-706M (A)
und [EPR15858] (B).
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Abbildung 37: Cerebrum mit maRig starker bis starker nuklearer Pax-6-Anfarbung von Gliazellen, dargestellt
mit Antikorper MSVA-706M (A) und [EPR15858] (B).
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4.3 Pax-6 in Tumoren

Eine Pax-6-Immunfarbung fand sich in 426 (2,5%) der 17.224 auswertbaren Tumoren.
Darunter fanden sich 269 (1,6%) mit schwacher, 96 (0,6%) mit maRig starker und 61 (0,4%)
mit starker Farbung. Insgesamt 60 (40%) der 150 untersuchten Tumorkategorien zeigten
mindestens einen Fall mit Pax-6-Positivitat und 16 (10,5%) der Tumorkategorien
beinhalteten mindestens einen Fall mit einer starken Pax-6-Positivitat, erkennbar in Tabelle
11. Reprasentative Bilder von Pax-6-gefarbten Tumoren sind in Abbildung 38 bis Abbildung
45 dargestellt. Die hochste Pax-6-Positivitatsrate fand sich in  pankreatischen
neuroendokrinen Neoplasmen (NEN; 42,9-70,8%), anderen NEN (bis zu 50% positiv)
Hoden-Tumoren (bis zu 58% positiv), Basalzellkarzinomen der Haut (51,9%),
Plattenepithelkarzinomen von verschiedenen Ursprungsorganen (1,5-11,8%) und in
verschiedenen gynakologischen Tumoren (bis zu 30%). Eine Pax-6-Positivitatsrate von
weniger als 8% — meistens mit schwacher Intensitat — fand sich in 43 Tumorkategorien,
beispielsweise bei Sarkomen NOS (7,2%), Hodgkin-Lymphomen (4,3%), Mamma-
Karzinomen (0,6-2,6%) und kolorektalen Adenokarzinomen (0,3%). Der Vergleich von
pankreatischen und extrapankreatischen NEN ergab einen signifikanten Unterschied fir
neuroendokrine Tumoren (NET), aber nicht fur die weniger differenzierten neuroendokrinen
Karzinome (NEC). Pankreatische NET waren in 70,8% der Falle Pax-6-positiv (63 von 89
positiv), wahrend extrapankreatische NET nur in 2,7% (3 von 112 positiv; p<0,0001) positiv
waren. Der Unterschied war wesentlich geringer zwischen pankreatischen NEC (42,9%

positiv) und extrapankreatischen NEC (25% positiv, p=0,1732).

Tabelle 11: Ubersicht (iber die Auswertungsergebnisse der Pax-6-Immunhistochemie-Farbung.

Pax-6-lImmunfarbung

Tumorentitat Auf  Analysier- Negativ Schwach Moderat Stark
TMA  bar (n) (%) (%) (%) (%)
(n)
Pilomatrixom 35 22 100.0 0.0 0.0 0.0
Basalzellkarzinom 89 54 481 46.3 5.6 0.0
Benigner Navus 29 27 100.0 0.0 0.0 0.0
E Plattenepithelkarzinom der
* Haut 145 130 98.5 1.5 0.0 0.0
Malignes Melanom 65 61 98.4 1.6 0.0 0.0

Malignes Melanom
(Lymphknotenmetastasen) 86 72 100.0 0.0 0.0 0.0
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Merkelzell-Karzinom

Plattenepithelkarzinom des
Larynx

Plattenepithelkarzinom des
Pharynx

Orales
Plattenepithelkarzinom des
Mundbodens

Pleomorphes Adenom der
Glandula Parotis

Warthin-Tumor der
Glandula Parotis

Adenokarzinom, NOS
(Papillares
Zystadenokarzinom)

Karzinom des
Speicheldriisen-
Ausfiihrungsganges

Azinuszellkarzinom der

Speicheldriise

Adenoides zystisches
Karzinoma der

Speicheldriise

Basalzell-Adenokarzinom
der Speicheldriise

Basalzelladenom der
Speicheldriise

Epithelial-myoepitheliales
Karzinom der

Speicheldriise

Mukoepidermoides
Karzinom der

Speicheldriise

109

60

130

50

104

135

181

180

25

101

53

343

94

51

114

47

100

110

12
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115

23
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94.7

88.2

95.6

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

3.2

7.8

4.4

0.0
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0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

1.1
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0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

1.1

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0
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Plattenepithelkarzinom des

Kopf und Hals

Lunge, Pleura und Thymus

Weiblicher Genitaltrakt

Larynx

Myoepitheliom der
Speicheldriise

Polymorphes
Adenokarzinom, low grade,
der Speicheldriise

Pleomorphes Adenom der
Speicheldriise

Adenokarzinom der Lunge

Plattenepithelkarzinom der
Lunge

Kleinzelliges Karzinom der

Lunge

Mesotheliom, epithelioid
Mesotheliom, biphasisch
Thymom

Lunge, neuroendokriner
Tumor (NET)

Plattenepithelkarzinom der
Vagina

Plattenepithelkarzinom der
Vulva

Plattenepithelkarzinom der

Zervix
Adenokarzinom der Zervix

Endometrioides

Endometriumkarzinom

Serdses

Endometriumkarzinom

Karzinosarkom des Uterus

21

11

41

53

196

80

16

40

77

29

29

78

157

136

23

338

86

57

18

32

39

190

75

12

30

48

28

28

63

143

126

19

267

63

47

100.0

100.0

100.0

100.0

99.5

94.7

100.0

100.0

100.0

100.0

96.4

98.4

96.5

96.8

78.9

93.3

95.2

80.9

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

5.3

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

1.6

2.8

3.2

10.5

5.2

4.8

12.8

0.0

0.0

0.0

0.0

0.5

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

3.6

0.0

0.7

0.0

10.5

1.5

0.0

43

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

21
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Weiblicher Genitaltrakt

Mamma

Endometriumkarzinom,
high grade, G3

Klarzelliges

Endometriumkarzinom

Endometrioides

Ovarialkarzinom
Sertses Ovarialkarzinom

Muzindses

Ovarialkarzinom

Klarzelliges

Ovarialkarzinom
Karzinosarkom des Ovars

Granulosazelltumor des
Ovars

Leydigzelltumor des Ovars
Sertolizelltumor des Ovars

Sertoli-Leydigzelltumor des
Ovars

Steroidzelltumor des Ovars
Brenner-Tumor

Invasives Mammakarzinom
(NST)

