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1. Einleitung
1.1 Das Zytoskelett

Das Zytoskelett eukaryotischer Zellen ist eine komplizierte und vielseitige
Struktur, die drei hauptsachliche Funktionen erfullt: die rdaumliche Organisation
des Zellinhalts, die physische und biochemische Verbindung der Zelle zur
aulReren Umgebung und die Erzeugung koordinierter Krafte zur Bewegung und
Formveranderung der Zelle. Durch die Etablierung einer Ordnung im
Zytoplasma verhilft es der Ansammlung von allerlei Molekilen zu Organisation
und Lebensfahigkeit (Hohmann & Dehghani, 2019). Das Wort ,Skelett* impliziert
falschlicherweise eine feste Struktur mit isolierter Funktion (Fletcher & Mullins,
2010). Es handelt sich dabei vielmehr um eine dynamische und
anpassungsfahige Struktur aus Polymeren und regulatorischen Proteinen, die
sich in standigem Wandel befindet. Es gibt drei Haupttypen von
Zytoskelettpolymeren: Aktinfilamente, Mikrotubuli und eine Gruppe von
Polymeren die zusammen als Intermediarfilamente (IF) bezeichnet werden
(Abb. 1, 2). Deren wichtigste Unterschiede liegen in ihrer mechanischen
Steifigkeit, der Dynamik ihres Zusammenbaus, ihrer Polaritat und der Art der
molekularen Motoren, mit denen sie assoziiert sind (Fletcher & Mullins, 2010).
Zusammen bilden Sie ein hochgradig strukturiertes und dynamisches Netzwerk,
das auf externe und interne Signale schnell mit Reorganisation reagieren kann
(Hohmann & Dehghani, 2019).
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Abb. 1: Zytoskelettkomponenten. Abb. 2:Intrazelluldre Anordnung der Zytoskelett-
(aus: Miiller-Esterl, 2018, S. 466) komponenten. (aus: Medi-Learn Skript Biologie 1, Abb.13)



1.2 Intermediarfilamente

Im Gegensatz zu Mikrotubuli und Aktinflamenten sind IF apolar und kdnnen
keine gerichtete Bewegung von Molekilmotoren unterstitzen (Fletcher &
Mullins, 2010). Die organisierten Filamente haben einen Durchmesser von ca.
10nm. Dieser Tatsache verdanken sie ihren Namen, der sich auf ihre
intermediare Rolle zwischen den dinnen Aktinfilamenten (6nm) und dicken
Myosinfilamenten (23nm) bezieht (Fuchs & Weber, 1994). Sie sind au3erdem
die am wenigsten steifen Zytoskelettpolymere und sind Zugkraften gegenuber
widerstandsfahiger als Druckkraften gegenuber. Da sie insgesamt also eine
widerstandsfahigere Komponente des Zytoskeletts darstellen, bauen viele
Zelltypen IF als Reaktion auf mechanische Belastungen auf (Robert et al., 2016;
Wagner et al., 2007). Durch Plectine kdnnen sie sowohl untereinander als auch
mit Aktinfilamenten und Mikrotubuli vernetzt werden (Wiche, 1998). Durch mehr
als 70 Gene kodiert, bilden die IF-bildenden Proteine eine grol3e Proteinklasse
(Qin et al., 2010). Die monomeren Proteinkomponenten werden nach ihrer
Struktur und Sequenzhomologie in sechs Klassen unterteilt, die in teils
bestimmten Kombinationen zelltypspezifisch konstant exprimiert werden
(Tabelle 1) (Coulombe et al., 2001).

