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1. Einleitung

Das p16 Tumorsuppressorgen wurde erstmals 1993 beschrieben. Der Name p16
richtet sich nach dem urspriinglich beschriebenen Molekulargewicht des Proteins
(Serrano, Hannon, and Beach 1993). P16 liegt auf Chromosom 9p21.3. Es
kodiert fur ein 15,8 kDa schweres Protein, fir welches die Namen MTS-1 (Major-
Tumor-Suppressor 1), INK4A (Inhibitor of Cyclin-Dependent Kinase 4A) und
CDKNZ2A (Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A) vergeben wurden (Serra and
Chetty 2018). Von dem Protein bestehen verschiedene Splice-Varianten, welche
sich insbesondere in den fir die Transkription genutzten Exons unterscheiden
(Serra and Chetty 2018; Lin et al. 2007). Es bestehen zumindest drei alternative
Splice-Varianten, wovon eine die Cyclin-abhangige Kinase 4 (CDK4) und damit
den Zellzyklus inhibiert (p16 y). Das Protein pl2 hemmt hingegen pRb-
unabhéngig das Zellwachstum (Lin et al. 2007). Das dritte alternative Transkript
ist ARF, welches ein alternatives Exon 1, 20 kB oberhalb des p16 Gens, nutzt
(Stone et al. 1995; Freedberg et al. 2008). Diese Splice-Variante nutzt einen
alternativen ,open reading frame*“ (ARF), was zu einem strukturell andersartigen
Protein fuhrt als die anderen Splice-Varianten (Stone et al. 1995).
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Abbildung 1 (INK4A-Gen und alternative Splice-Varianten):

* markiert das Stopp-Codon von pl16 y. ** markiert das Stopp-Codon fiir p16.
P14ARF nutzt ein alternatives Exon 1.

(Lin et al. 2007, groRenverandert)

Die Funktion von ARF liegt in der Stabilisierung des Tumorsuppressors p53 durch
Interaktion und Abbau von MDM2, einem Protein, welches fir die Degradierung
von p53 bendtigt wird (Zhang, Xiong, and Yarbrough 1998). Trotz ihrer
strukturellen Unterschiedlichkeit kommen die nahe verwandten Splice-Varianten
einer gemeinsamen Funktion nach, der Regulierung der Zellzyklusprogression
durch die G1-Phase (Lin et al. 2007). Die Aminosauresequenzen der alternativen
Splice-Varianten von pl6, einschliel3lich p14ARF, p12 und pl16 y, sind in
Abbildung 1 und 2 dargestellt. Die Proteinstruktur des p16 Proteins CDKNZ2A ist
in Abbildung 3 dargestellt. Das Protein besteht aus vier sogenannten ,Ankyrin-
Repeats”, welche jeweils aus zwei Alpha-Helices bestehen und durch eine Beta-
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Schleife (sogenannter Beta-Turn) verbunden sind (Serrano, Hannon, and Beach
1993; Serra and Chetty 2018). In dieser Konfiguration fungiert eine Helix als
Erkennungsstruktur und bindet tUber molekulare Wechselwirkungen an das
Zielprotein bzw. die Ziel-DNA (Brennan and Matthews 1989; Serra and Chetty
2018). Die Interaktion von p16 mit seinen wichtigsten Partnern ist in Abbildung 4
dargestellt. P16 bindet sich an CDK4/6. Dies stort die fur den Zellzyklus
notwendige Bindung von CDK4/6 an Cyclin D und fuhrt so zu einer Verminderung
der Cyclin D abhangigen Phosphorylierung des pRb (Serrano, Hannon, and
Beach 1993; Serra and Chetty 2018; Liggett and Sidransky 1998).
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Abbildung 2 (Aminosduresequenzen der einzelnen Splice-Varianten von pl16):

In gleicher Farbe markierte Abschnitte sind jeweils homolog.
URL.: https://www.uniprot.org/uniprot/P42771 (Stand: 29.11.18 18:05)
URL.: https://www.uniprot.org/blast/?about=Q8N726-1 (Stand: 29.11.18 18:05)

(groRenverandert, Farbmarkierung nachtréglich eingefiigt)
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Abbildung 3 (Proteinstruktur von p16):

Jeweils zwei a-Helices (H1-8) sind durch ein B-Faltblatt (s.g. B-turn) verbunden und
bilden so insgesamt 4 ,Ankyrin-Repeats®. Zwischen diesen Repeats befinden sich
Schlaufen (loops) unterschiedlicher L&nge. (Serra and Chetty 2018).
(groRRenverandert)



https://www.uniprot.org/uniprot/P42771
https://www.uniprot.org/blast/?about=Q8N726-1

Von besonderer Bedeutung ist die Interaktion von p16 mit HPV. Die onkogene
Wirkung von HPV entsteht hauptsachlich durch die Hemmung bzw. den Abbau
von p53 durch das HPV-Protein E6 in Kombination mit der Inaktivierung des pRb
durch das HPV-Protein E7 (Suh et al. 2014). Beide Mechanismen, die Alteration
von pRB und die Stérung von p53, fuhren zu einer kompensatorischen pl6
Hochregulierung, mit der paradoxen Situation, dass ein Tumorsuppressorgen in
einem Tumor nicht vermindert, sondern vermehrt vorkommt (Suh et al. 2014;

Serra and Chetty 2018).
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Abbildung 4 (Interaktionspartner von p16):

Die Cyclin D abhangige Phosphorylierung des pRB durch die CDK4/6 flhrt zu einer
Freisetzung des Transkriptionsfaktors E2F. E2F bindet an die Promoterregion von
Zielgenen, die fur eine Progression der Zelle von der G1- in die S-Phase
verantwortlich sind.

P16 unterbricht diesen Mechanismus durch Proteinbindung an CDK4/6.

(Ligget and Sidransky 1998) (groRenverandert)

Zum Nachweis von p16 Protein bestehen zahlreiche verschiedene Antikérper
und zahlreiche verschiedene Studien haben pl16 in praktisch allen menschlichen
Tumorarten untersucht. Die Daten dieser Studien haben gezeigt, dass in einem
Teil der Félle eine aberrante p16 Expression vorliegt. Teilweise wurde eine p16
Uberexpression in Tumoren gefunden (Romagosa et al. 2011), in anderen
Studien wurde Uber eine p16 Herunterregulierung berichtet (Padhi et al. 2017).
Abbildung 5 zeigt eine Zusammenstellung immunhistochemischer p16 Analysen
in Studien, welche mindestens 20 Patienten umfassten. Die Darstellung zeigt,
dass sich die einzelnen Studien in der diagnostizierten Haufigkeit einer ,p16
Positivitat” stark unterscheiden. Zahlreiche Studien, welche Patientenkollektive
untersuchten, von denen auch klinische Verlaufsdaten vorlagen, kamen zum
Schluss, dass eine vermehrte pl6 Expression mit einer ungunstigen
Patientenprognose assoziiert ist. Dies fand sich beispielsweise bei
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Mammakarzinomen, Astrozytomen oder Gastrointestinalen Stromatumoren
(GIST) (Lebok et al. 2016; Steigen et al. 2008; Arifin et al. 2006). In anderen
Studien fand sich eine Assoziation zwischen einer pl16 Positivitat und einer
gunstigen Prognose (Sedghizadeh et al. 2016; Tang et al. 2017; Bu et al. 2014;
Gan et al. 2016; Wang et al. 2016; Wang, Wang, et al. 2017). Dies qilt
insbesondere fur HNO-Tumoren, bei denen die p16-Positivitat als Surrogat fur
eine HPV-Infektion verwendet wird. Es ist bekannt, dass HPV assoziierte HNO-
Tumoren sich durch eine Uberdurchschnittlich glinstige Prognose auszeichnen
(Wang, Zhang, et al. 2017; Argiris et al. 2014; Ang et al. 2010).

p16 Positivitéat

Zervix Plattenepithelkarzinom .o
Liposarkom .o
Ovarialkarzinom serds . .. . .e
Analkanal Plattenepithelkarzinom . s e
Endometriumkarzinom serds . .
Lunge kleinzelliges Karzinom -
Endometriumkarzinom endometrioid . L L
Ovarialkarzinom endometrioid
Magenkarzinom diffuser Typ .
Hodgkin—-Lymphom . . .
Urothelkarzinom T2-4 . . . s . .
Colon Adenokarzinom -
Prostatakarzinom . s . .
Osophagus Adenokarzinom .
Malignes Mesotheliom . .
Lunge Adenokarzinom " ssnmen
Malignes Melanom . . . .o
Urothelkarzinom pTa . . .
Vulva Plattenepithelkarzinom e e . . .
Schilddrisenkarzinom papillar . . .
Haut Plattenepithelkarzinom . - . .
Lunge groRzelliges Karzinom . .
Pankreas duktales Adenokarzinom .
Cholangiozelluldres Karzinom . . .
Mundboden Plattenepithelkarzinom - ¢ sessss  sem o .. . -
Lunge Plattenepithelkarzinom *s e ssm s s e .
Phaochromozytom .
Larynx Plattenepithelkarzinom e o e = e . . ..
Non Hodgkin—-Lymphom .
Osophagus Plattenepithelkarzinom . . e e

Nierenzellkarzinom klarzellig .

Abbildung 5 (p16 Positivitdt ausgewahlter Tumorentitaten beschrieben in der

Literatur):

Die Abbildung stellt die in vorherigen Studien gefundenen Positivitdtsraten
ausgewahlter Tumorentitaten dar. Jeder Punkt entspricht dabei einer Studie. Auf
der Y-Achse sind einige der in unserer Studie untersuchten Tumorentitaten
aufgelistet. Die X-Achse beschreibt den Prozentsatz p16 positiver Félle bezogen
auf die Anzahl untersuchter Falle.