Lobulares

Mammakarzinom

Medullares

Mammakarzinom

Tubulares

Mammakarzinom

Muzintses

Mammakarzinom

Phylloides-Tumor der

Mamma

13

130

580

101

51

47

44

41

1764

363

34

29

65

50

10

121

536

85

49

47

37

40

1675

340

33

24

57

44

70.0

100.0

88.4

89.0

95.3

98.0

87.2

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

97.5

97.4

99.4

97.0

100.0

100.0

100.0

30.0

0.0

5.8

8.6

1.2

2.0

8.5

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

25

21

0.6

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

5.0

24

3.5

0.0

4.3

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.5

0.0

3.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.8

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.1

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0
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Adenomatdser Polyp, low-

Gastrointestinal

grade Dysplasie

Adenomatdser Polyp, high-
grade Dysplasie

Adenokarzinom des Kolons

Adenokarzinom des
Magens, diffuser Typ

Adenokarzinom des
Magens, intestinaler Typ

Adenokarzinom des
Magens, gemischter Typ

Adenokarzinom des
Osophagus

Plattenepithelkarzinom des
Osophagus

Plattenepithelkarzinom des
Analkanals

Cholangiokarzinom

Adenokarzinom der
Gallenblase

Klatskin-Tumor der
Gallenblase

Hepatozellulares Karzinom

Duktales Adenokarzinom
des Pankreas

Ampullares
Adenokarzinom des
Pankreas

Azinuszellkarzinom des
Pankreas

Gastrointestinaler Stroma-
Tumor (GIST)

50

50

2483

215

215

62

83

76

91

58

51

42

312

659

98

18

62

50

50

2290

198

204

62

71

61

80

57

49

36

275

642

98

18

61

100.0

100.0

99.7

100.0

98.5

100.0

98.6

98.4

96.3

100.0

98.0

100.0

99.6

99.1

98.0

100.0

100.0

0.0

0.0

0.3

0.0

1.0

0.0

0.0

1.6

1.3

0.0

2.0

0.0

0.0

0.9

1.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.1

0.0

0.5

0.0

14

0.0

25

0.0

0.0

0.0

0.4

0.0

1.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0
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Appendix, neuroendokriner
Tumor (NET)

Gastrointestinal

Harnwege

Kolorektal,
neuroendokriner Tumor
(NET)

lleum, neuroendokriner
Tumor (NET)

Pankreas, neuroendokriner
Tumor (NET)

Kolorektal,
neuroendokrines Karzinom
(NEC)

lleum, neuroendokrines
Karzinom (NEC)

Gallenblase,
neuroendokrines Karzinom
(NEC)

Pankreas,
neuroendokrines Karzinom
(NEC)

Nicht invasives papillares
Urothelkarzinom, pTa G2

low grade

Nicht invasives papillares
Urothelkarzinom, pTa G2
high grade

Nicht invasives papillares
Urothelkarzinom, pTa G3

Urothelkarzinom, pT2-4 G3

Plattenepithelkarzinom der
Harnblase

Kleinzelliges
neuroendokrines Karzinom

der Harnblase

25

12

53

101

14

14

177

141

219

735

22

23

21

11

52

89

12

14

171

136

139

636

20

17

95.2

100.0

98.1

29.2

83.3

100.0

50.0

571

100.0

100.0

100.0

97.0

100.0

58.8

0.0

0.0

0.0

10.1

8.3

0.0

50.0

14.3

0.0

0.0

0.0

2.0

0.0

23.5

0.0

0.0

0.0

14.6

8.3

0.0

0.0

14.3

0.0

0.0

0.0

0.6

0.0

5.9

4.8

0.0

1.9

46.1

0.0

0.0

0.0

14.3

0.0

0.0

0.0

0.3

0.0

11.8
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Sarkomatoides

Harnwege

Mannlicher Genitaltrakt

Urothelkarzinom

Urothelkarzinom des
Nierenbeckens

Klarzelliges

Nierenzellkarzinom

Papillares

Nierenzellkarzinom

Klarzelliges (tubulares)
papillares
Nierenzellkarzinom

Chromophobes

Nierenzellkarzinom
Onkozytom

Adenokarzinom der
Prostata, Gleason 3+3

Adenokarzinom der
Prostata, Gleason 4+4

Adenokarzinom der
Prostata, Gleason 5+5

Adenokarzinom der
Prostata (Rezidiv)

Kleinzelliges
neuroendokrines Karzinom

der Prostata
Seminom

Embryonales Karzinom
des Hodens

Leydigzelltumor des
Hodens

Sertolizelltumor des
Hodens

25

62

1287

368

26

170

257

83

80

85

258

19

682

54

31

19

54

1134

317

24

150

223

78

69

79

243

675

49

22

94.7

96.3

99.7

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

99.6

71.4

99.7

95.9

100.0

100.0

0.0

3.7

0.2

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

28.6

0.3

2.0

0.0

0.0

5.3

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.4

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.1

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

2.0

0.0

0.0
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Keimstrang-Stromatumor

Endokrinum Mannlicher Genitaltrakt

Hamatopoetisches und

lymphathisches Gewebe

des Hodens

Spermatozytischer Tumor
des Hodens

Dottersacktumor
Teratom

Plattenepithelkarzinom des
Penis

Schilddriisenadenom

Papillares
Schilddriisenkarzinom

Follikulares
Schilddrisenkarzinom

Medullares
Schilddriisenkarzinom

Nebenschilddriisenadenom

Anaplastisches
Schilddriisenkarzinom

Adenom der

Nebennierenrinde

Karzinom der

Nebennierenrinde
Phaochromozytom
Hodgkin-Lymphom

Kleinzelliges
lymphozytisches
Lymphom, B-Zell Typ (B-
SLL/B-CLL)

Diffuses grof3zelliges B-Zell
Lymphom (DLBCL)

Follikulares Lymphom

13

53

53

92

113

391

154

111

43

45

50

28

50

103

50

113

88

12

48

47

72

111

356

145

107

27

43

47

28

50

94

39

93

70

100.0

4.7

75.0

97.9

94.4

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

100.0

95.7

100.0

100.0

98.6

0.0

33.3

20.8

21

5.6

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

14

0.0

8.3

4.2

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

3.2

0.0

0.0

0.0

0.0

16.7

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

0.0

1.1

0.0

0.0

0.0
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T-Zell Non-Hodgkin-

Lymphom 25 20 95.0 5.0 0.0 0.0
Mantelzell-Lymphom 18 12 100.0 0.0 0.0 0.0
Marginalzonen-Lymphom 16 12 100.0 0.0 0.0 0.0