Klasse | Typ Anzahl | Grolke | Zelltyp
Gene | (kDa)
I Saure Keratine 28 40-70 | Epithelzellen
! Basische Keratine 26 40-70 | Epithelzellen
[l Vimentinahnliche Proteine
Saures fibrillares 1 51 Gliazellen
Gliaprotein
Desmin 1 53 Muskelzellen
Vimentin 1 54 Fibroblasten, Endothelzellen,
Leukozyten
Peripherin 1 57 Peiphere und zentrale
Neuronen
\ Neurofilamentproteine 5 66-240 | Axone
\% Kernlamine A-C 3 60-75 | Kernlamina
VI Nestin 1 240 | Neuronale Vorlaufer- und
Stammzellen

Tabelle 1: Klassifizierung der Intermediéarfilamente. Adaptiert aus: (Bernal & Arranz, 2018; Miiller-Esterl,
2018, S. 469)



IF haben allesamt eine ahnliche Monomerstruktur aus einer hoch konservierten,
ca. 45nm langen zentralen a-Helix, die von variablen, nicht a-helikalen N- und
C-terminalen ,Kopf“- und ,Schwanz“-Domanen flankiert wird (Fuchs & Weber,
1994; Herrmann & Aebi, 2004). Jeweils zwei solcher Monomere verbinden sich
parallel gewunden zu sogenannten ,Coiled-coil-Dimeren®, die als Grundbaustein
der IF gelten (Herrmann et al., 2007; Smith et al., 2002). Durch antiparallele
Assoziation bilden diese Dimere Tetramere mit Uberstehenden Enden, die linear
zu Protofilamenten aggregieren. Die laterale Assoziation acht solcher
Protofilamente bildet schliellich ein IF (Sokolova et al., 2006; Suo et al., 1993).
Dieses wird daraufhin weiter verdichtet, wobei der Filamentdurchmesser auf
seine endgultige GroRe von ca. 10nm sinkt (Abb. 3) (Herrmann et al., 1999;
Strelkov et al., 2003).
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Abb. 3: Polymerisation der Intermediérfilamente.
Am Beispiel von Keratin. (aus: Yoon & Leube, 2019)

Innerhalb der Zelle bilden zytoplasmatische IF ein dichtes Geflecht, das sich
hauptsachlich im perinuklearen Raum befindet, aber auch den Kortex erreicht,
wo IF mit Desmosomen und Hemidesmosomen interagieren, um die Zell- und
Gewebeadhasion aufrechtzuerhalten (Chang & Goldman, 2004; Jones et al.,
2017). Funktionell  sind IF entscheidend  fur  biomechanische
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Schlusselfunktionen wie Zellmigration, Zellteilung und Mechanotransduktion
(Fudge et al., 2008; Wang et al., 1993). Sie werden auch als ,Sicherheitsgurtel
der Zelle® bezeichnet, die eine UuUbermaRige Dehnung verhindern (van
Bodegraven & Etienne-Manneville, 2021).

IF Proteine werden hochgradig zelltypspezifisch exprimiert, darin reprasentieren

Keratine die typische IF Kategorie der epithelialen Zellen (Moll et al., 2008).