Literaturverweise zu Abbildung 5 — Es wird jede Tumorentitat aus obiger Grafik
aufgelistet und die Quellen genannt. Hierbei werden die Autoren, welche die
niedrigste Positivitatsrate fur eine bestimmte Entitdt ermittelt hatten, zuerst
genannt. Aufsteigend folgen die Autoren, die hGhere Positivitdtsraten gefunden
hatten:

Zervix Plattenepithelkarzinom: (Cioffi-Lavina et al. 2010; Kanthiya et al. 2016;
Gupta et al. 2010)

Liposarkom: (Thway et al. 2012; Kammerer-Jacquet et al. 2017; Kang and Horvai
2017)

Ovarialkarzinom sergs: (Sui et al. 2000; Altman et al. 2013; Ferguson et al. 2015;
Fujita et al. 1997; Milde-Langosch et al. 1998; O'Neill et al. 2007; Phillips, Kelly,
and McCluggage 2009)

Analkanal Plattenepithelkarzinom: (Koerber et al. 2014; Gilbert et al. 2013;
Meulendijks et al. 2015; Lu, EI-Mofty, and Wang 2003)

Endometriumkarzinom ser@s: (Salvesen, Das, and Akslen 2000; Yemelyanova et
al. 2009)

Lunge kleinzelliges Karzinom: (Svajdler et al. 2018; Yuan et al. 1999)

Endometriumkarzinom endometrioid: (Ignatov et al. 2008; Netzer et al. 2011,
Nakashima et al. 1999; Salvesen, Das, and Akslen 2000; Stewart et al. 2009)

Ovarialkarzinom endometrioid: (Ferguson et al. 2015)

Magenkarzinom diffuser Typ: (Pinto et al. 2009)

Hodgkin-Lymphom: (Kim, Peh, and Poppema 2006; Al-Salam et al. 2013; Zhao
et al. 2008, 2011)

Urothelkarzinom T2-4: (Tzai, Tsai, and Chow 2004; Yang et al. 2002; Mhawech
et al. 2004; Primdahl et al. 2002; Lee et al. 2010; Shariat et al. 2004)

Colon Adenokarzinom: (King-Yin Lam, Ong, and Ho 2006; Lam, Ong, and Ho
2008; Lam et al. 2008)

Prostatakarzinom: (Zhang et al. 2006; Lee et al. 1999; Seipel et al. 2016; Seipel
et al. 2014)

Osophagus Adenokarzinom: (Hardie et al. 2005)

Malignes Mesotheliom: (Chiosea et al. 2008; Nonaka et al. 2005)

Lunge Adenokarzinom: (Leversha et al. 2003; Lingfei et al. 1998; Cheng et al.
2003; Sterlacci et al. 2011; Brambilla et al. 1999; Bian et al. 2015; Kawabuchi et
al. 1999; Kratzke et al. 1996; Akin et al. 2002; Su et al. 2014; Kashiwabara et al.
1998; Huang et al. 2000)

Malignes Melanom: (Pavey et al. 2002; Talve et al. 1997; Mihic-Probst et al. 2006;
Straume, Sviland, and Akslen 2000; Straume and Akslen 1997; Radhi 1999)




Urothelkarzinom pTa: (Mhawech et al. 2004; Yang et al. 2002; Primdahl et al.
2002)

Vulva Plattenepithelkarzinom: (Nogueira et al. 2006; Fons et al. 2009; Lavorato-
Rocha et al. 2013; Chan et al. 1998; Dong et al. 2015; Hay et al. 2016; Knopp et
al. 2004; Riethdorf et al. 2004)

Schilddriisenkarzinom papillér: (Zafon et al. 2008; Evans et al. 2012; Lam et al.
2007)

Haut Plattenepithelkarzinom: (Ciortea et al. 2015; Mattos, Oliveira, and Sotto
2017; Satgunaseelan et al. 2017; Beadle et al. 2013; Marinescu et al. 2016;
Ramezani et al. 2016)

Lunge grol3zelliges Karzinom: (Sterlacci et al. 2011; Peng et al. 2005)

Pankreas duktales Adenokarzinom: (Hu et al. 1997)

Cholangiozelluldres Karzinom: (Sasaki et al. 2014; DeHaan et al. 2007; Kang,
Kim, and Jang 2002)

Mundboden Plattenepithelkarzinom: (Salehinejad et al. 2014; Doxtader and
Katzenstein 2012; Deng et al. 2014; Wang, Zhang, et al. 2017; Riener et al. 2017,
Nemes et al. 2006; Muirhead, Hoffman, and Robinson 2006; Loeschke et al.
2016; Snietura et al. 2010; Zafereo et al. 2016; Shintani et al. 2002; Ryu et al.
2017; Chen, Kao, and Yang 2012; Laco et al. 2012; Abrahao et al. 2011,
Dragomir et al. 2012; Karsai et al. 2007; Grobe et al. 2013; Yuen et al. 2002,
Vallonthaiel et al. 2016; Queiroz et al. 2010)

Lunge Plattenepithelkarzinom: (Dessy et al. 2008; Gatta et al. 2012; Sterlacci et
al. 2011; Leversha et al. 2003; Wang et al. 2009; Akin et al. 2002; Kashiwabara
et al. 1998; Brambilla et al. 1999; Cheng et al. 2003; Doxtader and Katzenstein
2012; Kratzke et al. 1996; Huang et al. 2000; Fan et al. 2015; Su et al. 2014;
Lingfei et al. 1998; Xue et al. 2002)

Phaochromozytom: (Muscarella et al. 2008)

Larynx Plattenepithelkarzinom: (Young et al. 2015; Tiefenbock-Hansson et al.
2017; Ciesielska et al. 2017; Hernandez et al. 2016; Karpathiou et al. 2016; Deng
et al. 2014; Ryu et al. 2017; Kalfert et al. 2014; Allegra et al. 2013; Chernock et
al. 2013; Yuen et al. 2002; Kanyilmaz et al. 2015; Meshman et al. 2017; Karsai
et al. 2007; Krecicki et al. 2004; Grobe et al. 2013)

Non Hodgkin-Lymphom: (Villuendas et al. 1998)

Osophagus Plattenepithelkarzinom: (Liu et al. 2007; Hardie et al. 2005; Chang et
al. 2005; Malik et al. 2011; Taghavi et al. 2010; Takeuchi et al. 1997; Takeuchi et
al. 2004)

Nierenzellkarzinom klarzellig: (Gayed et al. 2013)




Die wichtigste klinische Anwendung der immunhistochemischen pl6
Untersuchung ist die Unterstitzung der zytologischen und histologischen
Diagnostik von neoplastischen Zervixbefunden. Eine p16 Positivitat gilt als starke
Evidenz fur das Vorliegen einer schweren Dysplasie oder eines Karzinoms des
Plattenepithels oder des Driisenepithels der Zervix uteri (Serra and Chetty 2018;
O'Neill and McCluggage 2006; Cameron et al. 2002). Die p16 Positivitat, welche
bei der Uberwiegenden Mehrzahl der Zervixkarzinomen auftritt, hat dazu gefuhrt,
dass viele Pathologen eine immunhistochemische p16 Untersuchung
durchfihren, wenn bei einer Manifestation eines Tumors mit unbekanntem
Ausgangspunkt auch ein Zervixkarzinom zur Debatte steht. Eine p16 Positivitat
wird in dieser differentialdiagnostischen Situation oftmals als Argument fir einen
zervikalen Ursprung der Neoplasie verwendet (G. Sauter, personliche Mitteilung).
Angesichts der widersprichlichen Angaben Uber die Haufigkeit der pl6
Expression in Tumoren und einer gleichzeitig fehlenden Ubersicht tiber die p16
Expression in Normalgeweben haben wir uns in dieser Arbeit die Frage gestellt,
wie signifikant das diagnostische Potential der p16 Immunhistochemie in der
Tumordiagnostik sein kdnnte. Insbesondere interessierten uns die folgenden
Fragen:

1. Kann eine positive p16 Immunhistochemie ein Argument fiir das Vorliegen
eines HPV induzierten Karzinoms sein (Beispiel: Zervix uteri oder HNO-
Tumoren)?

2. Konnte die p16 Immunhistochemie in anderen diagnostischen Situationen,
maoglicherweise bei der Erkennung von Prakanzerosen oder von malignen
Tumoren nitzlich sein?

Zur Klarung dieser Frage wurden Tissue Microarrays untersucht, welche neben
einer groRen Zahl von verschiedenen Normalgeweben von verschiedenen
Probanden auch bis zu 50 verschiedene Tumoren von 83 verschiedenen
Tumortypen und Tumorsubtypen beinhaltete. Die standardisierte Untersuchung
samtlicher Gewebe unter absolut identischen Bedingungen erlaubt es in
optimaler Art und Weise die Ergebnisse der einzelnen Gewebetypen miteinander
zu vergleichen und Schlussfolgerungen abzuleiten, inwieweit der pl6
Untersuchung eine klinische Relevanz zukommen kénnte.
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2. Material und Methoden

2.1 Tissue Microarray (Methode):

Die Tissue Microarray (TMA) Technik erlaubt die in situ Untersuchung von
molekularen Verdnderungen von bis zu 1000 verschiedenen Geweben auf einem
einzigen Objekttrager (Kononen et al. 1998). Bei der Herstellung von Tissue
Microarrays werden aus geeigneten Gewebeblocken mit einer Hohlnadel 0,6 mm
durchmessende Zylinder entnommen und danach in einen TMA-Empféangerblock
eingebracht, wo bereits im Vorfeld ein entsprechendes Loch an einer definierten
Stelle des Arrays vorgefertigt wurde. Die zylindrischen Proben von bis zu 1000
Tumoren werden dann im Empfangerblock gemaR einem definierten
Koordinatensystem platziert. Schnitte dieses TMA-Blocks kénnen dann mittels in
situ Methoden (Immunhistochemie, Fluoreszenz in situ Hybridisierung)
untersucht werden. Die verschiedenen Schritte der Tissue Microarray
Herstellung sind in Abbildung 6 dargestellt.

A) Mit einer Nadel (DM 0.6mm) B) Der entnommene C) Sobald der ,,Empfingerblock“ mit Tumorgewebe-
wird ein etwa 3mm lax?ger Gewebezylinder wird in ein zylindern gefiillt ist, werden von diesem Block diinne
Gewebezylinder aus einem Tumor- vorgefertigtes Loch eines Scheiben 3um dick) weggeschnitten und auf kleine
Paraffin-Block herausgestanzt leeren, frisch ferti Gl heiben (Objek ) aufgebracht. Diese
Paraffinblocks eingebrach Obji dger konnen dann mit molekularen Methoden

untersucht werden. In einem Untersuchungsgang lassen
sich jetzt bis zu 1000 Tumoren untersuchen.

Abbildung 6 (TMA-Herstellung):

In den Abbildungen A-C ist beispielhaft die Herstellung eines TMA-Blocks
dargestellt. In einem gleichartigen Verfahren entstanden auch die in dieser Studie
verwendeten Multitumor Array- und Normalgewebe Array-Blocke.