Diffuses grof3zelliges B-
Zell-Lymphom (DLBCL) im
Hoden 16 16 100.0 0.0 0.0 0.0

Hamatopoetisches und
lymphathisches Gewebe

Burkitt-Lymphom 5 1 100.0 0.0 0.0 0.0

Tendosynovialer

Riesenzelltumor 45 28 100.0 0.0 0.0 0.0
Granularzelltumor 53 29 100.0 0.0 0.0 0.0
Leiomyom 50 50 100.0 0.0 0.0 0.0
Leiomyosarkom 94 87 95.4 0.0 3.4 1.1
Liposarkom 145 120 100.0 0.0 0.0 0.0

Maligner Tumor der

peripheren
E, Nervenscheiden (MPNST) 15 14 100.0 0.0 0.0 0.0
;é Myofibrosarkom 26 26 100.0 0.0 0.0 0.0
2 Angiosarkom 74 53 100.0 0.0 0.0 0.0
é Angiomyolipom 91 89 100.0 0.0 0.0 0.0
%’ Dermatofibrosarkoma
% protuberans 21 16 100.0 0.0 0.0 0.0
é Ganglioneurom 14 14 100.0 0.0 0.0 0.0
Kaposi-Sarkom 8 4 100.0 0.0 0.0 0.0
Neurofibrom 17 117 100.0 0.0 0.0 0.0
Sarkom (NOS) 74 69 92.8 5.8 1.4 0.0
Paragangliom 41 41 100.0 0.0 0.0 0.0
Ewing-Sarkom 23 16 100.0 0.0 0.0 0.0
Rhabdomyosarkom 7 6 100.0 0.0 0.0 0.0
Schwannom 122 121 100.0 0.0 0.0 0.0
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Weichteilgewebe und

Knochen

Tendosynovialer

Riesenzelltumor 12 11 100.0 0.0 0.0 0.0
Osteosarkom 44 28 100.0 0.0 0.0 0.0
Chondrosarkom 40 22 100.0 0.0 0.0 0.0
Rhabdoid-Tumor 5 5 100.0 0.0 0.0 0.0
Solitarer fibréser Tumor 17 14 100.0 0.0 0.0 0.0
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Abbildung 39: Neuroendokrines Karzinom (NEC) des Pankreas mit kraftiger nukledrer Pax-6-Positivitat in

allen Tumorzellen.
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Abbildung 40: Spermatozytischer Tumor des Hodens mit gering- bis maRiggradiger nuklearer Pax-6-Positivitat
in der Mehrzahl der Tumorzellen.

Abbildung 41: Serdses high-grade-Karzinom des Ovars mit nuklearer Pax-6-Positivitat der meisten

Tumorzellen.

77



Abbildung 42: Merkelzellkarzinom der Haut mit inhomogener (geringgradiger bis stark ausgepragter) nuklearer

Anfarbung von Tumorzellen.

Abbildung 43: Kleinzelliges NEC der Harnblase mit kraftiger nuklearer Pax-6-Positivitat von > 90% der

Tumorzellen.
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Abbildung 44: Mamma-Karzinom von keinem speziellen Typ (NST) mit kraftiger nukledrer Pax-6-Farbung von
zahlreichen Tumorzellen.

Abbildung 45: Hogdkin-Lymphom mit distinkter Pax-6-Farbung von Reed-Sternberg- und Hodgkin-Zellen.
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4.4 Pax-6-, Progesteron-Rezeptor- und GAD2-Farbung bei NEN

Daten zur Expression vom Progesteron-Rezeptor (PR) und GAD2 — zwei andere Marker,
welche bevorzugt in neuroendokrinen Neoplasien (NEN) mit pankreatischem Ursprung
exprimiert werden — waren in 397 und 384 der NEN mit Pax-6-Daten aus unseren Studien
vorhanden (Viehweger et al., 2022; Lennartz et al., 2024). Eine grafische Darstellung der
individuellen Ergebnisse flir diese Marker (A), der Kombination von Pax-6 und PR (B), der
Kombination von Pax-6 und GAD2 (C) und der Kombination von Pax-6, GAD2 und PR (D)
liegt in Abbildung 46 und Abbildung 47 vor.

Der Vergleich der drei Parameter — dargestellt in Tabelle 12 — zeigt, dass fir die Diagnose
eines pankreatischen Tumorursprungs die Sensivitat am hdchsten fur Pax-6 ist (68,7%),
gefolgt von GAD2 (62,6%) und PR (52,5%). Dagegen ist die Spezifitdt am hdchsten fir
GAD2 (95,2%), gefolgt von PR (91,3%) und Pax-6 (91,1%). Von den in dieser
Untersuchung getesteten Kombinationen — bestehend aus GAD2, PR und Pax-6 — ergab
sich die beste Sensitivat (53,8%) und Spezifitat (100%) fir die Kombination Pax-6 / GAD2.
Allerdings zeigten die anderen mdglichen Kombinationen wie Pax-6 / PR (49,5% / 99,3%),
PR / GAD2 (40,7% / 98,9%) und Pax-6 /PR / GAD2 (40,6% / 100%) ebenfalls eine sehr
hohe Spezifitdt. Nur 14% von 118 NEN mit Negativitat fur alle drei Antikérper waren
pankreatischen Ursprungs.

Tabelle 12: Vergleich der Sensitivitdt und Spezifitat der Marker Pax-6, GAD2 und PR allein und in

verschiedenen Kombinationen fiir die Erkennung pankreatischen Tumorursprungs.

Fur pankreatischen

Tumorursprung:
Marker Haufigste Differentialdiagnosen

Sensitivitdt  Spezifitat

NEC der Gallenblase, kolorektales NEC, NET der
Appendix, ilealer NET, Lungen-NET,

Pax-6 68.7 911 Merkelzellkarzinom, kleinzelliges Karzinom der
Prostata and Harnblase
GAD2 62.6 95.2 Lungen-NET, Paragangliom
Medullares Schilddriisenkarzinom, NET der
PR 52.5 91.3 Appendix, kleinzelliges Karzinom der Prostata and
Harnblase

Pax-6 and GAD2 53.8 100.0
Pax-6 and PR 49.5 99.3
PR and GAD2 40.7 98.9
Pax-6, PR and GAD2 40.6 100.0
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A Percentage of samples (%)
0 20 40 60 80 100

Pancreas, neuroendocrine tumor (NET) (n=85) I

Gallbladder, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=4)
Merkel cell carcinoma (n=31) ]
Pancreas, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=14) ]
Small cell neuroendocrine carcinoma of the bladder (n=17) ]
Small cell neuroendocrine carcinoma of the prostate (n=7)

Colorectal, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=10)

