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Abkurzungen

aAT
aACT
CA19-9

a-1-Antitrypsin
a-1-Antichymotrypsin
Carbohydrate-Antigen 19-9

CD10/56 Cluster of differentiation 10/56

CDX-2
CEA
CGA
c-kit
EWS
FISH
FLI-1
GAL-3
GIP
GLP1
HNF4a
ISL-1
MafA

Caudal type home box 2
Carcino-embryonales Antigen
Chromogranin
Tyrosinkinase-Rezeptor

Ewing sarcoma breakpoint region 1
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
Friend leukemia virus integration 1
Galectin-3

Glukoseabhangiges insulinotropes Polyeptid
Glukagon-like Peptid 1

Hepatocyte nuclear factor 4 a
Islet-1

V-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene family, protein A

NeuroD1 Neurogenic differentiation 1 = BETA2

NGN3
Nk2.2
Nkx6.1
NPDS
NSE
PAS
PAX-4/6
PDX-1
Pf1a

Neurogenin 3

NK2 homeodomain protein

NK6 homeobox 1

Nestin-postive duktale Stammzellen

Neuronen-spezifische Enolase

Periodic acid-Schiff stain = Periodsaure-Leukofuchsin-Farbung
paired box protein 4/6

pancreatic and duodenal homeobox 1

polar fraction 1a (Teil eines Glykolipids)
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pRb
PR-R
p21/27
p300
SOX-9
SPN

SYN
S 100

TF
TMA

ZK

Hyperphosphoryliertes Retinoblastom-Protein
Progesteron-Rezeptor

calcium binding protein 21/27

E1A binding protein p300

SRY (sex determining region Y)-box 9
Solid-pseudopapillare Neoplasie

Synaptophysin
S100 calcium binding protein B

Transkriptionsfaktor

Tissue-Microarray®

Zvtokeratin
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1 Einleitung

1. Einleitung

Die solid-pseudopapillare Neoplasie (SPN) gehort zu den seltener vorkommenden Tumoren
des Pankeas. Gerade im Vergleich mit dem duktalen Adenokarzinom, das unter allen
Neoplasien des Pankreas mit einer Inzidenz von 92% den Grofteil ausmacht (Bdcker et al.,

2004), nimmt sich die Zahl der SPN-Falle ausnehmend gering aus.
1.1 Klinik

Zu 87% tritt der Tumor bei Frauen auf. Die Altersspanne reicht von 11 bis 73 Jahre, zumeist
sind allerdings jlingere Patientinnen mit einem durchschnittlichen Lebensalter von 30 Jahren
betroffen (Kosmahl et al., 2005). Der Tumor ftritt solitar auf. Er ist weder mit anderen
Tumoren, endokrinen Abnormalitdten noch mit paraneoplastischen Syndromen assoziiert
(Klimstra et al., 2000). Er ist oft asymptomatisch oder verursacht lediglich eine unspezifische
klinische Symptomatik, bestehend aus Bauchschmerz, Ubelkeit und Erbrechen. Auch wenn
er im Pankreaskopf lokalisiert ist, kommt es nur sehr selten zu einem lkterus. In den meisten
Fallen imponiert die SPN als zystischer Zufallsbefund in der Bildgebung (ebd.).

Eine Metastasierung ist die Ausnahme; wenn sie auftritt, dann betrifft sie hauptsachlich die
Leber und das Peritoneum. Lymphknotenmetastasen sind selten (Odze et al., 2004). Selbst
bei ausgepragter Streuung des Tumors leben die Patienten lange ohne einschrankende

klinische Symptomatik (ebd.).
1.2 Pathologie

Makroskopisch stellt sich die SPN als runder, meist glatt begrenzter Tumor mit einer
durchschnittlichen Gréflke von 7 cm (2-17 cm) dar (Kosmahl et al., 2005). Sie kann in jeder
Region des Pankreas auftreten, ihm anhangen oder auch extrapankreatisch entstehen. In
den meisten Fallen ist sie von einer bindegewebigen Pseudokapsel umgeben und Iasst sich
somit gut operativ entfernen. Die Schnittflache ist bunt, von grau-weil Uber hellbraun bis
hamorrhagisch. Abhangig von der Gro3e entwickelt die SPN zentrale, durch hadmorrhagische
Nekrosen entstandene Zysten, weshalb sie makroskopisch mit Hamatomen und

Pseudozysten verwechselt werden kann.
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Die Mikroskopie der SPN ist vielfaltig (s. Kapitel 3.2). Die Kombination aus soliden,
pseudopapillaren und/oder hdmorrhagisch-pseudozystischen Komponenten flhrte zu einer
immensen Namensvielfalt des Tumors in der Vergangenheit: Die Erstbeschreiberin Virginia
Frantz beschrieb den Tumor als papillare Neoplasie und gab ihm den Namen Frantz-Tumor
(Frantz, 1959). Spatere Namensvorschlage bleiben deskriptiv.: Adenokarzinom des Kindes,
Zystadenokarzinom, solid und zystischer Azinuszelltumor, solide und papillare epitheliale
Neolasie oder papillar-zystischer Tumor (Ozde et al., 2004).

Die SPN weist ein einmaliges immunhistochemisches Profil auf. Diskutiert wurden bisher
eine Herkunft aus neuroendokrinem (Notohara et al.,, 2000; Kallichandra et al., 2006),
pankreas-duktalem (Kosmahl et al., 2000; Geers et al, 2006), zentroazinarem (Kallichandra
et al.,, 2006) oder ovariellem Gewebe (Geers et al., 2006). Vielfaltige Zusammenhange
zwischen intrazellularen Signalwegen, Histomorphologie und der Expression unterschied-
licher Markerproteine konnten hergestellt werden (Tang et al., 2007).

Die Hauptdifferentialdiagnose zur SPN fiir den gelbten Pathologen sind Tumore
neuroendokrinen Ursprungs, fir die zystische SPN die Pseudozyste und andere zystische
Tumore. Alle anderen Pankreastumoren lassen sich immunhistochemisch und morpho-

logisch relativ gut unterscheiden.

1.3 Ziel der Arbeit und Auswahl der Antikorper

Bisher sind Ursache und Herkunft des Tumors unklar. Aufgrund neuer Studien wird eine
Entstehung der SPN aus Progenitorzellen des Pankreas diskutiert (s. Kapitel 4.2). Daher
wollen wir unser Augenmerk auf diese Moglichkeit richten und mittels immunhistochemischer
Markerexpression ein Stuck ndher an die ldentifikation der Ursprungszelle herankommen.

Vorangegangene Studien belegen die Expression von Nestin, einem Marker flr multipotente,
sich (endokrin) differenzierende Zellen (Ohike et al., 2007; Bonner-Weir et al., 2008), und c-
kit, einem Tyrosinkinaserezeptor, der in der Zelldifferenzierung und —proliferation eine Rolle
spielt (Ohike et al., 2007). Diese Ergebnisse gilt es zu reproduzieren oder zu widerlegen.

PDX-1 ist ein Transkriptionsfaktor (TF), der bei Entstehung und Funktion endokrinen
Pankreasgewebes essentiell ist (Melloul, 2004; Galmiche et al., 2008). PAX-6 und
Neurogenin 3 nehmen ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Entwicklung des intestinalen
Endokriniums allgemein und des endokrinen Pankreas im Speziellen ein (vgl. 4.4.2 und

4.4.3). Wenn diese Marker fur endokrine Differenzierung in der SPN nachgewiesen werden
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kénnten, lieBe das Schlisse auf eine Herkunft aus pankreatischen bzw. endokrinen
Progenitorzellen zu.

Islet-1 ist als TF fur die endokrine Differenzierung von Bedeutung (Rowan-Hull et al., 2009),
kann daher als endokriner Tumormarker verwendet werden (Schmitt et al., 2008) und somit
eventuell weitere Hinweise auf die vermutete Tumorherkunft geben.

Eine Farbung mit CDX-2-Antikdrpern soll eine mogliche Herkunft der SPN aus dem

gastrointestinalen Endokrinium ausschlief3en (s. Kapitel 4.5.1).

Um Ergebnisse institutseigener Forschungen weiter zu belegen (Wagner, 2004), soll ein
moglicher Unterschied in der Proteinexpression zwischen der SPN mannlicher und
weiblicher Patienten untersucht und eine Herkunft aus geschlechtsspezifischen (ovariellen)
Zellen verneint werden.

Bei der immunhistochemischen Auswertung maligner und benigner SPN sucht man nach
eventuellen Expressionsunterschieden, also nach neuen Mdglichkeiten, eine prognostische

Aussage Uber Invasions- und Metastasierungsverhalten des Tumors zu ermdglichen.

Folgende Fragen sollen beantwortet werden:
1. Lassen sich die genannten Proteine in der SPN nachweisen?
2. Gibt es Unterschiede zwischen den Geschlechtern und/oder zwischen sich benigne
oder maligne verhaltenden SPN?
3. Kann man die SPN auf Grund immunhistochemischer Gemeinsamkeiten einem
(endokrinen) Vorlaufergewebe des Pankreas zuordnen?

4. Kann man daraus auf den Ursprung der SPN schlieen?
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2. Material und Methode

2.1 Material

2.1.1 Herkunft des Untersuchungsguts

Das untersuchte Probenmaterial entstammt dem Konsiliararchiv des Instituts flir Pathologie
sowie dem Kindertumorarchiv der Sektion flr Paidopathologie der Universitat Kiel.

Die genutzten Tissue-Microarrays® (TMA) lagen zu Beginn der Untersuchungen bereits vor
und sind flr &hnliche immunhistochemische Forschungen benutzt worden. Bei der
Herstellung wurden urspriinglich 100 Falle mit der gesicherten Diagnose SPN aus den
Jahren 1979 bis 2006 ausgesucht und wie im Folgenden beschrieben bearbeitet. Die
Patienten waren zum Zeitpunkt der Tumorentfernung zwischen 11 und 71 Jahren alt. Es
ergibt sich ein durchschnittliches Operationsalter von 31 Jahren.

Aus den Angaben des Archivs war zu enthehmen, dass 69 Patienten weiblichen (88,5%) und
9 mannlichen Geschlechts waren. Einige Patientendaten fehlen. Die Zusammensetzung des

Fallkollektivs spiegelt die geschlechtsspezifische Inzidenz der SPN wieder.
2.1.2 Herstellung der Tissue-Microarrays®

Zur Herstellung der Tissue-Microarrays® (TMA) missen zunachst geeignete Areale der
vorliegenden, in Paraffin eingebetteten Gewebe gefunden werden: Sie sollen reprasentativ,
gut erhalten und ohne Artefakte sein. Zu diesem Zweck werden Praparatschnitte hergestellt
und mit Hamatoxilin-Eosin (HE) gefarbt. Die geeigneten Tumorbereiche werden markiert und
die Objekttrager beiseite gelegt.

Des Weiteren missen die sogenannten Akzeptor-Blécke, die im weiteren Verlauf die ca. 200
ausgesuchten Tumorareale und die Kontrollgewebe aufnehmen sollen, hergestellt werden:
Im Micro-Arrayer® (Personal Tissue Arrayer |, Alphametrix, Deutschland) stanzt man manuell
aus ,leeren” Paraffinblécken in je sechs Zehnerreihen untereinander zylindrische Hohlrdume.
Diese Prozedur wird an funf Paraffinblécken durchgeflhrt.

Aus den eingebetteten SPN-Geweben, den sogenannten Donor-Blocken, werden Zylinder
gestanzt, deren Grofle das Volumen der Hohlrdume in den Akzeptor-Blécken etwas

Ubersteigt. Die Donor-Blécke missen eine Mindestdicke von 1 mm aufweisen. Sie werden in
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den Micro-Arrayer® gespannt, die reprasentativen Tumorareale mithilfe des aufgelegten HE-
Schnittes aufgesucht und ausgestanzt. Im Anschluss werden sie in die daflr vorgesehenen
Hohlrdume im Akzeptor-Block uberfuhrt. Der geringfugige GroRenunterschied bedingt ein
besseres Anliegen der Gewebeprobe an die Innenseite des Hohlraums.

Um einen nachhaltigen Verbund zwischen Gewebe-Zylinder und Akzeptor-Block zu
gewahrleisten, muss der gesamte Block fir 15 min im 37°C warmen Brutschrank
angeschmolzen und danach an der Raumluft wieder abgekuihlt werden.

In funf Paraffinblocken sind nun ca. 200 SPN-Gewebeproben untergebracht. AuRerdem
finden sich in jedem Block zusatzlich zwei Gewebeproben aus der Tonsille, eine Colon-
Carcinom-Stanze und mindestens zwei regulare Pankreasgewebeproben, die aus den nicht
vom Tumor befallenen Operationsresektaten stammen.