(Kononen et al. 1998)

Ein wesentlicher Vorteil der Methode ist, dass sie eine perfekte
Pseudonymisierung oder Anonymisierung von Patientenproben erlaubt. Die
Zuordnung von Patientendaten zu einem Tumorgewebe erfolgt ausschlie3lich
durch die bei der Herstellung des TMAs definierten Koordinaten. Damit sind die
Patientendaten  wirkungsvoll  pseudonymisiert. Falls eine komplette
Anonymisierung angestrebt wird, kann das Datenfile, welches die Zuordnung der
Koordinaten zu individuellen Patienten beinhaltet, unwiderruflich geléscht werden
und der Tissue Microarray kann problemlos weiterverwendet werden. Auch die
Verwendung der meist zur Pseudonymisierung verwendeten Biopsienummern,
welche aber im EDV-System der Pathologie mit Patientendaten verbunden
werden, wird so vermieden. Abbildung 7 zeigt eine Ubersichtsaufnahme der in
dieser Studie verwendeten Tissue Microarrays.
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Abbildung 7 (NTA und MTA):

Darstellung des in dieser Studie verwendeten Nomalgewebe Arrays und des

Multitumor Arrays.
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In Abbildung 8 wird das zugehorige Koordinatensystem erklart. Tabelle 1 zeigt
ein mit dem TMA verbundenes Datenfile.

MTAS5.2 A

06,6,6,6.6.9606,6,000000]
66/6/0)6/0.0606'6'0'0'0 006}
EEBR3RRRRRR333]

O N ORWON =

©X NSO QPRWN =

Abbildung 8 (Koordinatensystem TMA):

Dargestellt ist das Koordinatensystem des in dieser Studie verwendeten MTA 5.2
A-Blocks. Jedem Tumorspot kann eine eindeutige Koordinate zugeordnet werden.

A B C D E

1 Array Name Array_Part Lokalisation Entitdt VT
41 MTA5.2.A43A A 3f Prostata-Ca
42 MTA52.A44A A 3g Prostata-Ca
43 MTA5.2.A45A A 3h Prostata-Ca
44 MTA5.2.A46A A 3i Prostata-Ca
45 MTA5.2.A47A A 3k Prostata-Ca
46 MTA5.2. A48A A3l Prostata-Ca
47 MTA5.2. A49A A 3m Prostata-Ca
48 MTA5.2.A50A A 3n Prostata-Ca
49 MTA52.A51A A 30 Prostata-Ca

50 MTA5.2. A52A A 3p Prostata-Ca

51 MTA5.2.A53A A 3q Lungen-Platten-Ca
52 MTA52.A54 A A3r Lungen-Platten-Ca
53 MTA5.2.A55A A 4a Lungen-Platten-Ca
54 MTAS52.A56A A 4b Lungen-Platten-Ca
55 MTA5.2.A57A A 4c Lungen-Platten-Ca
56 MTA5.2.A58A A4d Lungen-Platten-Ca
57 MTA5.2.A59A A 4e Lungen-Platten-Ca

Tabelle 1 (MTA 5.2 Datenfile):

Dargestellt ist das zum A-Block des MTA 5.2 gehdrige Datenfile. Jedem Tumorspot
wird eine eindeutige Tumorentitdt zugeordnet. Eine Anonymisierung bzw.
Pseudonymisierung der Patienten ist gewahrleistet.

2.2 Normalgewebe Tissue Microarray:

Der Normalgewebe Tissue Microarray des UKEs war mit dem Zweck hergestellt
worden eine mdglichst komplette Sammlung von Normalgeweben zusammen zu
bringen. Um patientenindividuelle Faktoren oder auch praanalytische
Gewebeschaden mdglichst auszuschliel3en, wurden von jedem Gewebetyp
Proben von acht verschiedenen Patienten verwendet. Insgesamt enthalt der
Normalgewebe TMA 76 verschiedene Gewebetypen von jeweils acht
verschiedenen Patienten (608 Gewebeproben). Die Zusammensetzung des
Normalgewebe TMAs ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Aorta, Endothel Harnblase, Urothel Hoden
Plazenta im 3. Trimenon,
Amnion und Chorion

Aorta, Tunica Media Bronchus, Mukosa

Herz Lymphknoten Bronchus, Drusen
guergestreifte Muskulatur Milz Sinus paranasales
Zunge, Muskulatur Thymus Lunge
Uterus, Myometrium Tonsille Mamma
Appendix, muskuldre Wand | Magenantrum Endozervix
Osophagus, muskuléare Endometrium,
Wand Magencorpus Proliferationsphase
Magen, muskulare Wand Duodenum, Mukosa Endometrlum,
Sekretionsphase

lleum lleum, Mukosa Tube, Mukosa

. . Plazenta im 1. Trimenon,
Colon, muskuléare Wand Appendix, Mukosa Dezidua

Nierenbecken, muskulare | Colon descendens,
Ovar, Corpus luteum

Wand Mukosa

Harnblase, muskuldre Rektum, Mukosa Ovar, Follikelzyste

Wand

Penls,_Corpus Gallenblase, Epithel Plazenta im 1. Trimenon

spongiosum

Ovar, Stroma Leber Plazenta im 3. Trimenon

Fett Pankreas Nebenniere

Haut Parotis Nebenschilddriise

Haut, Haarfollikel mit Glandula Schilddriise

Talgdrise Submandibularis

Lippe, Mundschleimhaut Glandula Sublingualis Cerebellum, Cortex Stratum
molekulare

Mundhéhle Knochenmark Cerebellum, Cortex Stratum
neuronorum

Tonsile, Duodenum, Cerebrum, graue Substanz

Oberflachenepithel Brunnerdriisen 9

Analkanal, Haut Nierenrinde Cerebrum, weil3e Substanz

Analkanal, Schleimhaut Niere, Mark Hypop.hysenhlnterlappen,

der Ubergangszone Infundibulum

Ektozervix Prostata Hypophysenvorderlappen

Nierenbecken, Endothel Nebenhoden

Tabelle 2 (Zusammensetzung NTA):

Darstellung der in dieser Studie untersuchten Normalgewebe des Normalgewebe
Tissue Microarrays.

2.3 Multitumor Tissue Microarray:

Der Multitumor Tissue Microarray des UKEs wurde hergestellt um die Pravalenz
molekularer Parameter in den wichtigsten humanen Tumortypen und
Tumorsubtypen vergleichend zu untersuchen. Der verwendete Array enthielt
zwischen 6 und 50 verschiedene Gewebeproben von 83 verschiedenen
Tumortypen und Tumorsubtypen. Die urspringlich angestrebte Zahl von 50
Tumoren pro Entitdt konnte wegen der relativen Seltenheit einiger Tumorarten
nicht komplett realisiert werden. Die Tumoren des Multitumor-Arrays sind auf
sieben verschiedene TMA-BIlocke verteilt, welche jeweils zwischen 386 und 604
Tumoren enthalten. Alle TMA-BIl6cke des Multitumor-Arrays enthalten auch eine
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Standardkontrollsektion, welche jeweils 30 Normalgewebe von Haut, Niere,
Prostata, Colon, Herz, Hirn, Pankreas, Schilddrise, Lymphknoten und Leber
beinhaltet.

2.4 Immunhistochemie:

Fur die immunhistochemische Untersuchung wurden 4 pm dicke Tissue
Microarray Schnitte verwendet, welche alle gleichzeitig wenige Tage vor der
immunhistochemischen Untersuchung hergestellt wurden. Als Priméarantikdrper
wurde der monoklonale Mausantikorper p16 (Dianova 1:350) verwendet. Die
Schnitte wurden deparaffiniert und fur 15 min bei 95 °C in einem pt-Linkgerat
(Firma  Dako) einer hitzeinduzierten  Antigendemaskierungsprozedur
unterworfen, bei einem pH 9-Puffer. Die Farbung erfolgte in einem Dako-
Farbeautomaten (Typ: Autostainer Link 48). Die Farbungen wurden
semiquantitativ von einem Pathologen (Prof. Dr. Guido Sauter) ausgewertet. Fur
jeden Tumor wurde der prozentuale Anteil der positiven Falle bewertet und die
Intensitat der Farbung auf einer Skala von 1-3 angegeben. Zur definitiven
Tumorklassifizierung wurden alle Proben aufgrund von Farbeintensitat und Anteil
positiver Zellen nach folgenden Kriterien in vier Gruppen eingeteilt:
Negativ, schwache Farbung, maRiggradige Farbung, starke Farbung. Die
Definitionen fur diese Kategorien waren wie folgt:

Negativ: Keine Farbung nachweisbar

Schwache Féarbung: Farbeintensitat 1+ in weniger als 70 % der Tumorzellen oder
2+ in maximal 30 % der Tumorzellen

MaRiggradige Farbung: 1+ in mehr als 70 % der Tumorzellen oder 2+ in mehr als
30 %, aber hochstens 70 % der Tumorzellen oder 3+ Intensitat in maximal 30 %
der Tumorzellen.

Starke Farbung: 2+ in mehr als 70 % der Tumorzellen oder 3+ in mehr als 30 %
der Tumorzellen.

2.5 Statistik:

Fur die Analyse der Beziehung zwischen kategorischen Variablen wurden x2-
Tests bzw. Kontingenztabellenanalysen durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 p16 Expression in Normalgeweben:

Eine regelmallig auftretende kraftige pl6é Expression fand sich in den
untersuchten Normalgeweben lediglich in Pankreasinseln und der
Adenohypophyse. Dariiber hinaus war in einigen Normalgeweben eine
gelegentliche und meist schwachere Farbung einzelner Zellen nachweisbar. Die
Befunde in Normalgeweben waren im Einzelnen wie folgt:

Zwei Praparate aus der Mundhohle zeigten fokal eine schwache
zytoplasmatische Positivititt des bedeckenden, nicht verhornenden
Plattenepithels (Bild 1).

In einem Patienten fand sich eine deutliche nukle&re Positivitat der obersten
Zelllagen des Oberflachenepithels der Tonsille. In der Tonsille fand sich in einem
Préparat auch eine teilweise deutlichere Anfarbung des Kryptenepithels. Auch
einzelne epitheloide (histiozytare) Zellen der Tonsille waren p16 positiv.

Im Plattenepithel der Analregion kam vereinzelt eine zytoplasmatische Farbung
von einzelnen Plattenepithelien zur Darstellung (Bild 2).

Bei zwei Patienten fand sich im Plattenepithel des Osophagus fokal eine
schwache zytoplasmatische p16 Expression (Bild 3 und 4).
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Bild 1: Praparat Mundhdhle mit
schwacher zytoplasmatischer
Anfarbung des Epithels.
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Bild 2: Analkanal mit vereinzelt
zytoplasmatischer Anfarbung des
Plattenepithels.