Appendix, neuroendocrine tumor (NET) (n=18)
Lung, neuroendocrine tumor (NET) (n=19)
lleum, neuroendocrine tumor (NET) (n=48)
Medullary thyroid carcinoma (n=107)
Paraganglioma (n=41)

Phaeochromocytoma (n=50)

Small cell carcinoma of the lung (n=12)

Colorectal, neuroendocrine tumor (NET) (n=11) PAX6 weak PAX6 moderate  mPAX6 strong

Percentage of samples (%)
0 20 40 60 80 100
Pancreas, neuroendocrine tumor (NET) (n=79) ]
Gallbladder, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=4)
Merkel cell carcinoma (n=28)
Pancreas, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=12) ]
Small cell neuroendocrine carcinoma of the bladder (n=15)
Small cell neuroendocrine carcinoma of the prostate (n=6)
Colorectal, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=10)
Appendix, neuroendocrine tumor (NET) (n=17)
Lung, neuroendocrine tumor (NET) (n=18)
lleum, neuroendocrine tumor (NET) (n=48
Medullary thyroid carcinoma (n=106 1
Paraganglioma (n=41
Phaeochromocytoma (n=50
Small cell carcinoma of the lung (n=11

)
)
)
)
)
)

Colorectal, neuroendocrine tumor (NET) (n=11 GAD2 weak GAD2 moderate  m GAD2 strong

Percentage of samples (%)

0 20 40 60 80 100

Pancreas, neuroendocrine tumor (NET) (n=85) ]
Gallbladder, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=4)
Merkel cell carcinoma (n=31)
Pancreas, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=14)
Small cell neuroendocrine carcinoma of the bladder (n=17)
Small cell neuroendocrine carcinoma of the prostate (n=7)
Colorectal, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=10)
Appendix, neuroendocrine tumor (NET) (n=17)
Lung, neuroendocrine tumor (NET) (n=18)
lleum, neuroendocrine tumor (NET) (n=48)

Medullary thyroid carcinoma (n=105) ]
Paraganglioma (n=41)

(

Phaeochromocytoma (n=49)

Small cell carcinoma of the lung (n=12)
(

Colorectal, neuroendocrine tumor (NET) (n=11) PR weak PR moderate m PR strong

Abbildung 46: Grafische Darstellung der individuellen Ergebnisse fiir die Marker Pax-6, GAD2 und PR (A).
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Percentage of samples (%)

0 20 40 60 80 100

Pancreas, neuroendocrine tumor (NET) (n=85) [ iy
Gallbladder, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=4) [N
Merkel cell carcinoma (n=31) GG
Pancreas, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=14) [EERSSSSSNNNNNm
Small cell neuroendocrine carcinoma of the bladder (n=17) |GGG
Small cell neuroendocrine carcinoma of the prostate (n=7) SN
Colorectal, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=10) [N
Appendix, neuroendocrine tumor (NET) (n=17) Il
Lung, neuroendocrine tumor (NET) (n=18) = PAX6 negative / PR positive
lleum, neuroendocrine tumor (NET) (n=48) m PAX6 positive / PR negative
Medullary thyroid carcinoma (n=105) N

Paraganglioma (n=41) w2 PAX6 positive / PR positive

( Percentage of samples (%)

20 40 60 80 100

Pancreas, neuroendocrine tumor (NET) (n=79) N nmnunhay

Gallbladder, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=4)

o

Merkel cell carcinoma (n=28)
Pancreas, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=12) L ARRRRRRRRRRRRRRREEN
Small cell neuroendocrine carcinoma of the bladder (n=15)

Small cell neuroendocrine carcinoma of the prostate (n=6)

Colorectal, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=10)
Appendix, neuroendocrine tumor (NET) (n=17)

Lung, neuroendocrine tumor (NET) (n=18) PAXG negative / GAD2 positive

lleum, neuroendocrine tumor (NET) (n=48) m PAX6 positive / GAD2 negative
Medullary thyroid carcinoma (n=106)

Paraganglioma (n=41) ~ PAX6 positive / GAD2 positive

Percentage of samples (%)

o

20 40 60 80 100
Pancreas, neuroendocrine tumor (NET) (n=79) il  JEEEEEENNN
Gallbladder, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=4) [
Merkel cell carcinoma (n=28) [N
Pancreas, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=12) ]
Small cell neuroendocrine carcinoma of the bladder (n=15) W
Small cell neuroendocrine carcinoma of the prostate (n=6) N m PAX6 negative / GAD2 negative / PR positive
[ ] PAX6 negative / GAD2 positive / PR negative
[ ] = PAX6 negative / GAD2 positive / PR positive

Colorectal, neuroendocrine carcinoma (NEC) (n=10)

Appendix, neuroendocrine tumor (NET) (n=16)

Lung, neuroendocrine tumor (NET) (n=18) m PAX6 positive / GAD2 negative / PR negative
lleum, neuroendocrine tumor (NET) (n=48) = PAX6 positive / GAD2 negative / PR positive
Medullary thyroid carcinoma (n=104) I = o PAX6 positive / GAD2 positive / PR negative
Paraganglioma (n=41) m PAX®6 positive / GAD2 positive / PR positive

Abbildung 47: Grafische Darstellung der Kombinationen von Pax-6 und PR (B), Pax-6 und GAD2 (C) und Pax-
6, GAD2 und PR (D).
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5 Diskussion

Unsere immunhistochemische Untersuchung von 19.214 Tumoren von 150 verschiedenen
Tumorentitaten ergab eine umfassende Ubersicht zur Pax-6-Proteinexpression in humanen
Tumoren und identifizierte dabei eine signifikante diagnostische Bedeutung der Pax-6-
Immunhistochemie fir die Abgrenzung von pankreatischen und extrapankreatischen

neuroendokrinen Neoplasmen (NEN).

Der Nachweis der hochsten Pax-6-Positivitatsrate in  pankreatischen und
extrapankreatischen Neoplasien passt gut zu unseren Normalgewebsbefunden mit Pax-6-
Positivitat in zahlreichen neuorendokrinen Zellen; nicht nur im Pankreas, sondern vor allem

auch im Ubrigen Gastrointestinaltrakt.

Mit der Ausnahme von Gliazellen, welche haufig Ursprung von Hirntumoren sind, sind die
meisten anderen normalen Zelltypen mit Pax-6-Positivitdt — wie respiratorisches Epithel,
paranasale Drisen oder Epithelzellen der Adenohypophyse — nur selten Ausgangsort fir
die Entstehung maligner Tumoren. Angesichts des Fehlens nachweisbarer Pax-6-
Proteinmengen in ihren normalen Vorlauferzellen durfte die Pax-6-Positivitat in
gynakologischen Tumoren, testikularen Neoplasien, Plattenepithelkarzinomen von
verschiedenen Ursprungsorten und in weiteren gelegentlich Pax-6-positiven Tumoren
entweder einer Neoexpression von Pax-6 entsprechen oder aber einer Hochregulation von
Pax-6 in Zellen mit vorher nur sehr geringen (mit unseren Immunhistochemie-Protokollen

nicht nachweisbaren) Pax-6-Mengen.