In Abhangigkeit von der Schichtdicke konnen laut Herstellerangaben 150-300 Schnitte aus
solch einem Block gefertigt werden. Jeder der 100 SPN-Falle wird in unserem Fall
mindestens durch zwei, maximal mit vier Gewebestanzen in den TMAs® reprasentiert, so
dass bei Defekten, die im Rahmen der weiteren Behandlung der Schnitte entstehen kénnen,
mit groRerer Wahrscheinlichkeit mindestens einer zur immunhistochemischen Befundung
erhalten bleibt.

Mangelnder Verbund zwischen Probe und Akzeptor-Block oder Artefaktbildung bei der
immunhistochemischen Farbung bedingen die Verminderung der auswertbaren Fallzahl auf
91 Falle.

2.1.3 Vorbereitungen zu immunhistochemischen Farbung

Zur Herstellung der Schnitte werden die Paraffinblocke fur 15 min auf eine -20°C kalte Platte
(COP 20, Medite, Deutschland) gelegt. So erhalten sie die fir den Schneidevorgang nétige
Festigkeit. Mithilfe des Rotationsmikrotoms RM 2145 (Leica, Deutschland) werden 3 pm
dicke Schnitte angefertigt, die unter Zuhilfenahme von Pinzette und Pinsel von der Klinge
entfernt und in ein 50°C warmes Wasserbad (TFB 45, Medite) gegeben werden.
Idealerweise strecken sich die Schnitte dort faltenlos und kdénnen dann auf einen
Objekttrager (Menzel, Deutschland) Ubertragen werden. Diese missen beschichtet sein, um
zu verhindern, dass die Schnitte sich bei der weiteren Behandlung l6sen.

Die Objekttrager werden in das Wasserbad getaucht und unter die Schnitte gehoben. Beim
Heben Uber die Wasseroberfliche werden die Schnitte mitgezogen. Uberschissige
Flissigkeit wird abgetrocknet oder verdunstet bei der darauf folgenden nachtlichen Lagerung

im 37°C-warmen Brutschrank (Memmert, Deutschland).
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Die langsame Trocknung bietet den Vorteil, dass die immunhistochemische Farbung nicht
unmittelbar erfolgen muss, das Praparat also noch geschitzt im Paraffinmantel auf dem

Objekttrager lagert und zu einem spateren Zeitpunkt weiterbearbeitet werden kann.

2.1.4 Verwendete Antikorper und Detektionssysteme

Die verwendeten Antikdper bzw. ihr Ziel-Antigen werden in Tabelle 1 beziglich ihrer
Herkunft, ihrer Verdlinnung, der Kontrollgewebe und der verwendeten Detektionssystemen
naher charakterisiert.

Nach Entparaffinierung im institutseigenen Xylol und Uberfilhrung ins wassrige Milieu tber
Alkohole verschiedener Konzentration (J.T.Baker, selbst verdiunnt) werden die Schnitte zur
Demaskierung der Antigene im HST-Pascal-Dampfkocher (DAKO, Kalifornien) vorbehandelt.
Aus Tabelle 1 ist zu entnehmen, dass zwei verschiedene Kochpuffer benutzt werden: Zum
Kochen bei pH 7,8 wird ein Puffer verwendet, der auf Basis der 10fach-konzentrierten TEC-
Stammlésung hergestellt wird. Diese enthélt 2,5 g TRIS-Base (Sigma, USA), 5 g EDTA
(Merck, Deutschland) und 3 g Trinatriumzitrat (Merck) auf einen Liter Aqua destillata
(DeltaSelect, Deutschland). Titriert wird die Lésung mit Zitratpuffer, bestehend aus 10,5 g
Zitonensaure (Merck) in 500 ml Aqua dest. Zum Kochen bei pH 6 benutzt man einen fertig

hergestellten Puffer von der Firma DAKO.

Tabelle 1: Primarantikorper und ihre Charakteristika

Zielantigen Hersteller |Herkunft Verdiinnung Puffer Kontrollgewebe [Farbemthode
c-kit polyklonal | DAKO Kaninchen|1zu100 pH 7,8 |Mastzellen , GIST |Histofine
Nestin monoklonal [Santa Cruz |Maus 1zu100 pH 7,8 |Gliomazellen Histofine

PAX 6 monoklonal SYSY Maus 1zu200 pH 6 |Pankreas-Inseln |UltraVision
PDX-1 monoklonal |R&D Maus 1zu200 pH 6 |Pankreas-Inseln |Histofine
Neurogenin 3 monoklonal Hagedorn |Maus 1zu500 pH 7,8 |Pankreas Histofine
Islet-1 monoklonal [ColumbiaUni|Maus 1zu50 pH 7,8 |Pankreas-Inseln |Histofine
CDX-2 monoklonal Visionbio Maus 1zu20 pH6 |Kolonkarzinom |Histofine
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Die endogen im Praparat enthaltene Peroxidase wird durch Eintauchen in eine Lésung aus 5
ml 30%igem H,O, (Merck) in 250 ml Methanol (J.T.Baker) verbraucht.

Der verwendete Waschpuffer besteht aus 9 g TRIS-Base, 68 g TRIS-HCI (Sigma) und 87,5 g
NaCl (J.T. Baker, Niederlande) auf 10 | institutseigenem Aqua dest.

Nach Inkubation mit den oben genannten Primarantikérpern wird mit der Histofine®Simple-
Stain-MAXPO-Multi-Methode (Nichirei Biosciences, Japan) ein universelles Immun-
Peroxidase-Polymer angehangt, das sowohl Kaninchen- als auch Maus-Antikdrper erkennt.
Im Histofine®Reagenz wird das Polymer in 3-Morpholinpropansulfonsaure (MOPS-Puffer)
gelagert. Auferdem enthalt die Losung einen Stabilisator und einen antimikrobiellen Zusatz.
Im Falle des PAX6-Antigens fugt man nach Inkubation mit dem Primarantikbrper einen
Enhancer-Schritt ein: Unter Verwendung des UltraVisions-LP-Detektionssystems® (Thermo
Scientific) vervielfacht man die Bindungsstellen des Peroxidase-Polymers durch Hinzufligen
eines Primarantikbper-Enhancers vor Inkubation mit dem ebenfalls im Kit enthaltenen HRP-
Polymer, das dem genannten Histofine® entspricht. Man ruft so eine verstarkte Umsetzung
des Farbstoffes hervor.

Das Substrat, das vom Peroxidase-Polymer umgesetzt werden soll, wird in Form des DAB-
Substrat-Kits (Vector Laboratories, Kalifornien) zugefugt, das alle nétigen Reagenzien
enthalt, inklusive H,O,, Puffer mit pH 7,5 und des Farbstoffs 3,3’ Diaminobenzidin (DAB).

Die auf den Objekttrager pipettierte Menge ist bei allen Reagenzien gleich: Man verwendet
immer 200 pl, um der GréRRe des Praparates gerecht zu werden.

Zusatzlich zu den immunhistochemischen Farbeverfahren wird mit der Hamalaunlésung von
Merck gegengefarbt. Die Hamalaunlésung wird nach institutseigenem Duktus vor
Verwendung 1:4 mit Aqua dest verdinnt, um die Kernfarbung nicht zu stark ausfallen zu

lassen.

2.2 Methode

2.2.1 Die Immunperoxidasefarbung

Das Verfahren beruht auf der Konjugation eines Antikdrpers gegen ein Antigen im Praparat
mit dem Enzym Peroxidase, das einen Farbstoff umsetzt und so das Vorkommen des
nachzuweisenden Antigens im lichtmikroskopischen Bild sichtbar macht: indirekte

Immunhistochemie.
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Die Antikorper gegen das Primarantigen im Gewebe stammen in unserem Fall sowohl aus
dem Serum mit dem Antigen ,geimpfter® Kaninchen (polyklonal), als auch aus in
Kulturmedien wachsenden Hybridomzellen, die soweit mdglich isoliert wurden, so dass die
Antikorperproduktion einer einzigen Zellreihe entspringt (monoklonal).

Bevor die auf den Objekttragen lagernden Praparate eingefarbt werden kdnnen, bedarf es
der Entparaffinierung durch ein 2x 15-minutiges Bad in Xylol. Danach werden die Schnitte
durch das Eintauchen zunachst in ein 1:1 Gemisch aus Xylol und 100%igem Alkohol, dann
in reinen 100%igen Alkohol und schlief3lich in Lésungen absteigender Alkoholkonzentration
(2x 96%, 2x70%) rehydriert.

Die im Gewebe vorhandenen Antigene liegen zu diesem Zeitpunkt noch nicht frei, die
EiweilRe sind teilweise denaturiert. Zur Demaskierung der Antigene werden die Praparate flr
eine Minute bei 125°C im beschriebenen Dampfkocher vorbehandelt. Die mit Antikérpern
gegen PAX-6, PDX-1 und CDX-2 zu behandelnden Schnitte werden im pH 6-Kochpuffer, die
mit Antikbrpern gegen c-kit, Nestin, Neurogenin 3 und Islet-1 im Kochpuffer mit pH 7,8
gekocht. Insgesamt dauert der Kochvorgang ca. 45 Minuten, da durch langsames Erhitzen
und Abkuhlen die Schnitte geschont werden sollen.

Im Anschluss daran bereitet man die Praparate Uber eine aufsteigende Alkoholreihe auf die
Methanollésung vor, in der die Schnitte 15 Minuten inkubieren, um die im Gewebe enthaltene
endogene Peroxidase zu blockieren. Auf diese Weise versucht man die ungewinschte
Hintergrundfarbung durch die nicht Antikbper-assoziierte Peroxidase zu verhindern.

Danach werden die Praparate wieder in die Alkoholldsungen mit absteigender Konzentration
getaucht und mit Aqua dest gespult. Das Waschen im Anschluss erfolgt im beschriebenen
TRIS-Waschpuffer.

Nachdem Uberschissiger Waschpuffer abgetupft wurde, um eine Verdiinnung der folgenden
Reagenzien zu verhindern, werden die Primarantikbrper in den in Tabelle 1 genannten
Verdinnungen und den in den Anwendungsbeschreibungen der jeweiligen Antikérper
genannten Mengen aufgetragen. Die Inkubationszeit betragt 30 Minuten.

Nach dreimaligem Spulen mit dem Waschpuffer gibt man auf die Objekttrager die
Histofine®L6sung, die das Polymer aus Sekundarantikbrper und Peroxidase enthalt. Nach
weiteren 30 Minuten Wartezeit wird erneut drei Male gesplilt, um nicht gebundene Polymere
aus dem Gewebe zu entfernen.

Die fur die PAX-6-Farbung benutzte UltraVision®-Enhancer-Methode soll die Bindungsstellen
des Peroxidase-Polymers vervielfachen und so die Anfarbbarkeit des Praparates verstarken.
Sie erfordert eine etwas andere Herangehensweise: Nach dem Primarantikérper wird

zunachst das Enhancermolekil hinzugefiigt und im Anschluss das HRP-Polymer. Dabei
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sollte man eine unndtige Lichtexposition des photosensitiven HRP vermeiden. Man [&sst
gemal Anleitung inkubieren und spillt die Praparate zwischen allen Schritten im
Waschpuffer.

Zu diesem Zeitpunkt ist an den Primarantikbper der Sekundarantikérper mit der Peroxidase
angehangt, sei es mittels Histofine® oder HRP-Molekul. Man verfahrt weiter wie folgt:

Erst kurz vor Verwendung kann der DAB-Farbstoff gemal Anleitung angesetzt werden. Pro
ml Aqua dest werden 20ul Puffer, 20pl DAB und H,O, bendtigt. Mit der Zusetzung des
Chromogens findet die Farbreaktion statt. Sobald man das Diaminobenzidin auf die
Objekttrager pipettiert hat, beginnt die Peroxidase das Substrat umzusetzen und man kann,
je nach Umfang der Farbung, mit bloRem Auge eine Braunung beobachten, wo das Enzym
im Gewebe gebunden ist.

Nach einer Inkubationszeit von finf Minuten werden die Praparate mit Aqua dest gespult und
mit Hamalaun gegengefarbt. Nach einer Minute in der Kivette mit Hamalaunlésung muissen
die Praparate fir drei Minuten unter flielendes Leitungswasser gehalten werden. Die
Verwendung von ionenhaltigem Leitungswasser ist hier fur das korrekte ,Blauen® der Kerne
notwendig.

Uber eine aufsteigende Alkoholreihe, an deren Ende wieder die 100%ige Xylol-Lésung steht,
werden die Praparate auf das Eindecken vorbereitet. Dieses geschieht mit Hilfe des Xylol-
I6slichen Pertex®Eindeckmediums (Medite). Am Ende setzt man die Deckgléaschen (Menzel)

auf. Jetzt kdnnen die Praparate unter dem Lichtmikroskop beurteilt werden.