Bild 3: Osophagus mit fokaler
zytoplasmatischer Positivitat des
Plattenepithels.

Bild 4: Osophagus mit fokaler
zytoplasmatischer Positivitat des
Plattenepithels.
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In der Plazenta bestand fokal eine schwache Einzelzellpositivitdit von
Chorionzellen (Bild 5).

In der Harnblase fand sich vereinzelt eine gering- bis mafig starke Positivitat von
Deckzellen des Urothels und vereinzelt auch zytoplasmatisch von tiefer
gelegenen Urothelien (Bild 6).

In der Milz kam es zu einer teils starken, nukleéar betonten Anfarbung einzelner
Zellen. Es handelt sich hier mdglicherweise um Gefal3e (Bild 7).

Im Thymus kam es zu einer teils kraftigen zytoplasmatischen Anfarbung von
Hassal-Korperchen. Lymphozyten waren wie in allen anderen lymphatischen
Organen weitestgehend negativ.

Im Magenantrum fanden sich im Bereich einer intestinalen Metaplasie
gruppenartig zusammengelagerte, mafig stark, vor allem nukleér positive Zellen.
Im Magencorpus bestand teilweise eine diffuse zytoplasmatische Anfarbung von
tief gelegen Drusen. Diese Art der Farbung wird bei vielen Antikérpern gesehen
und stellt moglicherweise ein Artefakt dar (G. Sauter, personliche Mitteilung).

Im Pankreas zeigten die Inselzellen eine deutliche, auch nukleare Positivitat.
Vereinzelt war auch eine Anfarbung anderer Zellen erkennbar. Diese dirfte
wahrscheinlich kleinen Ausfihrungsgéangen entsprechen (Bild 8).
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Bild 5: Plazenta mit vereinzelt p16 Bild 6: Harnblase mit vereinzelt
positiven Chorionzellen. positiven Deckzellen des Urothels.
Teilweise stellen sich auch tiefer
gelegene Urothelien p16 positiv dar.

P, 2 s =e €3 3
Bild 7: Milz mit teils starker nuklearer Bild 8: Pankreas mit starker
Anfarbung einzelner Zellen. nuklearer Anfarbung von Inselzellen.
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In der Parotis bestand vereinzelt eine schwache zytoplasmatische, aber auch
nukleare Positivitat von Ausfihrungsgéngen (Bild 9).

In der Glandula sublingualis war vereinzelt eine positive Anfarbung von Drisen-
bzw. Gangstrukturen zu sehen (Bild 10).

In der Prostata wurden herdférmig Basalzellen maRig stark angefarbt, dies aber
nicht in allen Prostaten und nicht in allen Drisen (Bild 11).

Im Hoden fanden sich vereinzelt p16 positive Zellen (Zelltyp unklar) (Bild 12).
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Bild 9: Parotis mit vereinzelt schwach
positiv gefarbten Zellen der
Ausfihrungsgange.

Bild 10: Glandula sublingualis mit
vereinzelt positiven Drusen- und
Gangstrukturen.
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Bild 12: Hoden mit vereinzelt p16
positiven Zellen.

Bild 11: Prostata mit herdférmig
angefarbten Basalzellen.

In der Bronchusschleimhaut eines Patienten war eine umschriebene Zellgruppe
mit maRig starker, vor allem zytoplasmatischer, teilweise aber auch nuklearer
pl6-Positivitat darstellbar (Bild 13).

In einer Patientin war eine kraftige pl6 Positivitat in normalem / atrophem
Brustdrisengewebe nachweisbar (Bild 14).

Es fanden sich zwei Falle von Endometrium in Proliferationsphase mit kleinen
und gréReren Gruppen von Zellen mit Uberwiegend zytoplasmatischer, aber auch
nuklearer p16 Positivitat (Bild 15). Auch im sekretorischen Endometrium fand sich
in einer Patientin eine kraftig positive Driise und in diesem Fall auch im Stroma
reichlich nuklear positive Zellen (Bild 16).

In der Dezidua der Plazenta im ersten Trimenon waren vereinzelt schwach
positive Zellen darstellbar (Bild 17).
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Bild 13: Bronchusschleimhaut mit Bild 14: Mamma mit kraftiger p16
umschriebener p16 positiver Anfarbung von GefalRen.
(zytoplasmatisch und nuklear)
Zellgruppe.
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Bild 16: Endometrium

(Proliferationsphase) mit Gruppen (Sekretionsphase) mit einer kraftig
von zytoplasmatisch, aber teils auch pl16 angefarbten Drise und reichlich
nuklearer p16 angefarbten Zellen. nukleér positven Stromazellen.

Bild 17: Plazenta (1.Trimenon) mit
vereinzelt schwach positiven Zellen.

In unmittelbarer Umgebung des Corpus luteum des Ovars fand sich stellenweise
eine sehr starke nukleére Positivitat von kleinen Gefal3en (nachgewiesen in zwei
Féallen, Bild 18 und 19). In der Plazenta im ersten Trimenon gab es in einem Fall
eine sehr kréftige, nukleare und zytoplasmatische Positivitat vereinzelter Zellen
(Typ unklar) (Bild 20). In der reifen Plazenta fanden sich teilweise deutlich
angefarbte plazentare Stromazellen (Bild 21).
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Bild 18: Umgebung des Corpus

luteum mit sehr starker
Gefal3anfarbung.

Bild 21: Plazenta (3. Trimenon) mit

sehr starker zytoplasmatischer und teilweise deutlich angefarbten
nuklearer Positivitat vereinzelter Stromazellen.
Zellen.

Das Nebennierenrindengewebe zeigte manchmal eine geringe p16 Positivitat in
zusammenliegenden Zellgruppen (Bild 22).

Die Adenohypophyse zeigte generell eine starke nukleare und zytoplasmatische
Farbung, welche oft alle Zellen eines TMA-Spots betraf. Arealweise waren aber
auch einzelne Drisenzellen ausgespart. Diese kdnnten einem besonderen
Zelltyp entsprechen (Bild 23
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Bild 22: Nebennierenrinde mit Bild 23: Adenohypophyse mit starker
geringer p16 Positivitat in nuklearer und zytoplasmatischer p16
zusammenliegenden Zellgruppen. Farbung.
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3.2 pl6-Expression in Tumoren:

Unsere immunhistochemische Untersuchung ergab in vielen verschiedenen
Tumortypen haufig eine signifikante p16 Positivitat.

Die Befunde waren insgesamt sehr heterogen. Dies ist unter anderem anhand
einer Gruppe von unmittelbar nebeneinander liegenden Ovarialkarzinomen
erkennbar. Bild 24 zeigt links ein komplett negatives Karzinom, in der Mitte ein
Karzinom mit sehr starker zytoplasmatischer Anfarbung ohne eindeutige
Beteiligung von Kernen. Der Tumor rechts zeigt eine malRig starke
zytoplasmatische Anfarbung bei deutlich prominenter Anfarbung von zumindest
einem grof3en Teil der Kerne.

Bild 24: Gruppe nebeneinander liegender Ovarialkarzinome. Links stellt sich ein
pl6 negatives Karzinom dar. Das Karzinom in der Mitte zeigt eine starke
zytoplasmatische Anfarbung ohne eindeutige Beteiligung von Kernen. Das
Karzinom rechts ist mafig zytoplasmatisch p16 positiv, bei Anfarbung eines
Groliteils der Kerne.

Eine Reihe von Tumoren zeigten besondere, auffallige Farbemuster. Bei
endometrioiden Endometriumkarzinomen gab es Beispiele von unterschiedlicher
pl6 Anfarbung in glandulér und plattenepithelial differenzierten Anteilen. Ein
Beispiel ist in Bild 25 dargestellt, wo die soliden Areale eine deutliche nuklear
betonte p16 Anfarbung zeigen, wahrend die drisigen Anteile negativ bleiben.

In einigen Tumorentitaten kam eine besondere ,mikrofokale“ p16 Anfarbung vor.
In derartig angefarbten Tumoren fanden sich in Umgebung pl6 negativer
Tumorzellen unregelmaRig begrenzte Gruppen von unterschiedlich stark pl6
angefarbten Zellen, wobei die Farbung zytoplasmatisch oder nuklear dominiert
sein kann. Zu den Tumorarten mit gelegentlichem oder haufigem Auftreten
derartiger Félle gehoren beispielsweise Colonadenome, das endometrioide
Endometriumkarzinom, Plattenepithelkarzinome der Haut oder pleomorphe
Adenome.

Bei einigen Tumortypen kam es zu einem noch ,mikrofokaleren Bild mit
vereinzelten ,masernartig eingestreuten positiven Einzelzellen mit teils auch
prominent positiven Kernen. Dieser Befund fand sich beispielsweise in
chromophoben Nierenzellkarzinomen (Bild 26) und in Phaochromozytomen.

Bei einzelnen Plattenepithelkarzinom der Haut oder des Mundbodens kam es zu
einer ausschliel3lichen Anfarbung der Basalschicht mit schwacher Intensitéat (Bild
27).
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Bild 25: Endometrioides
Endometriumkarzinom mit
heterogener p16 Anfarbung und
ausschlieR3licher p16 Positivitat von

plattenepithelial-differenzierten
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Bild 26: Chromophobes

Nierenzellkarzinom mit ,buntem Bild*
der p16 Anfarbung. Immer wieder
zeigen Einzelzellen eine geringe,
mafig starke oder auch starke p16

Tumoranteilen. Positivitat.

Bild 27: Mundbodenkarzinom mit
Beschrankung der p16 Farbung auf
die peripheren Zellen invasiver
Tumorzellverbande.

In einzelnen Basaliomen fand sich eine p16 Positivitat vorwiegend im Zentrum
der Zellnester, wahrend die basalen Zellschichten weitgehend negativ waren. In
anderen Basaliomen war das Muster umgekehrt mit besonders prominenter
Anfarbung von basalen Zellen.

Liposarkome waren sehr haufig und sehr kraftig positiv. In einzelnen Fallen wurde
auch ausdifferenziertes Fettgewebe deutlich p16 positiv gefarbt (Bild 28).

Bei kleinzelligen Tumoren aller Art war p16 haufig kraftig exprimiert (Bild 29).