Eine Hochregulation von Proteinen in Tumoren ist haufig assoziiert mit einer onkogenen
Rolle der betreffenden Proteine (zusammengefasst in Pessoa et al., 2022). Die Funktion
von Pax-6, sowohl in normalen als auch in Tumorzellen, ist aber bisher nicht vollstandig
verstanden. Tatsachlich wurde eine onkogene Rolle von Pax-6 von Wu et al. postuliert (Wu
etal., 2019). Die Autoren hatten bei nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomen herausgefunden,
dass eine Uberexpression von Pax-6 die Metastasierung via Férderung der epithelial-
mesenchymalen Transition (EMT) begunstigt. Auch weitere Daten unterstitzen die
Hypothese einer onkogenen Rolle von Pax-6. Zhao et al. fanden heraus, dass die
Hemmung von Pax-6 sowohl das Zellwachstum als auch die Bildung von Kolonien in
Zelllinienexperimenten hemmt (Zhao et al., 2014). Liu et al. zeigten eine verminderte
Zellproliferation, Zellmigration und Invasionsfahigkeit von Retinoblastomzellen nach

artifiziellem Silencing von Pax-6 (Liu et al., 2019).

Allerdings hatten andere Autoren auch Hinweise auf eine tumorsuppressive Rolle von Pax-
6 gefunden. Beispielsweise fanden Farheen et al. eine gesteigerte Zellproliferation nach

artifziellem Knockdown von Pax-6 in Gliomzellen und Shyr et al. stellten ein vermindertes
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Zellwachstum und eine verminderte Fahigkeit zur Ausbildung von Kolonien bei
Prostatakarzinom-Zellinien nach Uberexpression von Pax-6 fest (Farheen et al., 2023; Shyr
et al., 2010).

Die signifikanten Unterschiede in der Haufigkeit einer Pax-6-Positivitdt zwischen NEN
verschiedener Usprungsorte suggerieren eine mogliche diagnostische Anwendung der
Pax-6-lImmunhistochemie zur Festlegung der Herkunft von metastastischen NET. Diese
Anwendung der Pax-6-Immunhistochemie scheint jedoch vor allem fiir NET, aber weniger
fir NEC anwendbar zu sein. Denn eine Pax-6-Positivitat fand sich in lediglich 3% der

extrapankreatischen NET, aber in immerhin 25% der extrapankreatischen NEC.

Passend zu unseren Befunden war die Pax-6-Immunhistochemie bereits friher als
diagnostisches Verfahren zur Unterscheidung pankreatischer NET von neuroendokrinen
Tumoren anderer Ursprungsorte vorgeschlagen worden, obwohl Pax-6-Positivitaten
gehauft auch in duodenalen und kolorektalen neuroendokrinen Tumoren gefunden worden
waren (Lai et al., 2015; Mohanty et al., 2021).

Immunhistochemische Marker zur Abgrenzung von neuroendokrinen Tumoren
unterschiedlicher Entstehungsorte sind sehr gefragt, denn immerhin manifestieren sich 10-
20% aller NET initial als Metastasen (Bellizzi, 2013; zusammengefasst in Bellizzi, 2020).
Wahrend der Ausgangsort eines Karzinoms bei disseminierter Metastasierung in vielen
klinischen Situationen von eher untergeordneter Rolle ist, spielt der Entstehungsort von
NEN fur Therapie und Prognose eine erhebliche Rolle (Yao et al., 2011; zusammengefasst
in Bellizzi, 2020). Das mittlere Patienteniiberleben bei jejunoiliealen, pankreatischen und
bronchopulmonalen NET betragt jeweils etwa 65, 27 und 17 Monate (Yao et al., 2011;
zusammengefasst in Bellizzi, 2020). Patienten mit pankreatischen NET werden oft mit
Everolimus und Capecitabin/Temozolomid behandelt, wahrend diese Kombination bei
gastrointestinalen NET weniger angewendet wird (Kunz et al., 2013; zusammengefasst in
Bellizzi, 2020).

Der Ursprungsort eines NET beeinflusst auch die mdgliche chirurgische Strategie. Eine
chirurgische Entfernung des Primartumors erfolgt insbesondere bei NET des Dunndarms,
da diese Tumoren sowohl zu einem akuten Darmverschluss als auch zu chronischen
Blutungen mit Ausbildung einer Anamie fihren kénnen (Howe et al., 2017; Bellizzi, 2020;
Scott et al., 2020).

Obwohl sich histogische Aspekte teilweise zwischen NET unterschiedlicher Lokalisationen
etwas unterscheiden kdnnen, ist bereits der Versuch einer morphologischen Abgrenzung
des Ursprungsortes von NEN heute obsolet. Beim Vorliegen von Metastasen von NET/
NEC mit unbekanntem Ursprungsort kommen daher regelmaRig Antikérper-Panels zum
Einsatz (Bellizzi, 2020).
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Die Liste fruher vorgeschlagener immunhistochemischer Marker fir die Abgrenzung
pankreatischer von nicht-pankreatischen NET beinhaltet Islet-1, PR, GAD2, Pax-6 und
polyklonales Pax-8 (zusammengefasst in Bellizzi, 2020; Viehweger et al., 2022). Fir Islet-
1 wurde friher eine Sensitivitat von bis zu 75% berichtet, wobei extrapankreatische
Positivitaten vor allem in duodenalen und rektalen NET, aber auch in medullaren
Karzinomen der Schilddriise gefunden wurden (Koo et al., 2012; Bellizzi, 2020; Xiang et al.,
2023). GAD2 hat eine hohe Spezifitat fir NET des Pankreas, wird aber auch insbesondere
in NET der Lunge gefunden (Lennartz et al., 2024). Eine Expression von Progesteron-
Rezeptor (PR) wurde friher in 54-82% aller pankreatischen NEN gefunden, wobei eine PR-
Positivitat auch in NET der Appendix, kleinzelligen Karzinomen der Lunge und in
kleinzelligen NEC der Harnblase gefunden worden war (Viale et al., 1992; Viehweger et al.,
2022). Da Pax-6 auch von verschiedenen, kreuzreagierenden mono- und polyklonalen Pax-
8-Antikorpern angefarbt wird, wurde Pax-8 ebenfalls als Marker flr pankreatischen
Ursprung von NEN beschrieben, allerdings wurde eine Positivitat auch in NETs von Lunge,
Appendix, Kolorektum, Magen und lleum beschrieben (Toriyama et al., 2014; Lai et al.,
2015; Mohanty et al., 2021).