2.2.2 Mikroskopische Auswertung

Die TMAs® werden am Rande des Deckplattchens mit Buchstaben und Zahlen beschriftet,
so dass eine Zuordnung der einzelnen Praparate im Sinne eines Schachbrett-
Koordinatensystems méglich wird.

Unter dem Lichtmikroskop (LM) Axioskop 50 (Zeiss, Deutschland) werden die Praparate
nacheinander befundet und die Ergebnisse in ein Diagramm eingetragen. Die genutzten
VergroRerungen sind Tabelle 2 zu entnehmen. Grundsatzlich wird mit der geringsten
VergréRerung begonnen, um zunachst das Vorhandensein der Praparate zu tberprifen und
sich einen ersten Eindruck von den gegebenen Farbintensitaten zu verschaffen. Nicht
vorhandene, nur noch als dinner Rest vorhandene oder beim Farbevorgang zu sehr
beschadigte Praparate werden aus dem Diagramm gestrichen und somit aus der Wertung

genommen.
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Tabelle 2: Okulare und Objektive

Okular 10x/ 20 Neofluar, Zeiss

Objektive  5x /0,15 Neofluar, Zeiss
10x/ 0,25 Achroplan, Zeiss
20x /0,45 Achroplan, Zeiss
40x/ 0,75 Neofluar, Zeiss

Von allen positiv gewerteten Praparaten wird ein Foto in 400facher VergroRerung mit Hilfe
der an das LM angeschlossenen DFC280-Filmkamera (Leica, Deutschland) geschossen und
im Image Manager50®, ebenfalls von der Firma Leica, gesichtet.

Gewertet wird zum einen der Grad der Farbungsintensitat und zum anderen die Anzahl der
positiven Zellen im Praparat. Ersteres gibt man an unter Zuhilfenahme der Zeichen

(+) fur schwach positiv,

(++) fir maRig positiv,

(+++) fUr stark positiv und letztendlich

(-) fir negativ, das heil’t ohne Anfarbung.

Stark positiv ist hierbei definiert als eine mit den Kontrollgeweben vergleichbare
dunkelbraune Anfarbung. Im negativen Praparat ist lediglich die blaue Hamalaunfarbung zu
sehen, sowie braune Farbungen extrazellularer Matrix, von Hamatinablagerungen oder
Artefakten. Je nach Vorkommen des Antigens — im Kern oder im Zytoplasma - wird nur die
Farbung des jeweiligen Zellkompartimentes berlcksichtigt. Braunungen anderer
Kompartimente gehen auf Reaktionen des Chromogens mit nicht vollstandig geblockter
endogen im Gewebe enthaltener Peroxidase zuriick und kdnnen deshalb nicht als positiver
immunhistochemischer Nachweis gelten. Gewebe mit einem Anteil gefarbter Zellen unter 5%
gelten ebenfalls als negativ (Cut-off: 5%).

Die Farbintensitat wird ausschlie3lich anhand des lichtmikroskopischen Erscheinungsbildes
und im Vergleich der einzelnen Praparate untereinander beurteilt.

Die Anzahl der im Praparat als positiv gewerteten Zellen wird unter Auswertung sowohl der
Fotos als auch des sich im LM darstellenden Bildes ermittelt: Bei schwachen Farbungen ist
es sinnvoll, durch digitale Verstarkung der Farbintensitdten die Zuordnung einzelner Zellen
zu ,braun“ und ,blau“ zu erleichtern.

Dazu wird ein exemplarischer Praparatsteil gewahlt und digital abfotografiert. Im Programm

Scion Image® (Windows, USA) konnen die Zellen mit Hilfe eines Zahimodus markiert
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werden. So kann man das Verhaltnis von gefarbten zu allen im Foto sichtbaren Zellen
ermitteln. Das Ergebnis der Stichprobe wird mit dem Anteil der positiven Zellen im
Gesamtgewebe abgeglichen und als auf Zehnerschritte gerundete Prozentangabe in das
Diagramm Ubertragen. Im Verlauf der Auswertungen Korrelierten geschatzte positive
Gewebsanteile im exemplarischen Ausschnitt gut mit dem Anteil im Gesamtpraparat, so
dass nur noch bei sehr schwachen und disseminierten Farbungen, bei Farbungen von
Einzellzellen im Gewebe oder zur regelmaligen untersucherinternen Validitatsprifung der
Zahimodus zum Einsatz kam.

Bei der Bestimmung des Prozentsatzes gefarbter Zellen wird das umgebende Bindegewebe
nicht mitgewertet. Ebensowenig werden Erythozyten, Hamatinablagerungen, gefaltete Areale
oder positive extrazellulare Matrix berUcksichtigt. Als Unterscheidungsmerkmal dient hierbei
das Sichten eines Zellkerns.

Wenn alle Praparate eines TMA® ausgewertet sind, vergleicht man die Fotos der als positiv
beschriebenen Praparate am Computerbildschirm im genannten Image Manager®: Durch
das direkte Nebeneinanderstellen der Bilder kann man die Schatzungen der Menge gefarbter
Zellen gegebenenfalls korrigieren.

Um die interne Validitdt noch weiter zu erhéhen, steht am Ende der Auswertung einer
Antigenfarbungsreihe die Sichtung der Gesamt-TMA® in geringere VergrofRerung (100x bzw.
200x). Dabei sollen die in den Diagrammen festgehaltenen Werte zu Farbungsintensitat und
Anzahl der gefarbten Zellen noch einmal im Vergleich miteinander kontrolliert werden.
Insgesamt werden auf diese Weise alle Praparate mindestens drei Male gesichtet und

ausgewertet.

2.2.3 Statistische Auswertung

Die Ergebnisse sind als Prozentsatze, Mediane und Durchschnittswerte =
Standardabweichungen angegeben. Die Signifikanz wird mit dem t-Test ermittelt und als p-
Wert angegeben (p < 0,05 ist signifikant). Bei der Auswertung der Farbungsunterschiede
zwischen den Geschlechtern wird auf den Prozentanteil gefarbter Zellen im Praparat
zuruckgegriffen. Die geringe Anzahl an malignen SPN-Fallen (2) macht einen signifikanten
Anfarbbarkeits-Unterschied zwischen benignen und malignen Tumoren schon im
Vorneherein rechnerisch unwahrscheinlich. Daher wird hier auf die Berechnung des p-

Wertes verzichtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Klinische Daten

Nach Abzug der bei den immunhistochemischen Farbemethoden und den dazugehdrigen
Vorbereitungsschritten zerstorten Gewebeproben kénnen 91 Falle mit der gesicherten
Diagnose SPN ausgewertet werden. Zu vier Fallen sind keine klinischen Daten auffindbar,
weshalb diese zwar in die Gesamtwertung, nicht aber in die Differentialanalyse eingehen
konnen; weder von Proteinexpression und Geschlecht noch von Proteinexpression und
Dignitdt. Von den genannten 87 Fallen sind 12 (13,8%) mannlichen und 75 (86,2%)
weiblichen Geschlechts. 84 SPN wurden vormalig als benigne eingestuft (96, 6%). Dazu wird
auch der Fall gezahlt, der im pathologischen Gutachten als ,benigne, potentiell maligne*®
eingestuft worden war. Ebenso gehort in diese Gruppe das SPN-Rezidiv.

Zwei Falle (2,3%) sind maligne: einer mit Invasion ins Duodenum, der andere mit in der
laparotomischen Exploration gesicherten Lebermetastasen.

Ein weiterer Archivfall wurde im Vorfeld als ,benigne, aber invasiv* beschrieben, wird deshalb
in der Differentialanalyse gesondert aufgefiihrt.

Die jungste Patientin der Liste mit SPN ist 10 Jahre alt, der alteste 71. Es ergibt sich ein
medianes Erkrankungsalter von 29 Jahren.

Die durchschnittliche Tumorgréf3e, das heil’t der Mittelwert der jeweils gréliten Parameter,
betragt 7,00 cm. Bei der Einzelbetrachtung der Geschlechter ergibt sich flr Frauen bzw.
Madchen eine durchschnittliche GroRe von 7,19 cm und flir Manner 6,13 cm. Insgesamt
kénnen hier mangels klinischer Daten nur 62 Falle in die Berechnung mit einbezogen

werden.

3.2 Histomorphologie

Die mikroskopische Morphologie stellt sich in den TMA-Stanzpraparaten dar, wie in der
Fachliteratur beschrieben (vgl. Kosmahl et al., 2005; Odze et al., 2004):

Es herrscht eine Kombination aus soliden, pseudopapillaren und hamorrhagisch-
pseudozystischen Gewebsarealen vor. In den einzelnen Stanzpraparaten kann man zumeist
nur eine der drei Morphologien der SPN ausmachen, da immer nur ein sehr kleiner
Ausschnitt des Tumorgewebes zu sehen ist. Einige Proben sind aufgrund ihrer lockeren,
pseudopapillaren Struktur auseinandergerissen oder gar nicht mehr auf den Objekttragern

vorhanden. Daneben sieht man in der Gesamtstruktur wellenartig angeordnete Zellverbande
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oder baumkronenartig von GefalRanschnitten sich verzweigende Zellgruppen.
Bindegewebsstralen durchziehen die Praparate und umschlief3en dickwandige Gefale. Die
Vaskularisation allgemein ist in den verschiedenen Tumorschnitten unterschiedlich stark
ausgebildet. Haufig findet man Einblutungen ins Gewebe bzw. Teile von mit
Hamosiderinkdrnchen und/oder Erythrozyten gefiillten pseudozystischen Hohlrdumen.

Die Tumorzellen sind monomorph, besitzen runde bis ovale Kerne, teils mit leichten
Einkerbungen. In einigen Schnitten imponieren die Kerne allerdings kleiner und dichter als in
anderen, in denen der Nukleolus gut erkennbar ist (vgl. Abb. 1-4 im Anhang).

In einigen TMAs® kann man eine Infiltration ins normale Pankreasgewebe beobachten, mit

von Tumorgewebe umflossenen Inseln, Gangen und Azini.

3.3 Immunhistochemische Auswertung

Die immuhistochemische Auswertung gestaltet sich in vielerlei Hinsicht als nicht eindeutig.
Viele TMA-Schnitte sind falsch positiv: Gewebequetschungen, -dopplungen und —faltungen
sowie Hamosiderin und extrazellular liegende Globuli rufen eine scheinbare Antigen-
Antikérper-Reaktion hervor. Ebenso gibt es viele Proben, in denen eine ausgepragte
Hintergrundfarbung gefunden werden kann. Auch Einblutungen ,braunen“ das Gewebe

durch die ungenigend geblockte endogene Peroxidase der Erythrozyten.
Das Cut-off-Level betragt 5%.

Pankreaskontroligewebe: In vier von zwdlf TMA-Schnitten sind keine Inseln mit
angeschnitten. Auf einigen Objekttragern haben sich die Pankreas-Stanzen herausgeldst
und sind nicht mehr zu beurteilen. Auf Objekttrager Il der PDX-1-Farbung sind Zeichen einer
unzureichenden Diffusion der Farbereagenzien durch alle Gewebe zu finden, weshalb hier
die Pankreasschnitte aus der Bewertung herausgenommen sind (vgl. Kap. 4.1). Aufgrund all
dieser Ausfalle differiert die Anzahl der ausgewerteten Falle zwischen endo- und exokrinem
Pankreasgewebe.

Tabelle 3.1 Ubersicht der immunhistochemischen Auswertung

Antigen Total (-) (+) (++) (+++) Total positiv % positiv
c-kit 91 45 35 6 5 46 50,5
Nestin 91 44 37 10 0 47 51,6
PAX 6 91 73 14 3 1 18 19,8
NGN 3 91 81 6 4 0 10 10,9
PDX-1 91 90 1 0 0 1 1,1
ISL-1 91 91 0 0 0 0 0
CDX-2 91 90 0 1 0 1 1,1
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3.3.1 c-kit

In der c-kit-Farbung scheint nicht immer das gesamte Zytoplasma gefarbt, sondern oft nur

einzelne Areale, so dass der Eindruck entsteht, die Farbung konfluiere zwischen den Zellen.

Es kénnen vier verschiedene Arten der Verteilung immunpositiver Zellen beobachtet werden:

1.

2.

4.

deutlich positive im gesamten Schnitt vorkommende Einzelzellen,
gefarbte Zellgruppen von 10-20 Zellen (meist <5%, deshalb negativ),

palisadenartig um die Bindegewebsstralen herum oder baumkronenartig von binde-
gewebig umfassten GefalRanschnitten ausgehende deutlich immunpositive
Zellverbande (s. Anhang Abb.1),

eine ubiquitare Plasmafarbung aller Zellen des Schnittes.