Bei biphasischen Tumoren fanden sich nicht selten besonders auffallige
Farbemuster. Beim Malignen Mesotheliom waren héaufig nur einzelne wenige
Zellen pl6 positiv. In anderen Fallen bestand eine starke, auch nukleare
Anfarbung in allen Zellen. In einzelnen Fallen gab es auch eine kraftige
Anfarbung von spindelzelligen Elementen, wahrend epitheliale Anteile pl6
negativ waren (Bild 30). Phylloidestumoren zeigten oft eine teils kraftige, nuklear
betonte Positivitat im Stromaanteil. Das Epithel war zwar manchmal auch positiv
angefarbt, aber deutlich weniger haufig und auch weniger stark. Ein Beispiel
hierfar ist in Bild 31 dargestellt.
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Bild 28: Hochdifferenziertes
Liposarkom mit Anfarbung atypischer
Lipozyten.
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Bild 29: Kleinzelliges
Neuroendokrines Karzinom der
Harnblase mit intensiver, nuklear
betonter p16 Anfarbung.

Bild 30: Malignes Mesotheliom mit
eindeutiger Anfarbung von
spindeligen Stromazellen. Die
epitheloiden Tumoranteile sind p16

Bild 31: Phylloidestumor der Mamma
mit starker nuklearer p16 Anfarbung

in der mesenchymalen Komponente.
Das Epithel ist p16 negativ.

negativ.

In mehreren Tumorarten fanden sich auch Félle mit einer auffalligen pl6
Anfarbung in nicht-neoplastischen Stromazellen. Dies fand sich auch bei
Tumoren mit kompletter p16 Negativitat in neoplastischen Epithelien. Beispiele
hierfir fanden sich bei Karzinomen des Ovars (muzinds) (Bild 32), dem
Mammakarzinom  (tubular)  (Bild 33), Onkozytomen (Bild 34),
Plattenepithelkarzinomen der Haut, Schilddrisenadenomen und dem
Larynxkarzinom.

Vereinzelt farbten sich auch TumorgefalRe kraftig an. Dies war unter anderem in
einem pTa Harnblasentumor (Bild 35) und in einem anaplastischen
Schilddrisenkarzinom (Bild 36) nachweisbar.

Die Befunderhebung war bei Pankreaskarzinomen und bei Melanomen
erschwert. Bei Pankreastumoren (Karzinome und Neuroendokrine Tumoren)
wird die Beurteilung dadurch erschwert, dass manchmal stark p16 positive Inseln
zur Darstellung kommen, wie beispielsweise in Bild 37 dargestellt.

Normale Pankreasinseln sind physiologisch p16 positiv. Die Beurteilung von
Melanomen ist wegen brauner Pigmente schwierig. Diese Pigmente kdnnen nur
schwer von einer positiven immunhistochemischen Farbung unterschieden
werden. Mindestens ein Melanom zeigte aber eine kraftige, kernbetonte
Anfarbung in fast allen Zellen.
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Bild 32: Muzintses Ovarialkarzinom
mit p16 Positivitat im Tumorstroma.
Das neoplastische Epithel zeigt
keine Anfarbung.

Bild 33: Tubulares Mammakarzinom

(p16 negativ) mit p16 Anfarbung von
spindeligen Stromazellen.
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Bild 34: Onkozytom der Niere (p16
negativ) mit eindeutig positiven
kleinen GefalRen.

Bild 35: Urothelkarzinom (pTa) mit
kraftig p16 angefarbtem Gefai.
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Bild 36: Anaplastisches
Schilddriisenkarzinom (p16 negativ)
mit kraftiger Anfarbung von kleinen
Gefal3en.

Bild 37: Duktales Adenokarzinom
des Pankreas mit kraftig p16
gefarbten Inselzellen.
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Zumindest mehrere Falle mit einer zumindest mallig starken Farbung fanden sich
in 70 von 83 untersuchten Tumorentitdten. Die Ergebnisse zu den einzelnen
Tumortypen unserer Studie sind in Tabelle 3 zusammengefasst.

p16 im Tumor

zytoplasmatisch und/oder nuklear

Entitat 'T’l\e/llif n (r;:):—:g. 0s/ochw. (r;)d. 0s/:t)ark &(J)s.
Pilomatrixom 35 27 11,1 74,1 11,1 3,7 88,9
Basaliom 48 42 14,3 57,1 21,4 7,1 85,7
Benigner Naevus 29 24 8,3 20,8 12,5 58,3 | 91,7
Plattenepithelkarzinom 50 42 73,8 14,3 2,4 9,5 26,2
Malignes Melanom 48 43 62,8 16,3 4,7 16,3 | 37,2
Merkellzellkarzinom 46 42 2,4 2,4 143 | 81,0 | 97,6
E Larynx Plattenepithelkarzinom 50 47 | 80,9 8,5 6,4 4,3 19,1
Mundboden Plattenepithelkarzinom 50 43 | 744 | 11,6 0,0 14,0 | 25,6
Lunge Plattenepithelkarzinom 50 24 75,0 12,5 0,0 12,5 25,0
Lunge groRRzelliges Karzinom 31 23 73,9 8,7 4.3 13,0 26,1
Lunge Adenokarzinom 50 38 60,5 18,4 53 15,8 | 39,5
Lunge bronchioalv. Karzinom 6 6 83,3 16,7 0,0 0,0 16,7
Lunge kleinzelliges Karzinom 20 15 33,3 6,7 0,0 60,0 66,7
Malignes Mesotheliom 48 37 59,5 32,4 2,7 54 40,5
Parotis Pleomorphes Adenom 50 45 17,8 75,6 4.4 2,2 82,2
:).% Parotis Warthin Tumor 49 | 44 | 273 | 659 | 45 | 23 | 727
=
§ Speicheldriise Basalzelladenom 15 15 26,7 73,3 0,0 0,0 73,3
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p16 im Tumor

zytoplasmatisch und/oder nuklear

- n auf neg. |schw. | md. stark | pos.
Entitat ™A | " | % % % % %

Vagina Plattenepithelkarzinom 48 31 | 484 3,2 6,5 419 | 51,6
Vulva Plattenepithelkarzinom 50 31 | 64,5 6,5 12,9 | 16,1 | 355
Zervix Plattenepithelkarzinom 50 43 | 16,3 4,7 20,9 | 58,1 | 83,7
Zervix Adenokarzinom 50 37 45,9 32,4 10,8 10,8 54,1
Endometriumkarzinom endometrioid 50 44 40,9 43,2 4.5 11,4 59,1
Endometriumkarzinom seros 50 34 32,4 23,5 8,8 35,3 67,6
Uterus Stromasarkom 12 12 83,3 8,3 0,0 8,3 16,7
Karzinosarkom 48 45 31,1 17,8 11,1 40,0 68,9
Ovarialkarzinom endometrioid 37 29 41,4 13,8 17,2 27,6 | 58,6
Ovarialkarzinom serds 50 42 23,8 7,1 16,7 | 52,4 | 76,2
Ovarialkarzinom muzinés 26 23 87,0 4.3 4.3 4.3 13,0
Brennertumor 9 7 14,3 57,1 14,3 14,3 85,7
Mammakarzinom duktal 46 26 61,5 15,4 11,5 11,5 | 385
Mammakarzinom lobular 43 32 53,1 40,6 3,1 3,1 46,9
Mammakarzinom medullar 15 10 20,0 20,0 0,0 60,0 | 80,0
Mammakarzinom tubular 18 8 87,5 0,0 12,5 0,0 12,5

2
'g” Mammakarzinom muzinds 22 16 81,3 12,5 6,3 0,0 18,8
% Phylloidestumor der Mamma 50 38 | 81,6 | 184 | 0,0 0,0 | 18,4
_ Colonadenom, low grade 50 26 69,2 26,9 3,8 0,0 30,8

g
é Colonadenom, high grade 50 23 39,1 39,1 17,4 4.3 60,9

°
§ Colon Adenokarzinom 50 35 54,3 34,3 8,6 2,9 45,7
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p16 im Tumor

zytoplasmatisch und/oder nuklear

Entitat _r:_aif n (r;oeg. f/ochw. L}(])d. 0s/:t)ark &(})s.
Dunndarm Adenokarzinom 10 5 80,0 20,0 0,0 0,0 20,0
Magenkarzinom diffuser Typ 50 32 | 46,9 28,1 12,5 12,5 | 53,1
Magenkarzinom intestinaler Typ 50 30 33,3 40,0 6,7 20,0 | 66,7
Osophagus Adenokarzinom 50 34 | 58,8 17,6 8,8 14,7 | 41,2
Osophagus Plattenepithelkarzinom 49 34 | 91,2 8,8 0,0 0,0 8,8
Analkanal Plattenepithelkarzinom 50 25 | 28,0 4,0 8,0 60,0 | 72,0
Cholangiozelluléres Karzinom 50 31 | 74,2 19,4 6,5 0,0 25,8
Hepatozellulares Karzinom 50 45 | 97,8 0,0 2,2 0,0 2,2
Pankreas duktales Adenokarzinom 50 27 | 74,1 | 185 0,0 7,4 25,9
Pankreas/Papille Adenokarzinom 30 16 | 68,8 0,0 12,5 | 18,8 | 31,3
Pankreas Neuroendokriner Tumor 49 28 67,9 17,9 7,1 7,1 32,1
Gastrointestinaler Stromatumor 50 39 51,3 28,2 2,6 17,9 | 48,7
Urothelkarzinom pTa 50 42 64,3 21,4 7,1 7,1 35,7
Urothelkarzinom T2-4 50 47 53,2 8,5 8,5 29,8 | 46,8
Harnblasenkarzinom kleinzellig 18 17 0,0 0,0 23,5 76,5 100
Nierenzellkarzinom klarzellig 50 46 95,7 4.3 0,0 0,0 4.3
Nierenzellkarzinom papillar 50 43 83,7 11,6 2,3 2,3 16,3
Nierezellkarzinom chromophob 50 43 86,0 14,0 0,0 0,0 14,0
Onkozytom 50 44 | 90,9 9,1 0,0 0,0 9,1
3 Prostatakarzinom 49 41 58,5 31,7 9,8 0,0 41,5
g Prostatakarzinom kleinzellig 17 11 9,1 9,1 36,4 | 455 90,9
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p16 im Tumor