Da an der gleichen Tumorkohorte bereits friher GAD2 und PR immunhistochemisch
untersucht worden waren, war es uns maoglich, unsere Pax-6-Daten mit diesen friher
erhobenen GAD2- und PR-Daten zu vergleichen und zu klaren, inwieweit der kombinierte
Einsatz dieser Marker einen gesteigerten diagnostischen Nutzen erbringt (Viehweger et al.
2022; Lennartz et al., 2024). Wahrend Pax-6 (69%) von allen Markern der sensitivste und
GAD2 (95%) der spezifischste war, zeigte sich, dass fur Tumoren mit einer Positivitat auf
zwei der drei Marker eine sehr hohe Wahrscheinlichkeit (99-100%) fir einen
pankreatischen Ursprung vorlag. Darlber hinaus stammten nur 14% der NEN mit
Negativitat fur alle drei Antikdrper aus dem Pankreas. Die Gesamtheit dieser Daten
suggeriert, dass die Kombination aus Pax-6, PR und GAD2 eine potente Kombination flr

die Abgrenzung pankreatischer von nicht-pankreatischen NET/NEC darstellt.

Die wesentlichsten Starken dieser Studie liegen in der sehr grof3en Fallzahl, der maximalen
Standardisierung der Analyse und der sorgfaltigen Validierung unseres Assays. Die Zahl
von 17.224 erfolgreich auf die Expression von Pax-6 untersuchten Tumoren Ubersteigt die
Gesamtzahl der bisher auf Pax-6 untersuchten Tumoren um ein Weites. In 12 von uns
identifizierten immunhistochemischen Studien — dargestellt in Tabelle 13 — zur Expression
von Pax-6 in Tumoren waren lediglich 2.061 Tumoren untersucht worden, gerade 12% der

aktuellen Studie.
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Tabelle 13: Ubersicht iiber die bisherige immunhistochemische Studienlage zur Expression von Pax-6 in

Tumoren. Die Tabelle gibt einen Uberblick iiber die im Rahmen der jeweiligen Studie untersuchten

Tumorentitaten sowie die zugehdrigen Fallzahlen.

Publikation

Tumorentitét

Anzahl untersuchter

Tumoren (n)

Abiko et al., 2010
Farheen et al., 2023

Kiselev et al., 2018

Kozmik et al., 1995

Lai et al., 2015

Mascarenhas et al., 2009

Mohanty et al., 2021

Tabasaran et al., 2022
Thill et al., 2011

Toriyama et al., 2014

Teratom, Ovar

Gliom

Adenokarzinom der Lunge
Plattenepithelkarzinom der Lunge
Medulloblastom

Colorektaler NET

Duodenaler NET

lleum, NET

Lebermetastase NET (Duodenum)
Lebermetastase NET (lleum)
Lebermetastase NET (Lunge)
Lebermetastase NET (Pankreas)
Lebermetastase NET (Rektum)
Lunge, NET

Magen, NET

Pankreas, NET

Duktales Adenokarzinom des Pankreas
Appendix, NET

Colorektaler NET

Duodenaler NET

lleum, NET

Lunge, NET

Magen, NET

Pankreas, NET

Ependymom

Uveales Melanom

Adenokarzinom der Lunge

18

25

113

191

23

10

12

22

37

24

30

10

26

46

22

26

50

172

253
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Publikation Tumorentitat Anzahl untersuchter

Tumoren (n)

Toriyama et al., 2014 Anaplastisches Schilddriisenkarzinom 5
Follikulares Schilddriisenadenom 5
Follikulares Schilddriisenkarzinom 7
Grof3zelliges Lungenkarzinom 11
Karzinom des Thymus 36
Kleinzelliges Lungenkarzinom 67
Lunge, NET (groRzellig) 106
Lunge, NET (Karzinoid) 51
Mesotheliom, epitheloid and biphasisch 40
Papillares Schilddrisenkarzinom 80
Plattenepithelkarzinom der Lunge 158
Pleomorphes Karzinom der Lunge 41
Thymom 102

Xia et al., 2015 Invasives Mamma-Karzinom, NST 111

Zhang et al., 2009 Pankreas, NET 96

Gesamt 2061

Die grof3e Zahl der in unser Projekt eingeschlossenen Falle wurde ermdglicht durch die
Anwendung der Tissue-Microarray-Methode (TMA) und die intensiven Vorarbeiten, welche
in den letzten Jahren durch engagierte Pathologen, Medizinische Technologen,

Wissenschaftler und Doktoranden erfolgt waren.

Die kontinuierliche Verwendung von TMAs fir Studien bringt aber auch den Vorteil, dass
zunehmend Vergleichsdaten vorliegen, welche genutzt werden kénnen. Die vorliegende
Arbeit profitiert dabei wesentlich vom Vorliegen von Daten zu PR und GAD2, zwei anderen
Markern mit hoher Spezifitat fir einen neuroendokrinen Ursprung pankreatischer Tumoren
(Viehweger et al., 2022; Lennartz et al., 2024).

TMAs bringen fir Studien nicht nur erhebliche 6konomische und Geschwindigkeitsvorteile,
sondern erlauben auch eine Standardisierung in einem Ausmald, wie diese friher flr
gewebebasierte Analysen nicht mdglich war (vgl. Mengel et al., 2003; Simon et al., 2004).
Neben Parametern wie Reagenzienkonzentration, Inkubationstemperatur und

Inkubationszeit, welche theoretisch auch in einem Farbeautomaten standardisiert werden
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kénnen, sind auch Parameter wie die Schnittlagerungszeit (Zeit zwischen Herstellung eines
Schnittes und seiner Verwendung fir die immunhistochemische Farbung) oder die pro
Patienten untersuchte Tumormenge standardisiert (Mengel et al., 2003; Simon et al., 2004;
zusammengefasst in Jawhar, 2009). Je langer ein Schnitt auf seine immunhistochemische
Farbung wartet, desto geringer wird die Farbeintensitat und bereits nach zwei Wochen kann
fur viele Antikérper eine deutliche Verminderung der Anfarbbarkeit festgestellt werden
(Jacobs et al., 1996; Mirlacher et al., 2004). Auch die Gewebemenge, welche pro Patienten
untersucht wird, hat einen Einfluss auf die Ergebnisse immunhistochemischer Studien: Je
mehr Gewebe untersucht wird, desto gréRer wird die Wahrscheinlichkeit, entweder
biologisch relevante oder biologisch irrelevante fokale Veranderungen nachzuweisen oder
aber auch Artefakte zu identifizieren (Camp et al., 2000; Torhorst et al., 2001; Kallioniemi
et al., 2001).