Von allen 91 ausgewerteten Fallen sind insgesamt 46 (50,5%) immunpositiv, davon die

meisten, namlich 35, schwach positiv.

Wenn man die Geschlechter getrennt betrachtet, findet man bei den mannlichen Patienten 8

(33,3%) positive Tumoren und bei den weiblichen 41 (54,7%). Ein signifikanter Unterschied

kann nicht festgestellt werden (p=0,22).

44 (52,4%) der benignen Tumoren sind c-kit-positiv, die beiden maligen Falle negativ und der

benigne, aber invasive Tumor maRig positiv (s. Anhang).

Abb. 3.2 c-kit: Verhaltnis von Farbungsintensitat und Anteil durchschnittlich gefarbter Zellen im Praparat in %
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Farbintensitat und Anteil der gefarbten Zellen: In den schwach positiven Schnitten kann
man durchschnittlich 43,4+16,4% aller Zellen gefarbt finden. Bei den maRig positiven sind es
61,7+£16,0% und bei den stark positiven 78,0+16,4%. Je intensiver die Schnitte immunpositiv

sind, desto mehr Zellen sind anteilig gefarbt (s. Tab 3.2).

Pankreaskontrollgewebe: Die Auswertung der Pankreasproben erbringt keine endokrine
Anfarbbarkeit. Von den exokrinen Gewebeschnitten ist einer maRig positiv (8,3%) und zwar
anteilig mit 5x0% der sichtbaren Zellen. Vier weitere Schnitte weisen eine mafige bis starke
Farbung auf, allerdings belauft sich der Anteil der einzeln im Gewebe liegenden Zellen unter

5%, so dass sie als negativ gelten.

3.3.2 Nestin

Die Nestinfabung ist wie die c-kit-Farbung eine zytoplasmatische und auch in der Verteilung
der immunpositiven Gewebsareale dieser ahnlich: Vor allem um die Bindegewebsstralen
finden sich positive Zellverbande oder auch rund um Anschnitte von GefalRen (s. Anhang
Abb.2). Eine deutliche, stark positive, hier nicht mitzuwertende Anfarbung der
Gefallendothelien ist vorhanden. Das Vorkommen von positiven Einzelzellen oder kleinen
immunpositiven Zellgruppen wird kaum beobachtet. Die Farbung geht oft einher mit einem
kompakten Gewebebild, in dem viele Kerne dicht gedrangt imponieren. Insgesamt sind 47
Falle (51,6%) positiv. Aus der mannlichen Patientengruppe stellen sich 33,3% der Tumore

positiv und aus der weiblichen 56,0% positiv dar.

Abb. 3.3 Nestin: Verhaltnis von Farbungsintensitat und Anteil durchschnittlich gefarbter Zellen in %
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Es ergibt sich kein signifikanter zwischengeschlechtlicher Unterschied (p=0,12). Die
benignen Falle sind zu 53,6% positiv, von den malignen keiner und der benige, aber invasive
mit anteilig 90+0% aller sichtbaren Zellen schwach positiv.

Farbintensitat und Anteil der gefarbten Zellen: Bei den schwach positiven Tumorproben
sind durchschnittlich 39,1£18,4% der Zellen gefarbt und in der Gruppe der maRig positiven
52,0£22,0%. Es gibt keine stark positive Anfarbung.

Pankreaskontrollgewebe: Hier konnte keine Farbung beobachtet werden.

3.3.3 PAX-6

In der lichtmikroskopischen Befundung falllt keine besondere Zuordnung der immunpositiven
Areale zu bestimmten Gewebekompartimenten auf. In 19,8% der Falle kann eine Farbung

beobachtet werden, meistens allerdings nur eine schwache.

Von den zwolf Tumoren aus mannlichen Patienten sind 2 (16,7%) schwach positiv, von den
75 aus weiblichen 16 (27,1%) positiv. Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Geschlechtern (p=0,44).

Die benignen SPN weisen in 17 Fallen eine Farbung auf, sind also zu 20,2% positiv. Der
benige, aber invasive Tumor ist negativ. Einer der beiden malignen Falle ist negativ, der

andere mit 90+0% aller sich darstellenden Zellen maRig positiv.

Abb. 3.4 PAX-6: Verhaltnis von Farbungsintensitat und Anteil durchschnittlich gefarbter Zellen in %
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Farbintensitat und Anteil der gefarbten Zellen: Im Allgemeinen ist die Farbintensitat der
befundeten SPN mit Ausnahme eines (weiblichen, benignen) Falles niemals so stark wie in
der Pankreaskontrolle. Die schwach positiven Schnitte sind mit durchschnittlich 59,3+18,6%
der Zellen gefarbt, die maRig positiven mit 80,0+10,0% und der stark positive Schnitt mit

anteilig 80,0£0% aller gesichteten Zellen.

Pankreaskontroligewebe: In allen zwdlf ausgewerteten Pankreaskontrollen findet man

100+£0% aller Inselzellen stark positiv. Das exokrine Pankreas bleibt ungefarbt.

3.3.4 Neurogenin 3

In den Negativkontroligeweben der Tonsille sind gefal3- und bindegewebssepten-assoziiert
vereinzelt Zellen mit deutlich Plasmafarbung zu finden sowie Adipozyten, die als vakuolig-
zytoplasmatisch gefarbte Zellen imponieren. Wirklich kernpositiv sind lediglich 10,9% der
Falle (vgl. Anhang). Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischen den Tumoren
mannlicher und weiblicher Patienten (p=0,87). 10,7% der benignen Falle sind positiv und
einer der beiden malignen.

Farbintensitdt und Anteil der gefarbten Zellen: Auch wenn die Zellen starker angefarbt
sind, bleibt die Anzahl der positiven Zellen im Praparat gleich. 36,6+9,4% bei schwach
positiven Praparaten und 35£15% bei mafig positiven.

Pankreaskontrollgewebe: Im endokrinen Pankreas findet man nur in einem von acht
Schnitten eine maflig positive Reaktion, im exokrinen dagegen in sechs von elf (63,6%).
Dabei sind durchschnittlich 17,5+5% der Zellen in schwach positiven Schnitten gefarbt, in

mafig positiven 20+0%.

3.3.5 PDX-1

Auch in der PDX-1-Farbung gibt es viele falsch positive Praparate mit deutlicher
Hintergrundfarbung (vgl. Abb. 3 im Anhang). AuRerdem weist Objekttrager Ill Zeichen einer
Diffusionsstérung der Farbreagenz auf. Insgesamt ist nur ein Fall von 91 befundeten (1,1%)
schwach positiv, alle anderen negativ (s. Anhang). Der immunpositive Tumor ist einer Frau
im Alter von 20 Jahren entnommen worden und ist einer der insgesamt zwei malignen SPN-

Falle. 70£0% der Zellen im Praparat sind im Kern gefarbt.
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Pankreaskontrollgewebe: In den Pankreasschnitten stellen sich in den Inseln
durchschnittlich 87,5+12,6% aller Zellen stark positiv dar. Die Farbung der exokrinen
Gewebe umfasst ein Spektrum von schwach bis stark positiv. Anteilig sind zwischen
26,045,5% und 33,0+5,8% aller gesichteten Zellkerne gefarbt.

3.3.6 ISL-1

Kein SPN-Schnitt zeigt eine Reaktion auf den ISL-1-Antikorper.

Auffallig hingegen ist die hier von allen AK-Farbungen am deutlichsten zu beobachtende
Hintergrundfarbung, die in fast allen Schnitten die Auswertbarkeit beeintrachtigte: Bei dunkler
Farbung von Kern und Zytoplasma im Tumorgewebe bleiben die bindegewebigen Septen
von der Farbung konstant ausgespart. Oftmals sind die Kerne nur dort positiv, wo auch das
Zytoplasma deutlich gefarbt ist, so dass nicht von einer spezifischen Antikdrperreaktion
ausgegangen werden kann. So zum Beispiel werden periseptale oder perivaskulare
Anfarbungen hier nicht gewertet.

Pankreaskontroligewebe: Alle zehn Insel-Anschnitte weisen eine 100%ige stark positive
Reaktion auf den ISL-1-Antikérper auf. Das exokrine Gewebe ist als negativ beschrieben, da
die hier in neun von zwoIf Schnitten vorkommenden stark positiven Einzelzellen weniger als

5% der Gesamtzellmasse ausmachen.

3.3.7 CDX-2

Eine deutliche Reaktion der Extrazellularmatrix ist zu beobachten. Das Epithel im
Kolonkarzinom-Kontrollgewebe ist wie erwartet deutlich kern- und zytoplasmapositiv. Von
den 91 untersuchten SPN-Fallen ist nur der benigne, aber invasive Sonderfall mit einem
Anteil von 30% gefarbter Zellen im Praparatschnitt als maRig positiv einzuordnen.
Pankreaskontrollgewebe: Das exokrine Pankreas zeigt sich mit insgesamt sieben
Schnitten zu 63,6% positiv. Es sind durchschnittlich 8+3% der Zellen schwach bzw. 10£0%
mafig stark gefarbt.



19 Diskussion

4. Diskussion

4.1 Bewertung der Materialien und Methoden

Da die SPN eine nur sehr selten vorkommende Neoplasie des Pankreas ist, sind
Gewebeproben fiir Forschungszwecke rar. Das Kieler Archiv stellt mit seiner hohen Fallzahl
eine Besonderheit dar.

Die Herstellung der TMAs erlaubt die gleichzeitige Sichtung einer Vielzahl von Proben auf
einem Objekttrager, was die Vergleichbarkeit der Schnitte untereinander deutlich erleichtert.
Weiterhin ist gewahrleistet, dass alle Proben auf einem Objekttrager unter exakt den
gleichen Bedingungen gefarbt worden sind, da durch einmaliges Pipettieren der Antikorper
und Chromogene zeitgleich bei bis zu 60 Schnitten die Farbreaktion gestartet wird. Dies
erhoht die Vergleichbarkeit zusatzlich.

Ein Nachteil der TMA ist, dass durch vermehrte Manipulation bei der Bearbeitung der
Gewebeproben oft Artefakte entstehen, die die Auswertung der Schnitte erschweren oder
unmdglich machen.

Die Histofine®-Farbung und die UltraVision®-Methode sind im Alltag des Pathologischen
Instituts regelmafig verwendete Methoden, so dass auch von dieser Seite Fehler eher selten
vorkommen.

Von jedem Fall lagen mehrere Schnitte vor. Die immunhistochemischen Reaktionen der
Gewebeschnitte wurden zweimal blind ausgewertet und erst im Nachhinein den klinischen

Fallen zugeordnet, um subjektive Fehlinterpretationen zu vermeiden.
4.2 Bisherige Versuche eine SPN-Zuordnung

Diverse Untersuchungen mittels Elektronenmikroskopie, Immunhistochemie, FISH oder
vergleichender Genom-Hybridisierung unterscheiden diesen Tumor von allen anderen
Neoplasien, konnten bisher jedoch nicht die genaue Herkunft der SPN klaren.

Der azindre Ursprung: Untersuchungen zum Fall einer 41-jdhrigen Frau (Kallichanda et al.,
2006) ergaben, dass die histopathologisch nachgewiesene SPN in der immunhisto-
chemischen Farbung negativ war fur die Pankreashormone und die Antigene CEA, CA 19-9,
S100, Melanin A, und Fontana. Alle SPN-Zellen reagierten dagegen positiv auf Antikdrper
gegen CD10, Alpha-1-Antitrypsin (a-AT), Alpha-1-Antichymotrypsin (a-ACT), NSE , Vimentin
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und Zytokeratin (ZK) sowie Cyclin D1. Das immunhistochemische Profil weist hier im
Vergleich mit zentroazinaren Zellen explizite Gemeinsamkeiten auf, so dass eine
dementsprechende Genese propagiert werden kénnte. Dazu kommt die vom pathologischen
Gutachter festgestellte frappierende Ahnlichkeit mit dem Azinuszellkarzinom. Man bedenke
allerdings, dass dieser Kasus ein Einzelfall ist.

Die SPN und das aus den Azinuszellen entstehende Karzinom unterscheiden sich konstant
in der Positivitat fir CD 56 und in der Mehrheit der Studien auch in der Reaktion auf CD 10-
und Vimentin-Antikérper (Notohara et al., 2000). Der Nachweis von a-AT bezieht sich
lediglich auf einige in Gruppen liegende Zellen und dariber hinaus auf die PAS-positiven
Globuli zwischen den Zellen (Kosmahl et al., 2005).