zytoplasmatisch und/oder nuklear

- n auf neg. |schw. | md. stark | pos.
Entitat ™A | " | % % % % %
Seminom 50 46 | 91,3 8,7 0,0 0,0 8,7
embryonales Karzinom (Hoden) 50 40 | 92,5 7,5 0,0 0,0 7,5
Dottersacktumor 50 33 87,9 12,1 0,0 0,0 12,1
Teratom 50 22 | 81,8 13,6 0,0 45 18,2
Schilddriisenadenom 50 47 100 0,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom papillar 50 47 68,1 27,7 2,1 2,1 31,9
Schilddriisenkarzinom follikular 49 47 91,5 6,4 2,1 0,0 8,5
Schilddriisenkarzinom medullar 50 42 85,7 14,3 0,0 0,0 14,3
Schilddriisenkarzinom anaplastisch 26 23 | 73,9 0,0 8,7 17,4 | 26,1
Nebennieren-Adenom 50 47 72,3 25,5 2,1 0,0 27,7
Nebennieren-Karzinom 26 14 35,7 21,4 28,6 14,3 64,3
c Ph&ochromozytom 50 33 75,8 12,1 12,1 0,0 24,2
=
3
S Neuroendokriner Tumor (NET) 50 27 59,3 29,6 7,4 3,7 40,7
Hodgkin-Lymphom 45 30 50,0 3,3 23,3 23,3 | 50,0
5]
Q2
& | Non Hodgkin-Lymphom 48 | 43 | 83,7 | 11,6 | 2,3 23 | 16,3
@]
g
g Thymom 29 27 74,1 18,5 3,7 3,7 25,9
Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor 45 44 9,1 72,7 18,2 0,0 90,9
Granularzelltumor 30 24 62,5 25,0 8,3 4.2 37,5
Leiomyom 50 47 80,9 10,6 6,4 2,1 19,1
(]
®
03) Leiomyosarkom 49 47 55,3 10,6 10,6 23,4 | 44,7
g
% Liposarkom 49 40 | 22,5 12,5 5,0 60,0 | 77,5
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p16 im Tumor

zytoplasmatisch und/oder nukleér
- n auf neg. |schw. | md. stark | pos.

Entitat ™A [T Jw  |% % % %
Angiosarkom 32 24 | 37,5 | 50,0 4,2 8,3 62,5
Osteosarkom 25 20 | 35,0 10,0 10,0 | 45,0 | 65,0
8 Chondrosarkom 25 10 | 80,0 | 10,0 | 10,0 0,0 20,0

Tabellen 3 (p16 Positivitét):

Die Tabellen zeigen die Positivitatsraten der in unserer Studie untersuchten

Tumorentitaten. Angegeben ist sowohl die Starke (schwach, moderat, stark), als

auch die Lokalisation der Expression (nukleéar, zytoplasmatisch). Der
Phylloidestumor zeigte als einzige Entitat eine kréftige p16 Stromaanfarbung.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden 76 verschiedene Normalgewebe von jeweils
acht verschiedenen Patienten sowie 3442 menschliche Tumoren
immunhistochemisch auf die Expression von p16 untersucht. Die Untersuchung
identifiziert eine Reihe von Tumoren und auch von Normalgeweben mit einer
kraftigen pl16-Expression, wahrend andere Gewebe in unserer Untersuchung
h&aufig oder immer p16 negativ waren.

Fur das Verstandnis unserer Daten und ihre relative Bedeutung im Vergleich zur
vorbestehenden Literatur ist es von Bedeutung, dass immunhistochemische
Verfahren, insbesondere unter Verwendung der sogenannten ,Hellfeld-Technik®,
keine exakte Quantifizierung der Proteinexpression zulassen. Die flir eine
immunhistochemische Untersuchung definierten Bedingungen (Auswahl des
Antikorpers, Affinitat des Antikorpers, Konzentration des Antikdrpers, Art und
Intensitat der Vorbehandlung zur Epitopdemaskierung) definieren lediglich ein
verhaltnismaRig kleines diagnostisches Fenster, in dem eine semiquantitative
Proteinquantifizierung maoglich ist. Es ist keinesfalls davon auszugehen (auch
angesichts der zellbiologischen Bedeutung von pl6), dass pl6 negative
Tumoren und Gewebe kein pl6 Protein exprimieren. Es ist lediglich davon
auszugehen, dass die Konzentration von p16 in diesen Zellen so gering ist, dass
wir das Protein mit dem gewahlten Verfahren nicht darstellen konnen. Ubersteigt
die pl6-Expression einen gewissen Schwellenwert — welcher durch unsere
Bedingungen definiert ist — wird die immunhistochemische Methode zu einem
positiven Farbeergebnis filhren. In einem begrenzten Bereich oberhalb der
Detektionsschwelle steigt die Farbeintensitat proportional zur p16 Proteinmenge
in der Zelle an, bis zu einem Punkt, bei dem eine maximale Anfarbung besteht
und der Gewebespot komplett dunkelbraun imponiert. Ab diesem Punkt kénnte
eine weitere Erh6éhung der pl6 Konzentrationen in den Zellen zu keiner
wahrnehmbaren weiteren Verstarkung des Signals fuhren. Der Spot bleibt in
diesem Expressionsbereich auch bei nochmals zehnfach hoherer pl6
Konzentration mehr oder weniger gleich braun.

Angesichts dieser Eigenheit immunhistochemischer Untersuchungen sind
unsere Ergebnisse mit denjenigen aus anderen Studien, bei denen andere
Antikdrper, andere Schwellenwerte und andere Farbeprotokolle verwendet
wurden, nur bedingt vergleichbar. Eine maximale — fast 100 %ige -
Vergleichbarkeit besteht allerdings innerhalb unserer Studie, da samtliche
Gewebe unter absolut identischen Bedingungen gefarbt und auch beurteilt
wurden.

Die Mdoglichkeit, eine dermafen umfassende Untersuchung von hunderten von
Tumoren unter hochstandardisierten Bedingungen durchzufihren, ist im
Wesentlichen durch die Tissue Microarray Methode entstanden. Die vor 20
Jahren erstmals publizierte Methode erlaubt eine rasche und effiziente
Untersuchung sehr grof3er Tumorkollektive (Kononen et al. 1998). Der kleine
Durchmesser des pro Patienten zur Untersuchung gelangenden Gewebes (0,6
mm) wird gelegentlich als Nachteil der TMA-Methode wahrgenommen, da
kleinherdige fokale Veranderungen in einem Tumor bei Untersuchung einer so
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kleinen Tumormenge kaum nachgewiesen werden kénnen (Camp, Neumeister,
and Rimm 2008). Zahlreiche Studien haben in den ersten Jahren nach der
Erstbeschreibung der TMA-Technik deswegen die Frage untersucht, ob
maoglicherweise die Verwendung mehrerer Gewebeproben pro Tumor zu einer
besseren Représentativitat eines TMAs fuhren kénnte (Engellau et al. 2001;
Rosen et al. 2004; Rubin et al. 2002). Tats&chlich haben Studien gezeigt, dass
die Verwendung von drei bis vier Gewebespots aus einem bestimmten
Tumorblock die Ubereinstimmung der Befunde zwischen einem TMA und dem
fur die Entnahme verwendeten Tumorblock steigern (Camp, Charette, and Rimm
2000; Hoos et al. 2001; Torhorst et al. 2001). Dies ist moglicherweise aber nicht
von einer relevanten Bedeutung, da gerade bei gré3eren Tumoren, die bei der
histologischen Untersuchung nicht komplett eingebettet werden, aber trotzdem
zur Herstellung von zehn Gewebebldcken oder mehr flhren, auch nicht davon
ausgegangen werden kann, dass ein kleinherdiger Befund in einem zuféallig
ausgewahlten Gewebeblock bzw. in einem davon angefertigten Grol3schnitt
nachgewiesen werden kann. Der Nachteil, dass fokale Befunde eines
heterogenen Tumors in einem TMA (bersehen werden konnen, wird
offensichtlich durch andere Vorteile der TMA-Methode mehr als kompensiert. Der
grof3te Vorteil der TMA-Technik ist die maximal denkbare Standardisierung der
experimentellen Ablaufe und auch der Interpretation der Befunde. Alle Praparate
von jedem einzelnen Tumor kdnnen gleichzeitig an einem Tag in einem einzigen
Experiment in den identischen Reagenzien fur absolut identische Zeiten bei
identischen Temperaturen gefarbt werden. Auch das Schnittalter kann fur eine
ganze Studie fast identisch sein. Das Schnittalter, die Zeit zwischen der
Herstellung eines Paraffinschnittes und seiner immunhistochemischen Féarbung,
ist ein wichtiger Parameter fur die immunhistochemische Farbequalitat. Mirlacher
et al. konnten ebenso wie andere Untersucher zeigen, dass die Farbeintensitat
fur zahlreiche Antikorper bereits nach ein bis zwei Wochen Lagerung eines
Paraffinschnittes markant geringer wird (Mirlacher et al. 2004). Fir unsere Studie
wurden insgesamt acht TMA-Schnitte innerhalb einer Stunde hergestellt und
zwei Tage spater gleichzeitig immunhistochemisch gefarbt. Eine derartige
Standardisierung der Lagerungszeit eines Paraffinschnittes ware bei einer
GrofR3schnittuntersuchung an 3000-4000 Praparaten rein logistisch kaum
machbar. Auch die Auswertung durch den Pathologen ist bei TMA Studien
beispiellos standardisiert, weil von jedem Tumor die gleiche Gewebemenge
vorliegt und der Pathologe die gesamte Untersuchung in wenigen Stunden
durchfiihren kann. Fir das aktuelle Projekt dauerte die Auswertung der 3442
Tumoren weniger als funf Stunden. Wenn die Beurteilung der histologischen
Farbungen in einer ununterbrochenen Sitzung durchgefuhrt wird, bleiben dem
Pathologen die selbstgewéhlten und subjektiven Kriterien fur die Definition einer
1+, 2+ oder 3+ Positivitat bestmaoglich im Gedachtnis, sodass davon auszugehen
ist, dass die Kriterien so standardisiert, wie bei einem subjektiven
Auswertungsverfahren maglich, angewendet werden.