Angesichts der GroRe der durchgefuhrten Studie und der Werthaltigkeit der eingesetzten
TMAs wurde auch ein besonderes Augenmerk auf eine angemessene Validierung der
verwendeten Antikorper gelegt. Entsprechend den Empfehlungen der internationalen
Arbeitsgruppe fir Antikérper-Validierung (international working group for antibody
validation, iwgav) wurden unsere immunhistochemischen Befunde an Normalgeweben
sowohl mit den Farbeergebnisse durch einen anderen, unabhangigen Pax-6-Antikorper, als
auch mit RNA-Daten von drei verschiedenen, offentlich zuganglichen Datenbanken
verglichen (https://www.proteinatlas.org/ENSG00000007372-PAX6/summary/rna;
Consortium, G.T., 2013; Lizio et al., 2015; Thul et al., 2017; Lizio et al., 2019). Zudem wurde
ein sehr breites Kollektiv von 76 verschiedenen Normalgeweben verwendet, welches
Proben von praktisch allen Organen des erwachsenen Menschen beinhaltete. Die
Verwendung eines dermalfien groRen Sets von verschiedenen Normalgeweben stellt
sicher, dass die Uberwiegende Mehrzahl der bei adulten humanen Geweben exprimierten
Proteine auch fiir eine Testung auf Kreuzreaktivitdt zu Verfigung stand. Die Valididat
unseres Pax-6-Antikérpers MSVA-706M wurde letzlich durch die Validierungsdaten belegt.
Eine immunhistochemische Pax-6-Positivitat fand sich in allen Organen mit eindeutiger
Pax-6-RNA-Expression (Hirn, Hypophyse, Pankreas, Magen, Duodenum). Alle Zelltypen,
welche mit unserem Studienantikdrper angefarbt wurden, wurden auch mit einem zweiten,
unabhangigen Pax-6-Antikérper als positiv bestatigt. Dass diese immunhistochemische
Untersuchung auch zum Nachweis einer Pax-6-Expression in Organen flihrte, bei welchen
eine Pax-6-RNA-Expression bisher nicht beschrieben worden war, ist wahrscheinlich durch
die kleine Menge der in diesen Organen vorkommenden Pax-6-positiven Zellen zu erklaren.
Wenn ganze Organe fur eine RNA-Untersuchung verwendet werden, kann es ohne
Weiteres vorkommen, dass die RNA von seltenen Zelltypen unterhalb der Nachweisgrenze
bleibt (Kallioniemi et al., 2001; Koo et al., 2019).
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Zusammengefasst geben die Daten dieser Studie eine umfassende Ubersicht (iber die Pax-
6-Expression in normalen und neoplastischen humanen Geweben und identifizieren die
Pax-6-Immunhistochemie als eine nitzliche Methode fir die Abgrenzung pankreatischer
von extrapankreatischen Neoplasmen. Der Vergleich mit friher erhobenen GAD2- und PR-
Daten macht zudem deutlich, dass Pax-6 insbesondere in Kombination mit GAD2 und PR
eine potente Methode zur Abgrenzung pankreatischer neuroendokriner Neoplasmen von

neuroendokrinen Neoplasmen anderer Ursprungsorte darstellt.
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6 Zusammenfassung

Pax-6 (Paired-Box Protein 6) spielt eine entscheidende Rolle fir neurale und pankreatische
Entwicklung. Die Pax-6-Expression beschrankt sich auf wenige Normalgewebe inklusive
pankreatischen neuroendokrinen Zellen. Aus diesem Grund koénnte die Pax-6-
Immunhistochemie als Mittel zur Abgrenzung pankreatischen Ursprungs neuroendokriner
Tumoren (NET) genutzt werden. Um die diagnostische Relevanz der Pax-6-
Immunhistochemie bewerten zu kdnnen, wurde ein Tissue-Micorarray (TMA) mit 19.214
Proben aus 150 verschiedenen Tumortypen immunhistochemisch analysiert. Daten zur
Expression von Progesteronrezeptor (PR) und GAD2 waren aus friheren Studien
vorhanden. Eine Pax-6-Farbung war in 2,5% der 17.224 analysierbaren Tumoren
erkennbar, davon in 1,6% schwach, in 0,6% moderat und in 0,4% stark positiv ausgepragt.
60 von 150 Tumorkategorien zeigten eine nachweisbare Pax-6-Expression und 16 wiesen
zumindest einen stark positiven Fall auf. Die hochsten Raten von Pax-6-Positivitat fanden
sich in pankreatischen neuroendokrinen Neoplasmen (NEN; 42,9-70,8%), anderen NEN
(1,9-50%), testikularen Tumoren (0,3-58,3%), Basalzellkarzinomen der Haut (51,9%),
Plattenepithelkarzinomen unterschiedlicher Herkunftsorte (1,5-11,8%) und in zahlreichen
gynakologischen Tumoren (bis zu 30%). Ein Vergleich von Pax-6, PR und GAD2 zeigte,
dass fir einen pankreatischen Ursprung neuroendokriner Neoplasmen die Sensitivitat am
héchsten fir Pax-6 (68,7%) war, gefolgt von GAD2 (62,6%) und PR (52,5%); wahrend die
Spezifitat am hdchsten fir GAD2 (95,2%) war, gefolgt von PR (91,3%) und Pax-6 (91,1%).
Die analysierten Kombinationen ergaben die hochste Sensitivitat (53,8%) und Spezifitat
(100%) fir Pax-6/GADZ2, aber auch die Kombinationen Pax-6/PR (49.5%/99.3%), PR/GAD2
(40.7%/98.9%) und Pax-6/PR/GAD2 (40.6%/100%) resultierten in einer hohen Spezifitat.
Nur 14% der 118 NEN mit Negativitat fir alle drei Antikbrper waren pankreatischen
Ursprungs. Zusammengefasst ist die Pax-6-lImmunhistochemie ein nitzliches
diagnostisches Instrument, um eine pankreatische Herkunft bei NEN unbekannten
Ursprungsortes zu identifizieren. Die Kombination mit PR und GAD2 erhoht die
diagnostische Effektivitat von Pax-6 weiter und fihrt insbesondere zu einer hohen

Spezifitat.
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7 English summary