Dies alles lasst die Vermutung einer azinaren Herkunft der SPN in den Hintergrund treten.
Der epithelial-duktale Ursprung: Das Fehlen eines Zytokeratin-Nachweises in der Halfte
der Falle bzw. ein Anfarben nur mithilfe von Breitspektrum-Antikérpern spricht nicht
unbedingt fur eine duktale Herkunft der SPN (Kosmabhl et al., 2000).

Eine Verwandtschaft mit dem duktalen Adenokarzinom des Pankreas kann beispielsweise
aufgrund der Unterschiede in der Histomorphologie und in der Nestin-Expression
ausgeschlossen werden (Ohike et al., 2007). Ein endgultiger Beweis steht noch aus.

Der ovarielle Ursprung: Da die SPN fast ausschliellich bei Frauen auftritt, liegt die
Vermutung nahe, dass das Entstehen mit der spezifisch weiblichen Endokrinologie
zusammenhangt. AuRerdem kommen im Laufe der Organogenese Pankreas und Ovar in
direkter Nachbarschaft zum Liegen, was den potentiellen Austausch von Zellen nicht
unwahrscheinlich macht. Das flihrte zu dem Versuch, Ostrogen- und Progesteronrezeptoren
(PR-R) nachzuweisen: Letztere konnen gefunden werden, erstere sind nur in der -
Untergruppe nachzuweisen, nicht jedoch in der a-Untergruppe (Geers et al., 2006).
Institutsinterne Studien belegen immunhistologische Unterschiede in der Anfarbbarkeit flr
VIM, NSE und PR-R zwischen embryonalem und adultem Adnexgewebe auf der einen und
der SPN auf der anderen Seite (Wagner, 2004). Diese Erkenntnis lasst die Vermutung einer
gemeinsamen oder ahnlichen Histogenese nicht zu.

Der neuroendokrine Ursprung: Zumal histomorphologisch die Abgrenzung zu den
neuroendokrinen Tumoren des Pankreas schwierig ist, drangt sich der Verdacht eines
gemeinsamen Ursprungs auf. Die neuroendokrinen Marker CD 56 und CD 10 kdnnen im
Primarius nachgewiesen werden (Notohara et al., 2000).

Ebenso findet man eine inkonstante Reaktion fur Synaptophysin (SYN) (Notohara et al.,

2000), fur Neuronenspezifische Enolase (NSE) (Kallichanda et al., 2006) und fir das auch in
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neuroendokrinen Tumoren der Haut nachgewiesenen FLI-1 (Llombart et al., 2005). Das alles
kénnte auf einen neuroendokrinen Ursprung schliel3en lassen.

Allerdings unterscheidet die Expression von Galectin 3 (GAL-3), einem B-Galactosid, das in
den Zyklus von Zellproliferation und Apoptose eingreift (Liu et al., 2002), die SPN von allen
anderen neuroendokrinen Neoplasien und kénnte ebenso als Argument fir eine duktale
Genese herhalten (Geers et al., 2006).

Da die NSE beispielsweise auch im Mamma- oder Nierenzellkarzinom nachgewiesen
werden kann (Schlosnagle et Campbell, 1981), ist sie zu unspezifisch, als dass sie als
Beweis fiir eine neuroendokrine Herkunft herhalten kdnnte.

Eine Hormonproduktion konnte in der SPN nicht nachgewiesen werden (Schlosnagle et
Campbell, 1981). Der in eben dieser Studie erbrachte Nachweis von sekrektorischen
Granula konnte nicht wiederholt werden (Geers et al., 2006). Es wird allerdings von einem
Einzellfall berichtet, in dem die SPN-Zellen Melanosomen aufwiesen (Chen et al., 2004), was
eine gemeinsame Herkunft von Melanozyten und SPN aus Zellen der Neuralleiste vermuten
lassen konnte.

Ein weiterer Unterschied zwischen der SPN und anderen neuroendokrinen Tumoren ist das
Fehlen des Nachweises von Chromogranin A (CGA) (Notohara et al., 2000), das in allen
neuroendokrinen Neoplasien zuverlassig nachgewiesen werden kann.

Auch auf genetischer Ebene wurde versucht, etwas uber die Herkunft der SPN
herauszufinden: Tiemann et al. (2006) vermuteten aufgrund der konsistenten Reaktion von
CD 56 und dem PR-R in der SPN, sowie einer berichteten EWS/FLI-1-Translokation (Maitra
et al., 2000) eine SPN-typische Genomaberration auf dem langen Arm von Chromosom 11.
Der Verdacht dieser tumorspezifischen Mutation, die auch in anderen neuroendokrinen
Tumoren nachgewiesen werden kann (Zettl et al., 2000), hat sich allerdings nicht bestatigt.
Der Ursprung aus pluripotenten Stammzellen: In der SPN kann eine Punktmutation im
Gen fir Beta-Catenin nachgewiesen werden (Tanaka et al., 2001), die dazu flihrt, dass Beta-
Catenin im Kern verbleibt und seine Funktion als Bindeglied zum Transmembranprotein E-
Cadherin nicht erfillt. Das wiederum kann ein Grund flr die charakteristische
pseudopapillare Struktur der SPN sein (Tang et al.,, 2007). Gleichzeitig findet man
entsprechend der Dysfunktion und Uberexpression von Beta-Catenin eine Uberexprimierung
von Cyclin D1, dem Ziel fiir die hemmende Selbstregulation von Beta-Catenin (Tanaka et al.,
2001).

Die genannte Punktmutation befindet sich in Exon 3 auf dem kurzen Arm von Chromosom 3
(Abraham et al., 2002; Tanaka et al., 2001). Die SPN hat diese gemein mit blastomatdsen

Tumoren wie dem Pankreatoblastom (Abraham et al., 2001) und dem Hepatoblastom (Koch
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et al., 1999). Hier ergibt sich ein Hinweis darauf, dass der Ursprung der SPN in den
pluripotenten Stammzellen des Pankreas oder der umliegenden Gewebe liegen kdnnte.

Dieser Verdacht erhartet sich durch den Nachweis von PDX-1 und SOX-9 im Zytosol der
SPN-Zellen (Galmiche et al., 2008). Die Rolle von PDX-1 wird in Kapitel 4.4.1 erlautert; SOX-
9 ist ein weiterer Transkriptionsfaktor, der bei der Proliferation und dem Uberleben der
Pankreas-Progenitorzellen eine wichtige Rolle spielt. Beide Transkriptionsfaktoren werden
Beta-Catenin-abhangig exprimiert und eine zytosolische Uberexpression korreliert mit der

genannten Mutation im Gen fur Beta-Catenin (ebd.).

Zur Diskussion steht auch die Frage, ob die SPN im Rahmen einer Dedifferenzierung und

malignen Entartung Proteine exprimiert, die ihre Ursprungszelle nicht exprimiert hat.

4.3 Stammzellmarker

4.3.1 c-kit

Grundsatzlich kann die Expression des Tyrosinkinase-Rezeptors c-kit in 50,5% der
untersuchten Falle nachgewiesen werden. Dieses Ergebnis entspricht dem, was
vorausgegangene Studien bereits zeigen konnten (Ohike et al., 2007; Cao et al., 2006).

Die in der c-kit -Farbung beobachtete periseptale und perivaskulare plasmatische
Anfarbbarkeit manifestiert sich allerdings auch in der ISL-1-Farbung und wurde dort als
Hintergrundfarbung eingestuft. Unter Umstanden ist die hier als positive AK-Reaktion
deklarierte Farbung kritischer zu bewerten. Abschliefiend lasst sich hiertiber kein Urteil
fallen, da die Isl-1-Hintergrundfarbung und die positive zytoplasmatische c-kit-Reaktion
lichtmikroskopisch identisch imponieren.

Dass Zellen mit c-kit-Expression ebenfalls eine deutliche Reaktion auf den Nestin-AK
aufweisen, wie von Ohike et al. (2007) behauptet, lassen auch unsere Untersuchungen
vermuten, obgleich keine differenzierte Analyse diesbezuglich durchgefuhrt wurde: Mit 51,6%
ist die Zahl der Falle mit positiver Nestin-Reaktion nahezu identisch der Anzahl positiver
Falle in der c-kit-Farbung.

Wir konnten zeigen, dass eine starkere Intensitdt der Farbung fur c-kit mit einer hdheren
Zahl gefarbter Zellen im Praparat einhergeht. Die Ursache in dem Zusammenhang zwischen

c-kit-Expression und Proliferationsaktivitdt zu suchen, wie es in vorangegangenen
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Regenerationsmodellen gezeigt werden konnte (Peters et al., 2005), ist allerdings eher
unwahrscheinlich.

Einen Zusammenhang zwischen c-kit-Expression und Invasionsneigung des Tumors bewies
man bisher ebenfalls nicht (Cao et al., 2006), so dass die c-kit-Expression keine Aussage
Uber Malignitat und Prognose zulasst.

Cao et al. (2006) haben nachweisen konnen, dass die Uberexpression von c-kit nicht der
vom GIST bekannten Genmutation zu Lasten gelegt werden kann. Dies hat die SPN gemein
mit dem neuroendokrinen Kleinzelltumor der Lunge (Tamborini et al., 2004).

Signifikante Unterschiede in der Proteinexpression zwischen den Geschlechtern sind aus
den Ergebnissen nicht herzuleiten. Die leichte Tendenz zur starkeren Expression von c-kit
beim weiblichen Geschlecht kann in der Tatsache grinden, dass aufgrund der
Geschlechterverteilung des Tumors insgesamt viel mehr weibliche Falle untersucht worden
sind. Dies ist konsistent zu vorangegangenen Studien (Ohike et al., 2007).

Dass bei den zwei malignen SPN-Fallen keine Expression zu finden ist, wohingegen die
benignen mit 52,4% positiv reagieren, kann man als Zeichen der Dedifferenzierung werten.
Sicher behauptet werden kann dies allerdings nicht, zumal der benigne, aber invasive Fall
ebenfalls positiv reagiert.

Wenn man bedenkt, dass c-kit als Progenitorzellmarker gilt (Peters et al., 2005), wird klar,
dass wir im gesunden exokrinen Pankreas die gewebseigenen Stamm- bzw.
Progenitorzellen identifiziert haben: Sie liegen vorzugsweise an den Randern der
Bindegewebsstralten und um die GefaRanschnitte. Auffallig ist, dass die Lokalisierung der c-
kit-positiven Zellgruppen in den SPN-Schitten damit Gbereinstimmt.

Rachdi et al. (2001) nehmen aufgrund einer Expression im fetalen Pankreas an, dass c-kit
bei der Differenzierung duktaler Zellen zu Beta-Zellen eine Rolle spielt. Es konnte hier in
einer Insulin produzierenden Zellreihe nachgewiesen werden. Peters et al. (2005) wiesen
eine Koexpression mit PDX-1 nach, so dass die Behauptung von Yashpal et al. (2004), c-kit
sei ein Marker fur Insel-Vorlaufer, durchaus seine Berechtigung hat.

Vor diesem Hintergrund kann man die positive Reaktion der Halfte aller SPN auf c-kit-
Antikorper als Hinweis auf die Herkunft aus einer endokrinen Progenitorzellreihe des

Pankreas werten.
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4.3.2 Nestin

Die Nachweisbarkeit von Nestin-positiven Zellen entspricht mit 51,6% der Falle nahezu der
von c-kit. In einigen Fallen lassen sich dabei beide Proteine nachweisen, in anderen jedoch
nur eines der beiden. Die Verteilung Nestin-positiver Zellen entspricht ebenfalls der von c-kit
(vgl. Abb. 2 im Anhang).

Die Unterschiede sowohl in der Expression zwischen den Geschlechtern wie auch zwischen
benignen und malignen Tumoren lassen wie bei der c-kit-Farbung keine weiteren Schliisse
zu (s. Kapitel 3.3.2).

Die Funktion von Nestin als Stammzellmarker ist umstritten:

Hunziker und Stein (2000) nennen die Nestin-positiven Zellen im endokrinen Pankreas
aufgrund ihrer immunhistochemischen Gemeinsamkeiten mit multipotenten Zellen im
Zentralen Nervensystem Stamm- bzw. endokrine Vorlauferzellen.

Huang et Tang (2003) konnten Nestin in neuroendokrin sich differenzierenden Zellen
nachweisen, wie auch viele andere Studien Nestin in Zusammenhang mit dem Auftreten
neuroendokriner Marker nennen ( Zulewski et al., 2001; Blyszczuk et al., 2004; Tauguchi et
Otsuki, 2004; Wang et al., 2005; Zhang et al., 2005). Man spricht in diesem Zusammenhang
von Nestin-positiven duktalen Stammzellen (NPDS) (Kim et al., 2004), die in der Lage sind,
sich unter entsprechenden Bedingungen zu Pankreas-Inseln zu entwickeln (Kim et al., 2004;
Blyszczuk et al., 2004). Dabei bleibt das Auftreten von Nestin transient und ist nicht bis zum
Ende der Differenzierung erhalten (Kim et al., 2004).