Die Untersuchung von Normalgewebe zeigte verschiedene interessante
Befunde. Mit der Adenohypophyse und den Langerhansinseln des Pankreas
konnten zwei Gewebetypen identifiziert werden, welche die eindeutig stérkste
pl6-Expression in Normalgeweben aufweisen. Beide Organe wurden in friheren
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Studien bereits als p16 positiv beschrieben (Nielsen et al. 1999; Seemann et al.
2001). Doch lasst sich aus diesen Studien die besondere, herausragende Rolle
von pl6 in diesen Organen/Zelltypen im Vergleich zu anderen Geweben nicht
ohne Weiteres entnehmen. Die Ursache fir die besondere Rolle von p16 in
diesen Gewebetypen ist unklar. In einigen Studien wurde Uber eine aberrante
Methylierung des p16 Gens in der Hypophyse berichtet. Dies scheint Uber eine
Herunterregulierung von p16 an der Tumorgenese beteiligt zu sein (Woloschak,
Yu, and Post 1997; Simpson et al. 1999; Jaffrain-Rea et al. 1999). Eine
schwachere und weniger regelmafig erkennbare Expression von p16 fand sich
in verschiedenen Geweben, unter anderem in verschiedenen Plattenepithelien,
im gastrointestinalen Epithel und auch im Endometrium. Auffallig war in diesen
Geweben, dass eine mit unseren Protokollen nachweisbare p16 Positivitat haufig
in zusammenliegenden Zellgruppen auftrat. Entsprechende Beispiele sind in den
Bildern 13,15 wund 22 fur Bronchusschleimhaut, Endometrium und
Nebennierenrinde gezeigt. Die Ursache fir diese auffallige Anordnung pl6
positiver Zellen ist nicht klar. Méglicherweise handelt es sich um kleine Zellklone,
welche temporér p16 exprimieren, entweder als Reaktion auf einen besonderen
,zellularen Stress®, oder die sich in einer besonderen Zellzyklus-Phase befinden.
Gegen letztere Annahme spricht allerdings die Tatsache, dass derartig auffallige
Gruppierungen in diesen Geweben in der Ki-67 Farbung nicht auftraten (G.
Sauter, personliche Mitteilung). Dafir, dass p16 unter besonderen Bedingungen
in normalem Gewebe deutlich hochreguliert werden kann, sprechen auch die
Befunde in kleinen Gefal3en in der Umgebung von Corpora lutea im Ovar. Hier
wurde in zwei von acht auswertbaren Fallen eine kraftige p16 Positivitat in kleinen
Gefallen gefunden (Bild 18 und 19). Die Tatsache, dass eine p16-Expression in
allen anderen Gefal3en aller anderer Normalgewebe nie gesehen wurde, kénnte
fur eine Corpus luteum spezifische Besonderheit sprechen. Das Corpus luteum
des Ovars ist fur die Fortpflanzung des Menschen von immenser Bedeutung, da
dieses Organ fur den Erhalt des Schwangerschaftsprodukts unerlasslich ist. Die
kraftige Expression des immunsuppressiven PD-L1 Proteins im Corpus luteum
ist ein weiteres Indiz dafir, dass in diesem Organ besondere
Schutzmechanismen gegen mdgliche schadigende Einflisse bestehen. Da das
Corpus luteum im Falle einer Schwangerschaft auch schnell wachsen muss,
ware es denkbar, dass die pl6-Expression in Gefal3en mit einer besonders
aktiven Angiogenese in Zusammenhang stehen kénnte. Die p16 Expression in
Corpus luteum Gefaflzen wurde bisher in der Literatur nicht beschrieben. Auch in
Tumorgewebeproben fanden sich gelegentlich kréaftige pl6 Anfarbungen von
nicht neoplastischen Zellpopulationen. Hierzu gehéren z.B. der Nachweis eines
kraftig p16 positiven Gefal3es in einem pTa Urothelkarzinom (Bild 35) oder der
Nachweis von pl6 Protein in nicht-neoplastischem Stroma von
Ovarialkarzinomen und Endometriumtumoren. Insgesamt machen diese
Befunde deutlich, dass p16 im Rahmen einer physiologischen Adaptation an
bestimmte Gegebenheiten eines nicht-neoplastischen Gewebes deutlich
hochreguliert werden kann.

Im Vergleich zu Normalgeweben fand sich in Tumoren generell eine wesentlich
haufigere und deutlich intensivere pl6 Anfarbung. Wahrend die meisten
Normalgewebe keine oder kaum eine p16 Anfarbung zeigten, fanden sich in den
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meisten Tumorarten zumindest einige stark positive Falle, haufig auch viele. Die
Daten unserer Studie sind im Vergleich mit der friher publizierten Literatur in
Abbildung 9 dargestellt.

p16 Positivitat

Zervix Plattenepithelkarzinom >% oo
Liposarkom X LR
Ovarialkarzinom serds . e o X o
Analkanal Plattenepithelkarzinom X o e e
Endometriumkarzinom seros e X 4
Lunge kleinzelliges Karzinom X -
Endometriumkarzinom endometrioid . > ® o 0
Ovarialkarzinom endometrioid e
Magenkarzinom diffuser Typ . x
Hodgkin-Lymphom N W e
Urothelkarzinom T2-4 ¢ o o)X o .
Colon Adenokarzinom X -
Prostatakarzinom o M e .
Osophagus Adenokarzinom o >
Malignes Mesotheliom Xoe e
Lunge Adenokarzinom O mess mooe
Malignes Melanom X o » . LB
Urothelkarzinom pTa o . .
Vulva Plattenepithelkarzinom LI o . .
Schilddriisenkarzinom papillar #< . .
Haut Plattenepithelkarzinom e Xm . .
Lunge groRzelliges Karzinom X e .
Pankreas duktales Adenokarzinom x .
Cholangiozellulares Karzinom Xe o .
Mundboden Plattenepithelkarzinom e« eemsee >leam o oo . -
Lunge Plattenepithelkarzinom ee wed(om o o e o
Phaochromozytom X .
Larynx Plattenepithelkarzinom @3 e o o0 o oo
Non Hodgkin-Lymphom x .
Osophagus Plattenepithelkarzinom o e e oo

Nierenzellkarzinom klarzellig =~ > .

Tabellen 3 (p16 Positivitat):

Die Tabellen zeigen die Positivitatsraten der in unserer Studie untersuchten
Tumorentitaten. Angegeben ist sowohl die Starke (schwach, moderat, stark), als
auch die Lokalisation der Expression (nuklear, zytoplasmatisch). Der
Phylloidestumor zeigte als einzige Entitét eine kraftige p16 Stromaanfarbung.

Literaturverweise zu Abbildung 9: siehe Abbildung 5
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Diese Darstellung macht den Wert unserer Untersuchung besonders deutlich. In
vielen Tumorarten bestehen in der Literatur erhebliche Abweichungen in der
Haufigkeit der beschriebenen pl6 Expression. Beispielsweise variiert die
berichtete p16 Positivitat im Plattenepithelkarzinom des Mundbodens von 5 %
bis 100 %, im Plattenepithelkarzinom der Lunge von 7 % bis 76 % und im
invasiven Urothelkarzinom von 20 % bis 73 %. Wie bereits einleitend ausgefuhrt,
kann nicht belegt werden, dass unsere Art der p16 Bestimmung im Vergleich zu
friheren Untersuchungen tberlegen oder minderwertig ist. Der besondere Wert
unserer Untersuchung liegt aber darin, dass sie eine umfassend vergleichende
Darstellung der Haufigkeit der pl6 Expression in verschiedenen Tumoren
gestattet. Unsere Daten machen deutlich, dass die grof3ten p16 Positivitatsraten
in kleinzelligen Neuroendokrinen Karzinomen jeglichen Ursprungs bestehen.
Angesichts der bekannten Assoziation der p16 Positivitat mit HPV-Befall ist es
nicht erstaunlich, dass HPV-induzierte Karzinome, wie Karzinome der Zervix,
Analkarzinome und Vulvakarzinome ebenfalls besonders haufig stark p16 positiv
waren. Die besonders hohe Rate pl6 positiver Félle beim serdsen
Ovarialkarzinom passt zu friheren Studien, in denen bei diesem Tumor ebenfalls
hohe Haufigkeiten der pl6 Positivitat beschrieben wurde (Phillips, Kelly, and
McCluggage 2009; O'Neill et al. 2007; Milde-Langosch et al. 1998). In diesem
Tumor kommt es auch besonders haufig zu einer p53 Alteration (Cancer Genome
Atlas Research 2011), sodass dieser Mechanismus fur die reaktive pl6
Uberexpression in diesem Tumortyp sorgen konnte. Andere wichtige Tumoren
mit haufiger und haufig auch starker p16 Positivitat waren verschiedene Sarkome
(Osteosarkom, Liposarkom, Leiomyosarkom), das Karzinosarkom (Maligner
Millerscher Mischtumor des Endometriums), das serése Endometriumkarzinom,
Magenkarzinome oder das medullare Mammakarzinom. Einige dieser Tumoren
wurden bereits friiher als haufig p16 positiv beschrieben (Kang and Horvai 2017;
Yemelyanova et al. 2009). Am anderen Ende des p16 Spektrums identifiziert
unsere Arbeit Schilddrisenkarzinome (mit Ausnahme des anaplastischen
Schilddrisenkarzinoms), Hodentumoren und Mammakarzinome mit besonders
seltener p16 Positivitat (unter den von uns gewahlten Bedingungen). Wie bereits
ausgefihrt, sind die Unterschiede in der p16 Expression zwischen Tumoren mit
haufiger und seltener p16 Positivitat aber nicht ausgepragt genug, um die pl6
Farbung fur die Unterscheidung verschiedener Tumortypen zu nutzen.

Aus den dargestellten Daten ergibt sich, dass die diagnostische Anwendung der
pl6 Immunhistochemie nicht darin liegt bestimmte Tumortypen voneinander zu
unterscheiden, sondern vielmehr darin, bei der Unterscheidung benigne vs.
maligne zu helfen. Tatsachlich ist die Sicherung der Diagnose Zervixneoplasie
bzw. eines HPV-Befalls der Zervix die am meisten etablierte klinische
Anwendung der p16 Immunhistochemie. In unserer Studie waren 36 von 43
Plattenepithelkarzinome der Zervix pl6 positiv (83,7 %). Dies liegt im Bereich
frGherer Studien, wo beim Zervixkarzinom Positivitatsraten um 90 % gefunden
worden waren (Kanthiya et al. 2016; Cioffi-Lavina et al. 2010; Gupta et al. 2010).
Die HPV-Infektion fiihrt bekanntermafRen zu einer kraftigen p16 Uberexpression.
Die vom HPV-Virus initierten Proteine E6 und E7 fuhren dber eine
Kompromittierung der normalen p53- und Retinoblastomgen-Funktion zu einer
Uberschie3enden reaktiven pl6 Expression. Diese ist dermal3en stark

34



ausgepragt, dass sie — weitgehend unabhéangig von den gewahlten
immunhistochemischen Protokollen — meist klar nachgewiesen werden kann
(O'Neill and McCluggage 2006; Keating et al. 2001; Sano et al. 1998). Auch fur
die Abgrenzung eines Liposarkoms von normalem Fettgewebe wurde die pl16
Farbung vorgeschlagen (Thway et al. 2012; He et al. 2009). Tatsachlich waren
von unseren Liposarkomen 77,5 % positiv, wobei 60 % eine kraftige Anfarbung
zeigten. Zumindest in einem Fall lie3 sich in einer von uns untersuchten Probe
auch eine kraftige p16 Positivitat in differenzierten Lipozyten nachweisen, welche
ohne diesen immunhistochemischen Befund nicht ohne Weiteres als atypisch
hatten beurteilt werden kdnnen (Bild 28).