Pax-6 (paired box protein 6) has a pivotal role for neural and pancreatic development. Pax-
6 expression is limited to few normal tissues including pancreatic neuroendocrine cells.
Therefore, Pax-6 immunohistochemistry may serve as a tool for the distinction of pancreatic
origin of neuroendocrine tumors. To evaluate the diagnostic utility of Pax-6
immunohistochemistry, a tissue microarray containing 19,214 samples from 150 different
tumor types was analyzed by immunohistochemistry. Data on progesterone receptor (PR)
and GAD2 expression were available from previous studies. Pax-6 staining was detectable
in 2.5% of 17,224 analyzable tumors, including 1.6% with weak, 0.6% with moderate, and
0.4% with strong positivity. 60 of 150 tumor categories showed detectable Pax-6 expression
and 16 had at least one case with strong positivity. The highest rates of Pax-6 positivity
occurred in pancreatic neuroendocrine neoplasms (42.9-70.8%), other neuroendocrine
neoplasms (1.9-50%), testicular tumors (0.3-58.3%), basal cell carcinomas of the skin
(51.9%), squamous cell carcinomas of different sites of origin (1.5-11.8%), and in various
gynecological tumors (up to 30%). A comparison of Pax-6, PR, and GAD2 revealed that for
a pancreatic origin of neuroendocrine neoplasms, the sensitivity was highest for Pax-6
(68.7%) followed by GAD2 (62.6%) and PR (52.5%) while the specificity was highest for
GAD2 (95.2%), followed by PR (91.3%), and Pax-6 (91.1%). Of the analyzed combinations,
the highest sensitivity (53.8%) and specificity (100%) was found for Pax-6/GADZ2, although
combinations of PAX6/PR (49.5%/99.3%), PR/GAD2 (40.7%/98.9%), and Pax-6/PR/GAD2
(40.6%/100%) did also result in high specificity. Only 14% of the 118 neuroendocrine
neoplasms with negativity for all three antibodies were of pancreatic origin. In summary,
Pax-6 immunohistochemistry is a useful diagnostic tool for the identification of pancreatic
origin in case of neuroendocrine neoplasms with unknown site of origin. Combination with
GAD2 and PR further increase the diagnostic performance of Pax-6 and especially results

in a high specificity.
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9 Abklrzungsverzeichnis

ABC-Methodik — Avidin-Biotin-Enzymkomplex
ADH — Antidiuretisches Hormon
APAAP-Methodik — Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Komplex
Aqua dest — Destilliertes Wasser
ARX — Aristaless-related homeobox gene
ATRX — Alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked
BDNF — Brain-derived neurotrophic factor
Cdx-2/3 — Caudal Type Homeobox 2/3
CpG-Dinukleotide — Dinukleotide mit den Basen Cytosin/Guanin
DAB-Chromogen — 3,3'-Diaminobenzidin
DAXX — Death domain-associated protein
DC5 - Delta Crystallin 5
Dkk1 — Dickkopf related protein 1
ELP4 — Elongator Acetyltransferase Complex Subunit 4
EMT — epithelial-mesenchymale Transition
EPOS-Methodik — Enhances Polymer One Step Staining
GABA — Gamma-Aminobuttersaure
GAD1/GADG67 — Glutamat Decarboxylase 1
GAD2/GADG65 — Glutamat Decarboxylase 2
GATAS3 — GATA-bindendes Protein 3
GTEx — The Adult Genotype-Tissue Expression project
HD — Hom6odomane
HE-Farbung — Hamatoxylin-Eosin-Farbung
HIER-Verfahren — Heat Induced Epitope Retrieval
HmbKHG — Hamburgisches Krankenhausgesetz
HPA — The Human Protein Atlas
INSM1 — Insulinoma-associated protein 1
Isl-1 — Islet-1
IWGAV - International working group for antibody validation
KRT12 — Keratin 12
KRT3 - Keratin 3
LNK — Linker-Region
LSAB-Methodik — Labeled-(Strept-)Avidin-Biotin-Komplex
MafB — MAF BZIP Transcription Factor B
MEN-1 — Multiple Endokrine Neoplasie, Typ 1
MET — Tyrosine-Protein Kinase Met
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MTA — Multitumor-Array

NEC — Neuroendokrines Karzinom

NEN — Neuroendokrine Neoplasie

NET — Neuroendokriner Tumor

NeuroD1 — Neurogenic differentiation 1
NOS - nicht weiter spezifiziert (Sarkome)
NST — nicht-spezifischer Typ (Brustkrebs)
P27 — Cyclin-abhangige-Kinase-Inhibitor 1B

PAIl — N-terminale Subdomane von Pax-6

PAP-Methodik — Peroxidase-Anti-Peroxidase-Komplex

PAX — Paired Box Proteine
Pax-2 — Paired Box 2
Pax-4 — Paired Box 4
Pax-6 — Paired Box 6

Pax-6(5a) — Isoform von Pax-6, die durch zusatzliche Transkription von Exon 5a entsteht

Pax-8 — Paired Box 8

Pax6(APD) — Isoform von Pax-6, der die Paired-Domane fehlt

PC1/3 — Proprotein convertase 1/3

PC2 - Proprotein convertase 2

PD - Paired Domane

PDX1 — Pancreatic and duodenal homeobox 1
Pitx3 — Paired Like Homeodomain 3

PR — Progesteron-Rezeptor

PST — Transaktivierungsdomane (prolin-, serin-, threoninreich)

R — Residualtumor

Rb — Retinoblastom-Protein

RED — C-terminale Subdoméane von Pax-6
SCB — Santa Cruz Biotechnology

Sfrp1 — Secreted Frizzled Related Protein 1
SNEC - Small-cell neuroendocrine carcinoma
Sox2 — SRY-Box Transcription Factor 2
SSTR2/5 — Somatostatin receptor subtypes 2/5
SV2 — Synaptisches Vesikelprotein 2
TBS-T-Puffer — Tris-buffered saline with Tween20
TCGA — The Cancer Genome Atlas

TMA — Tissue-Microarray

TNM — Tumor, Nodes, Metastasis-Klassifikation
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VIPom — Vasoaktive Intestinale Polypeptide (VIP) produzierender Tumor

VMAT — Vesikularer Monoamintransporter

WAGR-Syndrom — Wilms-Tumor, Aniridie, Anomalien des Urogenitalsystems und geistige
Retardierung

WAGRO-Syndrom — Wilms-Tumor, Aniridie, Anomalien des Urogenitalsystems, geistige
Retardierung, Ubergewicht

WHO — World Health Organization

WT-1 — Wilms-Tumor-Protein

ZNS — Zentrales Nervensystem
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