Humphrey et al. (2003) halten Nestin zur Identifizierung endokriner Vorlauferzellen dagegen
fur zu unspezifisch, da es lediglich im fetalen Pankreas Zellen mit der Fahigkeit zur
endokrinen Ausdifferenzierung markiere. Bei Paris et al. (2004) und Klein et al. (2003)
erscheinen Nestin eher in der Rolle des Endothelmarkers und die NPDS als Vorlaufer fir
Angiogenese und Endothelbildung.

Bei der Auswertung unserer Schnitte wurden diese Erkenntnisse berlcksichtigt, so dass
Reaktionen in morphologisch als GefalRendothel kenntlichen Arealen nicht in die Zahlung mit
eingingen. Das Fehlen von Nestin-positiven Zellen in den Pankreas-Kontrollgeweben lasst
sich dadurch erklaren, dass keine der Gewebestanzen Duktusgewebe enthalt, wo die NPDS
im gesunden Pankreas zu finden waren.

Auch wenn andere Autoren die Anwesenheit Nestin-postiver Zellen im Pankreas auf andere
Weise erklaren oder verneinen (Lardon et al., 2002; Treutelaar et al., 2003; Hayek, 2004),
haufen sich doch aufgrund neuer Studien (Bonner-Weir et al., 2008) und der vorderst

genannten Koexpression mit endokrinen Markern die Hinweise, dass NPDS existieren und
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zu neuroendokriner Differenzierung fahig sind. Auch konnte Nestin eindeutig eine Rolle bei
der Pankreas-Neogenese zugeschrieben werden (Peters et al., 2005; Kim et al., 2007).

Da in der Halfte der SPN die Reaktion fir Nestin positiv ist, kann eine Entwicklung aus sich
neuroendokrin weiterdifferenzierenden NPDS mdglich sein — mdglicherweise im Rahmen der

natirlichen Neogenese oder Regeneration des endokrinen Pankreas.

4.4 Pro- und endokrine Marker des Pankreas

4.4.1 PDX-1

Im Gegensatz zu anderen Studien, die eine zytoplasmatische Reaktion flr das Pankreatisch-
duodenale Homeobox-1-Protein (PDX-1), das vormalig als Insulin-Promotor-Faktor-1 (IPF1)
bekannt war, als positiv gewertet haben (Galmiche et al.,2008), gilt in unseren
Untersuchungen nur der nukledre Nachweis. Sowohl seine Rolle als erster nachgewiesener
TF fur die frihe Differenzierung von embryonalem Endoderm zur Pankreasanlage (Offield et
al., 1996) als auch die Funktion von PDX-1 in der adulten B-Zelle (Holland et al., 2005)
verorten das Protein in den Kern. Des Weiteren lasst sich PDX-1 in den vorliegenden
Vergleichsschnitten im normalen Pankreasgewebe ausschliellich nuklear nachweisen: In
87,5% aller endokrinen und in durchschnittlich 30% aller exokrinen Pankreaszellen ist die
Kernreaktion auf PDX-1 positiv. Wenn man die hier auftretende Farbungsverteilung und —
intensitdt zum Vorbild nimmt, findet sich, wie bereits erwahnt, in keiner der benignen SPN
eine Reaktion. Lediglich der solitare maligne SPN-Fall ist PDX-1-positiv, was als Zeichen der
Dedifferenzierung im Rahmen der malignen Entartung gewertet werden kann — abweichend
vom normalen Bild der SPN.

Letzendlich findet sich auch in den vorliegenden Schnitten eine diffuse zytoplasmatische
Anfarbbarkeit fur PDX-1, so dass die experimentellen Ergebnisse zwar konsistent sind zu
vorangegangenen Studien (Galmiche et al., 2008), jedoch kritischer bewertet werden. Es
kdnnte sich hier um eine Hintergrundsreaktion handeln (vgl. Abb. 3 im Anhang).

Eine Mutation im PDX-1-Gen fiihrt sowohl in Mausen (Jonsson et al.,, 1994) als auch in
Menschen (Stoffers et al.,, 1997; Ashizawa et al., 2004) zur Agenesie des Pankreas. Im
weiteren Verlauf der Organogenese kann es verstarkt in den sich entwickelnden -Zellen
nachgewiesen werden (Ashizawa et al., 2004).

Beim Erwachsenen findet man PDX-1 in den &- und -Zellen des endokrinen Pankreas, wo

es als Hauptregulator fur das Insulin-Gen (Edlund, 2001) und als TF fir die
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Promotorregionen des GLUT-2-Transporters und der Glukokinase (Watada et al., 1996)
agiert. Es erfullt diese Aufgabe ebenfalls fir das Insel-Amyloidpeptid und Somatostatin
(Ashizawa et al., 2004). AuRerdem spielt es eine Rolle als Vermittler zwischen
Hyperglykdmie und Insulinausschuttung bei der Entstehung von Diabetes (Melloul, 2004).
PDX-1 kennzeichnet also einen weiteren Schritt der Entwicklung der pankreatischen
Stammzelle zur Insulin produzierenden Inselzelle. Ein Fehlen des Nachweises von PDX-1 im
Kern der SPN lasst darauf schlieRen, dass die Ursprungszelle die beschriebene Entwicklung
nicht oder moglicherweise noch nicht durchlaufen hat.

Zumal PDX-1 zeitweilig — zum Beispiel nach Tag 10 der Embryogenese (Melloul, 2004) - im
spater endokrin ausdifferenzierten Gewebe ebenfalls nicht nachgewiesen werden kann, ist

eine Herkunft auch aus ehemals PDX-1 exprimierenden Zellen nicht ganz auszuschlieRen.

4.4.2 Neurogenin 3
Neurogenin 3 (NGN3) wird von Eberhard et al. (2008) als proendokriner TF definiert, der als

Marker flir endokrin sich differenzierende Zellen begriffen werden kann (Gu et al., 2002). Er
l&sst sich auch in der Entwicklung von Nervenzellen nachweisen (Sommer et al., 1996).

Es differenzieren sich allerdings (z.B. im GI-Trakt) nicht alle NGN3-positiven Zellen endokrin
(Schonhoff et al., 2004), aber ohne NGN3-positive Zellen in der Organogenese fehlt die
Entwicklung des intestinalen Endokrinium véllig (Gradwohl et al., 2000; Ogihara et al., 2008).
Die Expression von NGN3 wird induziert durch PDX-1 (Kawasaki et al., 2008) oder Pf1a
(Serafimides et al., 2008). Das Protein selbst wiederum induziert die B-Zell-
Entwicklungsfaktoren Nk2.2, PAX-4 und PAX-6 und spielt zusammen mit Nkx6.1 und MafA
eine tragende Rolle bei der Insulin-Sekretion (Ohigara et al., 2008). Serafimides et al. (2008)
stellten dariber hinaus bei Stammzellen in Mausembryonen fest, dass NGN3 auch in die
Signalwege von Wnt, Integrin und Notch eingreift und zeitgleich mit Veranderungen
bezlglich Zellmobilitat und -adhasion, Zytoskelett und extrazellularer Matrixbildung auftritt.
NGN3 zeigt sich laut Lyttle et al. (2008) vor allem in den frlhen Stadien der endokrinen
Differenzierung (8.-12. Woche), hier auch koexprimiert mit Insulin, Glukagon und PDX-1.
Villasenor et al. (2008) weisen einen biphasischen Expressionsverlauf nach: in E8.5 bis E11
ein ubiquitdres Vorkommen im pankreatischen Epithel und in E12 ein isolierter Nachweis im
endokrin differenzierten Gewebe. Die endgultige Ausdifferenzierung in endokrin aktive
Pankreaszellen lauft allerdings in Abwesenheit von NGN3 und auch in den adulten
Inselzellen Iasst sich das Protein nicht nachweisen (Watada, 2004).

In unseren Untersuchungen I&sst sich eine Reaktion von NGN3 im endokrinen Pankreas nur

in einem von 8 Schnitten nachweisen, was konsistent zu den vorangegangenen Studien ist.
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63,6% aller exokrinen Gewebeproben zeigen dagegen vereinzelt deutlich positive Zellen. Ob
diese als die endogenen Reserve-Progenitorzellen, derer sich die Inselzellregeneration
bedient, zu interpretieren sind, sei dahingestellt. Gu et al. (2003) verorten diese Zellart in die
Inseln.

Nur 10,9% der vorliegenden SPN-Falle weisen einen schwachen Nachweis von NGN3 auf
(vgl. Abb. 4), was isoliert betrachtet nicht als Beweis einer Herkunft aus Pankreas-
Progenitorzellen gelten kann. Bemerkenswert ist in diesem Zusammenhang allerdings, dass
dieser potentielle Marker pankreatischer Vorlauferzellen tGberhaupt nachweisbar ist, obwohl

der induzierende Transkriptionsfaktor PDX-1 nicht nachgewiesen werden kann.

4.4.3 PAX-6

Im adulten Pankreas nimmt das Paired-Box-6-Protein (PAX-6) eine Schllisselrolle bei der
Glukagontranskription in Alpha-Zellen ein: Im Komplex mir CDX-2 und p300 initiiert es
synergistisch die Glukagon-Gentranskription (Hussain et Habener, 1999), gehemmt durch
PAX-4 ist es an der Hemmung der Expression beteiligt (Ritz-Laser et al., 2002). Das ganze
geschieht Uber eine Interaktion am Alpha-Zell-spezifischen DNA-Element G1 (Gosmain et
al., 2007). Des Weiteren bindet PAX-6 teils zusammen mit PDX-1 an die Promotorregionen
des Glukose-abhangigen insulinotropen Polypeptids (GIP) und des Glukagon-like-Peptide
(GLP) in gastrointestinalen sogenannten L-Zellen (Fuijita et al., 2008).

Uber die Steuerung der Transkription der Prohormon-Konvertase 1/3 beeinflusst PAX-6
zudem wesentlich die Entstehung einer Glukoseintoleranz (Wen et al., 2009).

Neben der wichtigen Funktion als Induktor fiir Neurogenese im Kortex (Osumi et al., 2008)
oder bei der Entwicklung des Sehapparates (Cooper et Hanson, 2005) spielt PAX-6 so vor
allem eine Rolle in der Entwicklung und Funktion des endokrinen Pankreas. Lang et al.
(2007) schreiben den PAX-Genen wichtige Aufgaben bei der Verhinderung von
Enddifferenzierung und Apoptose in den im adulten Gewebe verbliebenen Stammzellen zu.
Somit ist auch eine Beteiligung an der Tumorgenese in den entsprechenden Geweben nicht
unwahrscheinlich (Lang et al., 2007; Pinto et al. 2007): Eine Induktion zur weiteren
Differenzierung ging bei Lang et al. (2008) mit einem Abfall der PAX-6-Expression einher.
Eine positive Reaktion auf PAX-6-AK bezeichnen andere Autoren als Zeichen einer
Differenzierung in den Inselzellsubtyp der Alpha-Zelle (Sander et al., 1997; St.Onge et al.,
1997).

Unsere Pankreas-Kontrollschnitte weisen dazu konsistent eine 100%ige Farbung der

Inselzellen auf, zumal PAX-6 auch bei der Proinsulinbildung in Beta-Zellen eine Rolle spielt.
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Auch das Fehlen von Reaktionen im exokrinen Pankreas stimmt mit vorangegangenen
Untersuchungsergebnissen Uberein (vgl. Lang et al., 2008), so dass die Reaktion in der
Halfte der malignen und 20,2 % der benignen SPN-Falle folgenden Hinweis geben kdnnte:
Der Ursprung des Tumors findet sich in einer sich auf dem Weg zur Inselzelle bereits
befindlichen endokrinen Vorlauferzelle (vgl. Sander et al., 1997) oder mit anderen Worten in

an der endgultigen Ausdifferenzierung gehinderten Zellen (vgl. Lang et al., 2007).

4.4.41SL1
Islet-1 (ISL-1) ist ein TF mit LIM- und Homeobox-Domane (Tanizawa et al., 1994), der

erstmals als Enhancer-Bindemolekdl fiir das Insulingen der Ratte entdeckt worden ist (ebd.),
aber auch in vielen anderen endokrinen (Suzuki et al., 2007) und nicht endokrinen Geweben
(Juruta et al., 1998; Lin et al., 2007; Li et al., 2008) nachgewiesen werden kann. Er zeigt sich
im sich entwickelnden Pankreas in Koexpression mit Nestin in den bereits beschrieben
potentiellen Stammzellen des Pankreas (Eberhardt et al., 2006), beschrankt sich jedoch
ortlich auf die das Mesenchym der dorsalen Pankreasanlage und zeitlich auf die frihen
Entwicklungsstadien (Rowan-Hull et al., 2009). Diese ISL-1 positiven Stammzellen kénnen
laut Eberhardt et al. (2006) auch zu Albumin-produzierenden Leberzellen oder Adipozyten
werden.