Die ausgedehnten Untersuchungen unserer Studie erlauben es, Ruckschlisse
auf mogliche zusatzliche Anwendungen der pl6 Immunhistochemie in der
Diagnostik zu ziehen. Da beim nichtinvasiven Urothelkarzinom (pTa G1/2) 64 %
der Tumoren komplett negativ waren, ist zun&chst nicht davon auszugehen, dass
subtile Urothelveranderungen, wie Dysplasien, durch die p16 Immunhistochemie
sicherer diagnostiziert werden kdnnten, zumal eine gewisse pl6 Farbung auch
im Normalgewebe, in Deckzellen und darunter liegenden Urothelien, gefunden
werden konnte. Auch Nierentumoren waren, wie normales Nierengewebe,
meistens p16 negativ, sodass auch bei Fallen mit sehr kleinen tumorverdachtigen
Arealen die pl6 Immunhistochemie kaum in der sicheren Diagnose eines
malignen Nierentumors in einer Nierenbiopsie weiterhelfen dirfte. Allerdings
waren 117 von 132 Nierentumoren und 24 von 41 Prostatakarzinome pl6
negativ, aber 14 von 47 der invasiven Urothelkarzinome stark positiv (29,8 %).
Eine pl6 Positivitiat in einem wenig differenzierten Tumor in der Niere oder im
Blasenboden kénnte somit ein Argument fiir eine urotheliale Neoplasie darstellen
und gegen die — lokalisationsbedingt — differentialdiagnostisch zu erwagenden
Prostata- oder Nierenkarzinome sprechen. Angesichts der hohen Haufigkeit der
pl6 Positivitat in  muskelinvasiven Urothelkarzinomen kann die pl6
Immunhistochmie aber sicher nicht bei weiblichen Patienten fir die gelegentlich
klinisch relevante Frage einer Abgrenzung eines in die Harnblase
einwachsenden Zervixkarzinoms herangezogen werden.
Interessanterweise waren alle 47 untersuchten Schilddriisenadenome pl6
negativ. Angesichts einer p16 Positivitat in immerhin 32 % der papillaren und
beinahe 10 % der follikularen Schilddriisenkarzinome erscheint es sinnvoll zu
prifen, inwieweit die pl6 Immunhistochemie in der schwierigen
Malignitatsdiagnostik der Schilddriise weiterhelfen kénnte. Die hdohere Rate p16
positiver Falle beim Nebennierenkarzinom (64,3 % positiv) im Vergleich zum
Nebennierenadenom (27,7 % positiv) ist aufgrund der geringen Fallzahl im
Bereich der Karzinome (n = 14) von eingeschrankter Aussagekraft. Dennoch
konnte der Befund auf eine diagnostische Nutzbarkeit der p16 Expression bei
Nebennierentumoren hindeuten. Auch im Bereich ,glattmuskulare Tumoren®
konnte die p16 Immunhistochemie nitzlich sein. Hier waren von den gutartigen
Leiomyomen nur 19,1 % der Félle positiv, wovon keiner eine nukledr dominante
Farbung zeigte und nur ein Tumor eine als ,kraftig“ interpretierte Farbung. Dies
kontrastiert zu den 23,4 % stark positiven Leiomyosarkomen bzw. 17 % von
Tumoren mit kraftiger, nukledrer Positivitat. Eine diagnostische Applikation der
pl6 Immunhistochemie bei der Diagnose von Leiomyosarkomen wurde
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tatsachlich bereits friher von Bodner-Adler et al. vorgeschlagen. In dieser Studie
wurde in 57 % von 21 Leiomyosarkomen, aber nur in 12 % von 26 Leiomyomen
eine signifikante pl6 Expression beschrieben (Bodner-Adler et al. 2005).
Insgesamt zeigen die Daten unserer Studie, dass pl6 in einer Vielzahl
verschiedener Tumoren teilweise kraftig exprimiert wird und somit fur eine
zuverlassige Bestimmung des Tumorursprungs nicht besonders geeignet ist.
Dies trifft insbesondere auf Tumoren des uro-ano-genitalen Traktes (Urothel-,
Cervix-, Vaginal-, Analkarzinom) zu. Die wesentlich haufigere und kréftigere
Expression von pl6 in Tumoren als in Normalgeweben spricht fur eine
wesentliche tumorbiologische Rolle von p16. Die wesentliche praktische Rolle
der p16 Immunhistochemie liegt demzufolge in der Malignitatsdiagnostik. Die
auch in nicht-neoplastischen Geweben sporadisch auftretende pl6
Hochregulierung ist ein zusatzliches Argument fir die grof3e biologische
Bedeutung dieses Proteins.
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5. Zusammenfassung

P16 ist ein Tumorsuppressorgen, welches in zahlreichen verschiedenen
Tumorarten kraftig exprimiert wird. Frihere Studien haben fir viele Tumorarten
stark unterschiedliche Ergebnisse zur Préavalenz einer gesteigerten oder
verminderten pl6 Expression gefunden. Eine erhdhte bzw. verminderte pl6
Expression wurde in mehreren Tumortypen als prognostisch relevant
beschrieben. Bisher gab es keine vergleichenden Studien, bei denen ein
standardisierter ~ Ansatz  zur  vergleichenden  immunhistochemischen
Untersuchung an verschiedenen menschlichen Tumoren und Normalgeweben
verwendet wurde. Deshalb wurde in dieser Studie ein Normalgewebe-Array
bestehend aus 76 verschiedenen Geweben von jeweils acht verschiedenen
Patienten und ein Multitumor-Array bestehend aus bis zu 50 Tumoren von 83
verschiedenen Tumortypen und Tumorsubtypen immunhistochemisch auf p16
untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass Normalgewebe meistens p16 negativ
sind oder nur fokal eine verhaltnismafig geringe p16 Anfarbung zeigen. Die mit
Abstand kraftigste p16 Expression fand sich in normalen Pankreasinseln und in
der Adenohypophyse. Bei Tumoren fand sich eine deutlich groRere Haufigkeit
der p16 Positivitdt. Besonders haufig fand sich eine starke p16 Positivitat in
kleinzelligen Karzinomen (Harnblase: 76,5 %, Lunge: 60 %, Prostata: 45,5 %,
Merkelzellkarzinom der Haut: 81 %), in medullaren Mammakarzinomen (60 %),
Liposarkomen (60 %), Plattenepithelkarzinomen des Analkanales (60 %),
Plattenepithelkarzinomen der Zervix (58,1 %), serésen Ovarialkarzinomen (52,4
%), Osteosarkomen (45 %), Plattenepithelkarzinomen der Vagina (41,9 %),
Karzinosarkomen des Endometriums (40 %), serdsen Endometriumkarzinomen
(35,3 %), muskelinvasiven Urothelkarzinomen (29,8 %) und endometrioiden
Ovarialkarzinomen (27,6 %). Eine pl6 Anfarbung war hingegen selten in
Nierenzellkarzinomen, Schilddrisenkarzinomen, Phaochromozytomen,
Prostatakarzinomen oder Keimzelltumoren des Hodens (0 % Zellen mit starker
Anfarbung). Der Vergleich der Befunde von Tumoren mit Normalgeweben bzw.
zwischen gutartigen und bdsartigen Tumoren ergibt mehrere Bereiche, in denen
die p16 Immunhistochemie potentiell diagnostisch genutzt werden kdénnte. Dies
beinhaltet die Identifikation von Neoplasien der Zervix, wo die Immunhistochemie
heute bereits routinemalig zur Anwendung kommt, aber auch die
Unterscheidung Liposarkom vs. normales Fettgewebe oder Leiomyosarkom vs.
Leiomyom. Die Daten der Untersuchung zeigen auch, dass Normalgewebe- und
Multitumor Tissue Microarrays hervorragend dafir geeignet sind, die
diagnostische Bedeutung eines Antikdrpers zu evaluieren.
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6. Abstract

P16 is a tumor suppressor, which is expressed strongly in several tumor types.
Previous studies showed very different results regarding the prevalence of
increased or decreased p16 expression levels in many of those. An increased or
decreased pl6 expression was found relevant for prognosis in several tumor
types. So far there have been no comparative studies, in which a standardized
approach for comparative immunohistochemistry analysis of human tumors and
normal tissue was used.

In this study a normal tissue array containing 76 different tissue types of eight
patients each and a multi tumor-array containing up to 50 tumors of 83 different
tumor types and subtypes each were analyzed by immunohistochemistry for p16.
The results show that normal tissue is mostly negative or just shows a focal
relatively small p16 staining. By far the strongest p16 expression was found in
normal pancreatic islands and the adenohypophysis.

Within the tumors a much higher frequency of pl6 positivity was found.
Particularly often a strong pl6 positivity was found on small cell carcinomas
(bladder: 76,5 %, lung: 60 %, prostate: 45,5 %, Merkel cell carcinoma of the skin:
81 %), medullary carcinomas of the breast (60 %), liposarcoma (60 %),
squamous cell carcinoma of the anal canal (60%), squamous cell carcinoma of
the cervix (58,1 %), serous ovarian carcinoma (52,4 %), osteosarcoma (45 %),
squamous cell carcinoma of the vagina (41,9 %), carcinosarcoma of the
endometrium (40 %), serous endometrial carcinoma (35,3 %), muscle invasive
urothel carcinoma (29,8 %) and the endometrioid ovarian carcinoma (27,6 %).
On the other hand, p16 positivity was rare in renal cell carcinomas, thyroid
carcinomas, pheochromocytomas, carcinomas of the prostate and germ cell
carcinomas of the testicles (0 % cells with strong staining).

The comparison of results of tumors and normal tissue, respectively benign and
malign tumors, reveals some areas, where pl6 immunohistochemistry could
potentially be used diagnostically. This contains the identification of neoplasia of
the cervix, where immunohistochemistry is already routinely used today, but also
the distinction liposarcoma vs. normal fat tissue or leiomyosarcoma Vs.
leiomyoma. The data of the study also show, that normal tissue- and multitumor
tissue microarrays are ideally suited for evaluating diagnostic significance of an
antibody.
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