Uber ISL-1 kann sogar eine endokrine Entwicklung nicht endokriner Mesenchymzellen
initiiert werden (Rowan-Hull et al., 2009) bzw. indirekt Uber das B2-Transkriptionsmolekul
oder HNF4a ist ISL-1 an der Insulinexpression beteiligt (Peng et al., 2005; Eekhoute et al.,
2006). Shimomura et al. (2000) vermuten einen Zusammenhang zwischen ISL-1-
Genmutation und familiar gehaufter Glukose-Intoleranz, Li et al. (2008) eine Mittlerrolle des
ISL-1 im Spannungsfeld Adipositas und Diabetes-Entwicklung.

Im adulten Pankreas finden wir ISL-1 hauptsachlich in den Inselzellen, so dass Schmitt et al.
(2008) es als reliablen endokrinen Tumormarker des Pankreas bezeichnen — somit als
Gegenstlick zum gastrointestinalen CDX-2.

Unsere immunhistochemischen Ergebnisse zeigten eine deutliche Anfarbbarkeit aller
Inselzellen im Pankreas-Kontrollgewebe. Darliber hinaus konnten einzelne immunpositive
Zellen im exokrinen Gewebe ausgemacht werden, die man trotz unseres fehlenden Nestin-
Nachweises hier aufgrund der Ergebnisse von Eberhardt et al. (2006) als gewebseigene
Stammzellen definieren kdnnte.

Im Vergleich dazu zeigte keine der SPN-Proben eine Reaktion auf ISL-1, was zu dem

Schluss fuhrt, dass der Tumor nicht dem ausdifferenzierten endokrinen Gewebe des
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Pankreas entspringt, aber auch nicht den potentiellen Stammzellen zugeordnet werden

kann.

4.5 Marker enteroendokriner Differenzierung

4.5.1 CDX-2

Um die Moglichkeit einer Entstehung der SPN aus Vorlaufer- oder endokrinen Zellen des
Gastrointestinaltraktes auszuschlieRen, haben wir im Rahmen unserer immunhisto-
chemischen Versuche auch auf CDX-2 gefarbt.

Das Gen flur diesen Homeobox-TF vom kaudalen Typ (CDX-2) liegt auf dem langen Arm von
Chromosom 13 (German et al., 1994). Schon in der 6. SSW kann das Protein im intestinalen
Epithel der Frucht nachgewiesen werden (Gaggero et al. 2003). Es bleibt auch beim
Erwachsenen auf die Schleimhaut des Magen-Darm-Traktes beschrankt. Aufgrund dieser
Organspezifitat ist CDX-2 ein wichtiger Marker flr Neoplasien des Intestinums und kann
sowohl als Friihzeichen des Barrett-Osophagus (Phillips et al., 2003) als auch zum Nachweis
eines Kolonkarzinoms (Okon et al., 2004) herangezogen werden.

Darlber hinaus kennzeichnet CDX-2 die intestinale Differenzierung von Tumoren des
Magens (Mazziotta et al. 2005), der Gallenblase (Wu et al., 2005), aber auch des Pankreas
(Matsumoto et al. 2004), und hilft bei der Einschatzung der Prognose: Uber die Fahigkeit zur
Cyclin D1-Hemmung (Takahashi et al., 2009) und p21-Stimulation (Bai et al., 2003) hemmt
CDX-2 die Zellproliferation. Laut Trinh et al. (1999) kann es in den Inselzellen und den
enteroendokrinen Gl-Zellen nachgewiesen werden, so dass CDX-2 einen verlasslichen
Marker fur Neoplasien aus dem Endokrinium des Intestinums darstellt (Schmitt et al., 2008).
CDX-2 gilt seit langem als Glukagon-Gentranskriptionsfaktor (Ritz-Laser et al., 1999; Wang
et al., 2006), wobei hier Trinh et al. (2003) PAX-6 die gewichtigere Rolle zuschreiben. PDX-1
kann uber CDX-2 die Glukagontranskription hemmend beeinflussen (Ritz-Laser et al., 2003).
Nach Escoffit et al. (2006) ist CDX-2 allerdings nicht in der Lage, Vorlauferzellen zur
endokrinen Differenzierung anzuregen.

Entgegen den Ergebnissen von Trinh et al. (1999) konnten wir CDX-2 nicht in den Inselzellen
nachweisen. Das Verteilungsmuster der CDX-2-positiven Zellen im exokrinen Pankreas
ahnelt dem von NGN3 (s.Kapitel 4.4.1). Nur im benignen, aber invasiven SPN-Fall war eine
mafige Reaktion flir CDX-2 zu finden. Hier scheint die morphologische Einzigartigkeit des
Falls einherzugehen mit einer immunhistochemischen Ausnahme und kénnte ein Méglichkeit

bieten, aggresives Verhalten der SPN anhand diese Markers vorherzusagen. Dagegen
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spricht die Negativitdt der als maligne eingestuften SPN fir CDX-2. Untersuchungen mit
einer grof3eren Fallzahl konnten im Weiteren dartber Aufschluss geben.

Da ansonsten CDX-2 nicht nachgewiesen werden konnte, im Kolonkarzinom-Kontrollgewebe
dagegen umso deutlicher ausgepragt war, ist eine intestinale Tumorgenese
unwahrscheinlich.

Dass unsere Reagenz in den glukagonproduzierenden a-Zellen wie auch im Tumor negativ
reagierte, ist andererseits kein ausreichend valider Hinweis auf eine Herkunft von SPN und

a-Zellen aus gemeinsamen Vorlaufern.

4.6 Zusammenschau der Immunhistochemie-Ergebnisse

4.6.1 Vor dem Hintergrund der endokrinen Organogenese

PDX-1, der friheste Marker einer Pankreasentwicklung, der sich auch noch in den
Inselzellen des Erwachsenen nachweisen lasst (Piper et al., 2004), findet sich nicht in der
SPN. Hierbei ist zu bedenken, dass PDX-1 zeitweilig auch in der normalen Pankreasgenese
nicht exprimiert wird (Melloul, 2004).

Das durch PDX-1 induzierte NGN3 (Kawasaki et al., 2008) dagegen lasst sich in 10,9% der
Falle nachweisen. Auf ISL-1, das neben diesem und NeuroD1 den wichtigsten Marker flr
eine endokrine Differenzierung darstellt (Best et al., 2008), zeigen die untersuchten SPN
ebenfalls keine Reaktion. Der geringe NGN3-Nachweis ware erklarbar dadurch, dass NGN3
lediglich die frihe Differenzierung kennzeichnet (Lyttle et al., 2008). Der durch NGN3
induzierte TF PAX-6 lasst sich wiederum in 19,8% der Falle nachweisen. Wenn eine positive
Reaktion vorliegt, dann auch im Grolfiteil der begutachteten Zellen (vgl. Abb. 4.2). So wird
eine Entwicklung in Richtung Alpha-Zelle (Best et al., 2008; Gosmain et al., 2007)
angedeutet, die durch die Gemeinsamkeit bezlglich der negativen CDX-2-Reaktion in Alpha-
Zellen und SPN allerdings keine zusatzliche Beweiskraft erhalt.

Dass ISL-1 nicht nachzuweisen ist, spricht gegen einen proendokrinen Ursprung der SPN.

In der Praxis wird ISL-1 aber eher als Marker endokrin ausdifferenzierter Tumoren verwendet
(Schmitt et al., 2008), was die Spezifitat dieses Markers flr unsere Zwecke sinken und einen

proendokrinen Ursprung wahrscheinlicher werden Iasst.
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Abb. 4.1 und 4.2 Zusammenschau der Verhaltnisse zwischen Farbungsintensitat und Anteil der
gefarbten Zellen im TMA-Schnitt in %
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In Tab. 4.1 sind die Progenitorzellmaker zusammengefasst, in Tab. 4.2 die (pro-)endokrinen Marker. Die Graphen
bezeichnen den Zusammenhang zwischen dem durchschnittlichen Anteil der gefarbten Zellen in den TMA-
Schnitten und der Intensitat der immunhistochemischen Farbreaktion.

4.6.2 Vor dem Hintergrund der Pankreasregeneration

Grundsatzlich ahnelt die Regeneration des Pankreas seiner Entwicklung (Watada, 2004).
Unter der Voraussetzung, dass Nestin-positive duktale Stammzellen als Reservoir flr
Inselzellregeneration dienen oder zumindest dabei eine Rolle spielen (Bonner-Weir et al.,
2008; Kim et al., 2007; Peters et al., 2005), kdnnte man behaupten, die Nestin-positive SPN
sei aus den gewebseigenen Stammzellen des Pankreas entstanden.

Wenn c-kit nicht nur als Proliferationsmarker, sondern als Marker endokriner Differenzierung
begriffen wird (Rachdi et al., 2001; Peters et al., 2005), weist auch hier das
immunhistochemische Ergebnis auf eine dementsprechende Tumorgenese hin. Besonders
die Tatsache, dass mit zunehmendem Anteil an positiven Zellen auch die Farbungsintensitat
zunimmt (vgl. Abb. 4.1), unterstitzt diese These unter der genannten Voraussetzung.
Allerdings fehlt die Ubereinstimmung zwischen dem immunhistochemischen Bild der SPN
und dem endokrin sich differenzierender Progenitorzellen: I1SL-1, NGN3, PAX-6 und

besonders PDX-1, die wahrend der Inselzellregeneration exprimiert werden sollen (Kritzik et
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al., 2000; Zaret et al. 2008), sind gar nicht oder nur in geringem MafR in der SPN

nachzuweisen.

Tabellen 4.3 Expression von immunhistochemischen Markern im Laufe der endokrinen Entwicklung

Stammzelle —» | propankreatische Zelle| —» | proendokrine Zelle
Nestin PDX-\ NGN-y
C-kit PAX-1
| R 0
NPDS SPN
Nestin Nestin
C-kit c-kit
PDX-\ PAX-1/NGNY
i |

Beta-Zellen Alpha-Zellen
PDX-\ PDX-\

ISL-\ ISL-\

Tab. 4.3 gibt unter Berlcksichtigung dieser Arbeit vorangegangener Studien zu den von uns verwendeten
Antikérpern eine Ubersicht der immunhistochemischen Bilder der verschiedenen Zellentwicklungsstufen des
endokrinen Pankreas und der SPN. NPDS: Nestin-postive duktale Stammzellen

Bei naherer Betrachtung der Ergebnisse fallt Folgendes auf:
1) Zwar waren insgesamt nur 19,8% der Falle positiv fir PAX-6, aber in diesen
Schnitten zeigten sich nahezu alle im Praparat sichtbaren SPN-Zellen positiv.
2) Mit zunehmender Farbungsintensitadt nahm die Menge der anteilig gefarbten Zellen
zu (vgl. Tabelle 4.2).
Hierin konnte ein Indiz fir das Entstehen aus bisher durch PAX-6-Expression an
Enddifferenzierung und Apoptose gehinderten (Lang et al., 2007) Pankreaszellen bestehen.
Diese Interpretation der Ergebnisse stellte eine Verbindung zu der urspringlich erwahnten
Herkunft aus gewebseigenen Stammzellen namens NPDS her (s. oben).
Die SPN kann sich darlber hinaus aus Progenitorzellen entwickelt haben, die noch nicht die
ISL-1/NGN3/PAX-6/PDX-1-positiven Stadien durchlaufen haben. Fir diese These sprache
der maligne SPN-Fall, in dem PDX-1, PAX-6 und NGN3 exprimiert wurden, c-kit und Nestin
dagegen nicht (vgl. Anhang).
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5. Zusammenfassung

Die solid-pseudopapillare Neoplasie des Pankreas ist eine sehr seltene Tumorerkrankung.
Vornehmlich sind Frauen jliingeren Altes betroffen. In den allermeisten Fallen verhalt sie sich
benigne und ist durch eine operative Entfernung des Tumors zu kurieren.

Bislang ist die Herkunft der Neoplasie unbekannt. lhre Morphologie ist vielgestaltig, das
immunhistochemisches Profil einzigartig und das Genom durch eine Mutation im -Catenin-
Gen charakterisiert. Derzeit wird eine Herkunft aus pankreatischen Vorlauferzellen diskutiert.
Diese Moglichkeit naher auszuleuchten war Ziel dieser Arbeit: Zunachst wurde die Reaktion
auf c-kit und Nestin, die sowohl als Stammzellmarker als auch zur Kennzeichnung
endokriner Differenzierung genutzt werden konnen, untersucht. Es folgten AK-Farbungen auf
die pro- bzw. endokrinen Marker PAX-6, PDX-1, NGN3 und ISL-1. Zum Ausschluss einer
enteroendokrinen Herkunft der SPN wurde das AK-Spektrum um CDX-2 erweitert.

Es wurden sowohl die Farbungsintensitat als auch der Anteil der gefarbten Zellen im
Praparat berticksichtigt und mit den Pankreaskontrollgeweben verglichen. Gleichzeitig sollte
ein moglicher Unterschied bei der Proteinexpression zwischen den Geschlechtern und
zwischen benignen und invasiven Tumoren untersucht werden.

Ergebnisse und Schlussfolgerungen: Die Stammzellmarker c-kit und Nestin konnten in der
Halfte der Falle der SPN nachgewiesen werden; bei steigendem Anteil an gefarbten Zellen
mit einhergehender starkerer Farbungsintensitat.

19,8% zeigten sich positiv fur den Inselzellmarker PAX-6 und 10,9% fir das transient in der
Pankreatogenese auftretende NGN3. Beide Proteine kennzeichneten in vorangegangenen
Studien ein Zellstadium, das den Weg zur endokrinen Pankreaszelle bereits eingeschlagen,
aber noch nicht vollendet hat. Die Reaktionen auf Antikérper gegen PDX-1, ISL-1 und CDX-
2 waren negativ, was die Annahme, die SPN entstamme entweder ausdifferenziertem
endokrinen Gewebe des Pankreas oder des Gastrointestinaltraktes, unwahrscheinlich
macht. Ein signifikanter Unterschied zwischen den Tumorentitdten oder den Geschlechtern
lie® sich nicht nachweisen, so dass die Entstehung des Tumors aus geschlechtsspezifisch-
ovariellen Zellen ebenfalls eher verneint werden kann.

Die immunhistochemischen Ahnlichkeiten (positive Reaktion auf c-kit und Nestin) der SPN
mit potentiellen pankreatischen Stamm- oder endokrinen Reservezellen (sogenannten
NPDS) und der Nachweis von Markern endokriner Differenzierung (PAX-6 und NGN3) legen
einen Ursprung aus Progenitorzellen nahe, kédnnen diesen letztlich aber nicht beweisen. Die
Entstehung dieser einmaligen Neoplasie muss weiterhin ratselhaft und damit Gegenstand

weiterer Untersuchungen bleiben.
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Anhang

7.1 Anhang

Tabelle 7.1 Klinische Daten und AK-Reaktionen

OP-

TMA  [Falinr.| Geschlecht| Alter | Dignitat| Gré3e | ckit [PDX-1| PAX6 |[Nestinf NGN3|ISL-1] CDX-2
| 1 /i Il Il Il 30

Il 2 w 44 b 10 |70 80

| 3 w 28 b 6 | 20

| 4

| 5 w 31 b 7

| 6 w 25 b 10 | 20

| 7 w 36 b 8

| 8 w 24 b 17 [ 20 20

| 9 w 21 b Il 30

| 10 w 32 b 4,7 [ 30 40

| 11 w 19 m 13

| 12 30

| 13 w 31 b 2,5

| 14 w 36 b 6 |50

IV 15 w 48 b 7

| 16 w 11 b Il 20
| 17 w 10 b Al 0 |

| 18 w 32 b 7 | 60 40

| 19 m 43 b 8 10 | 40
I 20 m 12 b 8

I 21 m 11 b 4

I 22 60

I 23 w 20 m Il 70 | 90 40
I 24 w 17 b 6 | 50 50

I 25 w 31 b /| 40 70

I 26 w 29 b 1,5

I 27 w 57 b 0,4

I 28 w 13 b 6

I 29 m 27 b 13

I 30 w 25 b 7 30

I 31 w 22 b Il

I 32 w 25 b 8

I 33 w 13 b /| 40 | 80 [HEN

I 34 w 13 b 8,5 | 70

I 35 w 35 b 9,5

I 36 m 43 b 38 IR

I 37 w 52 b 2 L [ T 1w T ] u
I 38 w 69 b 3 | 60 40

I 39 w 63 b 13| 50 5

I 40 w 53 b Il 20

I 41 w 34 [ binv. [ /|50 90 30
I 42 w 11 b n Lo Lo T o T un [ un | u
I 43 w 14 b 14 | 50

I 44 w 21 b /|90 90

I 45 w 52 b 2 | 20 20

I 46 w 25 b 8 40

I 47 w 14 b 8 40

11/111 48 w 27 b 7,5
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OP-
TMA  [Falinr.| Geschlecht| Alter |Dignitat| GroRe | ckit [PDX-1| PAX6 |Nestin| NGN3|ISL-1| CDX-2
11 49
11 50 I 35 b 1 I ! ! 1 I ! I
11 51 m 62 b 5 40
I 52 w 35 b 14 I I !l ! I I I
I 53 w 20 b 5 30 60 30 20
1] 54 m 14 b 1,7 50
I 55 w 13 b I 80 40
11 56 w 56 b 11 60
11 57 w 56 b 10
11 58 w 16 b 3 40 40
11 59 w 27 b 7 40 30
I 60 w 31 b /l 50 80
I 61 w 16 b 43 | 50 40
1] 62 w 32 b 7 80 60 50
I 63 w 36 b /l 20 80 50 50
11 64 w 13 b 1l 50 90 40 50
11 65 w 15 b !l 30 50
11 66 w 42 b 1 40
\Y 67 w 18 b 12,5 | 60 30
v 68 w 27 b 12,5 30
v 69 w 29 b /l 50
\Y; 70 w 19 b 12 50
\Y; 71 w 44 b /l 50
v 72 w 41 b 1l 60 80 60
v 73 m 71 b 7 50 70
[\ 74 w 26 b 5 90 60
\Y 75 w 53 b 25 Bl 60
v 76 w 46 b /l 30 60 60
\Y 77 w 30 b 11 50 30
Y 78 w 39 b 5 60 30
v 79 w 35 b 6 30 20
v 80 m 13 b 4 30
v 81 w 58 b 4 30
[\ 82 w 26 b 8,2 30
IV 83 w 17 b 7
v 84 w 18 b I 80 20
v 85 w 63 b /l
IVIV 86 w 47 b 3 70
Vv 87 w 44 b I 50 20
\Y 88 w 15 b 3 20 40
\Y 89 m 65 b !l 20 40
\Y 90 w 37 b I 50
V 91 w 19 b /l 60 30
V 92 w 29 b I 70 40 30
\ 93 m 15 b 9 30
Vv 94 m 40 b 4
Vv 95 w 27 b 7 60
Vv 96 w 23 b /l I !/ !/ !/ I/ !l I/
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OP-
TMA Pankreas | Alter |Dignitat| Grolke| ckit |PDX-1[ PAX6 [Nestin| NGN3|ISL-1{ CDX-2
-V EXOKRIN a) b) 8,3
-V ENDOKRIN 87,5 100 100
a) b) [20
33,3 17,5
30
Die erste Spalte bezeichnet das TMA, in das die Gewebeproben eingearbeitet sind, die zweite )
die Fallnummern im Archiv des Pathologischen Instituts der Universitdt Kiel. Die GroRe
entspricht dem in den Unterlagen zu findenden grofiten Diameter des Tumors. Die (+)

Farbfeldern und der Anteil der im Praparat gefarbten Zellen in Prozent als Zahl im Kasten.

Antikérperreaktion ist nach folgendem Muster angegeben: die Farbungsintensitat gemal den i"""i

Tabelle 7.2 Differentialanalyse der c-kit-Farbung

Total (-) (+) (++) | (+++) | Total positiv| % positiv
Geschlecht mannlich 12 8 3 0 1 4 33,3
weiblich 75 34 31 6 4 41 54,7
Dignitat benigne 84 40 34 5 5 44 52,4
benigne-invasiv] 1 0 0 1 0 1 100
maligne 2 2 0 0 0 0 0
Pankreas endokrin 8 8 0 0 0 0 0
exokrin 12 11 0 1 0 1 8,3
Tabelle 7.3 Differentialanalyse der Nestin-Farbung
Total (-) (+) (++) | (+++) | Total positiv| % positiv
Geschlecht mannlich 12 8 3 1 0 4 33,3
weiblich 75 33 33 9 0 42 56,2
Dignitat benigne 84 39 35 10 0 45 53,6
benigne-invasiv] 1 0 1 0 0 1 100
maligne 2 2 0 0 0 0 0
Pankreas endokrin 8 8 0 0 0 0 0
exokrin 12 12 0 0 0 0 0
Tabelle 7.4 Differentialanalyse der PAX 6-Farbung
Total (-) (+) (++) (+++) | Total positiv| % positiv
Geschlecht mannlich 12 10 2 0 0 2 16,7
weiblich 75 59 12 3 1 16 271
Dignitat benigne 84 67 14 2 1 17 20,2
benigne-invasiv] 1 1 0 0 0 0 0
maligne 2 1 0 1 0 1 50
Pankreas endokrin 8 0 0 0 8 8 100
exokrin 12 12 0 0 0 0 0
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Tabelle 7.5 Differentialanalyse der NGN 3-Farbung

Total (-) (+) (++) (+++) | Total positiv| % positiv
Geschlecht mannlich 12 11 1 0 0 1 8,3
weiblich 75 66 5 4 0 9 12
Dignitat benigne 84 75 5 4 0 9 10,7
benigne-invasiv] 1 1 0 0 0 0 0
maligne 2 1 1 0 0 1 50
Pankreas endokrin 8 7 0 1 0 1 12,5
exokrin 11 5 4 2 0 6 63,6
Tabelle 7.6 Differentialanalyse der PDX-1-Farbung
Total (-) (+) (++) | (+++) | Total positiv| % positiv
Geschlecht mannlich 12 12 0 0 0 0 0
weiblich 75 74 1 0 0 1 1,4
Dignitat benigne 84 84 0 0 0 0 0
benigne-invasiv] 1 1 0 0 0 1 0
maligne 2 1 1 0 0 1 50
Pankreas endokrin 4 0 0 0 4 4 100
exokrin 9 0 1 3 5 9 100
Tabelle 7.7 Differentialanalyse der ISL-1-Farbung
Total (-) (+) (++) | (+++) | Total positiv| % positiv
Geschlecht mannlich 12 12 0 0 0 0 0
weiblich 75 75 0 0 0 0 0
Dignitat benigne 84 84 0 0 0 0 0
benigne-invasiv] 1 1 0 0 0 0 0
maligne 2 2 0 0 0 0 0
Pankreas endokrin 8 0 0 0 8 8 100
exokrin 12 12 0 0 0 0 0
Tabelle 7.8 Differentialanalyse der CDX-2-Farbung
Total (-) (+) (++) | (+++) | Total positiv| % positiv
Geschlecht mannlich 12 12 0 0 0 0 0
weiblich 75 74 0 1 0 1 1,3
Dignitat benigne 84 84 0 0 0 0 0
benigne-invasiy| 1 0 0 1 0 1 100
maligne 2 2 0 0 0 0 0
Pankreas endokrin 8 8 0 0 0 0 0
exokrin 11 4 5 2 0 7 63,6




7.2 Bildmaterial

Abbildung 1 (400x) zeigt die baumkronen-/palisadenartige Anordnung c-kit-positiver Zellen rund um ein
Bindegewebs-septum mit schwacher Antikdrper-Reaktion im pseudopapilldren Teil der SPN.

Abbildung 2 (400x) gibt einen Eindruck Nestin-positiver Zellen in der SPN mit maRiger Farbungsintensitat und
dem typischen, der c-kit-Farbung &hnlichen Verteilungsmuster. Nebenbefundlich erkennt man die starke
Reaktion der Gefaflendothelien auf den Nestin-Antikorper.
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Abbildung 3 (200x) verdeutlicht zeierlei: Die linke Seite des Bildes zeigt reguldres Pankreasgewebe mit der
beschriebenen Anfarbbarkeit fir PDX-1: 87,5% aller endokrinen und ungefahr ein Drittel aller exokrinen Zellen
reagieren. Im Vergleich dazu auf der rechten Bildhalfte die hier solide SPN, deren Farbreaktion in vorangehenden
Studien als positiv, bei uns als Hintergrundfarbung gewertet wurde.

X1 tﬁ,

AN Tt 5

T “ .k ./

Abbildung 4 (400x) gibt ein weiteres Beispiel fiir die vielgestaltige Morphologie der SPN und die in nur 19,8% der
Falle aber dann fast alle Zellen des Praparats betreffende starke PAX-6-Farbung.
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