1.3 Keratine

Keratine sind die IF der epithelialen Zellen und stellen aufgrund ihrer hohen
molekularen Diversitat eine aulergewdhnliche Subgruppe dar (Moll et al.,
2008). Eine erste, 1982 von Moll et al. verfasste Nomenklatur ist aufgrund der
seitdem erfolgten systematischen Sequenzierung des humanen Genoms und
der damit einhergegangenen ldentifizierung weiterer Keratin-kodierender Gene
uberholt und durch die 2006 von Schweizer et al. veroffentlichte ,Neue
Konsensus Nomenklatur® abgelost worden. Eingeteilt werden die Keratine darin
nach absteigendem Molekulargewicht und isoelektrischem Punkt. (Moll, Franke,
et al., 1982; Schweizer et al., 2006). Heute sind bei Menschen 54 funktionelle
Keratin-Gene bekannt und bilden damit den grof3ten Anteil der IF (Kim &
Coulombe, 2007). Sie unterteilen sich in 28 Gene der Typ-I (saure) und 26 Gene
der Typ-Il (basische) Keratine, die in zwei Clustern, bestehend aus jeweils 27
Genen, auf den Chromosomen 17921.2 und 12q13.13 zu finden sind. Das Typ-
| Keratin 18 findet sich als Ausnahme in der Typ-lIl Gendomane (Hesse et al.,
2004). Die Keratine lassen sich in epitheliale Keratingene, Haarkeratingene und
Keratin Pseudogene unterteilen. Zu den Typ-l Keratinen gehoren K9-10,12-
28,31-40 (davon 17 epithelial, 11 Haar), zu den Typ-Il Keratinen gehéren K1-
8,71-86 (davon 20 epithelial, 6 Haar) (Schweizer et al., 2006). Um die
intrazytoplasmatischen Keratine von den spezialisierten Haare und Nagel
bildenden Keratinen zu unterscheiden, werden sie als Cytokeratine (CK)
bezeichnet (de Moura Castro Jacques et al., 2003). Funktionell kbnnen Keratine
dann in drei Subgruppen unterteilt werden, dies sind die Cytokeratine
einschichtiger Epithelien, die der mehrschichtigen Epithelien und die
strukturellen Keratine von Haaren und Nageln (Haines & Lane, 2012).



Der fur IF typische Aufbau setzt sich zusammen aus einer 310 Aminosauren
langen zentralen Stabdomane in a-helikaler Konformation, flankiert durch die
nicht a-helikalen, variabel langen N- und C- terminalen Kopf- und Schwanz-
Doméanen (Parry et al., 2007; Steinert et al., 1984). Ein Alleinstellungsmerkmal
ist die darauffolgende, obligate Bildung von Heterodimeren durch parallele
Assoziation von Typ-l und Typ-Il Keratinpolypeptiden zu einer doppelstrangigen
Coiled-Coil. Die aus antiparalleler, Uberlappender Zusammenlagerung dieser
Heterodimere resultierenden Tetramere polymerisieren zu langeren Ketten und

bilden den Grundbaustein der Keratinfilamente (Lu & Lane, 1990).

Die wichtigste Funktion der Keratine liegt in der Wahrung mechanischer
Stabilitdt und Widerstandsfahigkeit der Epithelzellen gegen Stress (Hesse et al.,
2004). Sie bilden ein Netzwerk durch das gesamte Zytoplasma, umspannen den
Zellkern und erreichen an den Innenseiten der Zellmembran die Desmosomen
und Hemidesmosomen (Abb. 4, 5). Diese Plaques bilden die Zell-Zell-
Adhasionskomplexe und helfen beispielsweise, mechanische Krafte auf
benachbarte Zellen zu Ubertragen (Jones & Green, 1991; Meng et al., 1998).
Das Zytoskelett wird physisch an der Zellmembran verankert, indem die
Kopfdoméanen der Keratinflamente Uber Desmoplakin (DSP) an die
Desmosomen inserieren, die wiederum uber Cadherinmolekulle wie Plakoglobin
(PG) Zell-Zellkontakte herstellen. Analog inserieren sie Uber Plectin an
Hemidesmosomen, wodurch die Verbindung zur extrazellularen Matrix
geschaffen wird. (Acehan et al., 2008; Bornslaeger et al., 1996; Kouklis et al.,
1994; Rezniczek et al., 1998). Dieser Prozess suggeriert, dass Keratine neben
der Stabilitat der einzelnen Epithelzellen auch die Integritat der Zellverbandes
wahren (Hanakawa et al., 2002; Waschke, 2008). Mutationen resultieren daher
in einer breiten Reihe von Gewebefragilitdts-Syndromen (Herrmann et al.,
2003).
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Abb. 4: Desmosomen. (aus: Yoon & Leube, 2019) Abb. 5: Hemidesmosomen. (aus: Yoon

& Leube, 2019)

Uber diese Rolle als statische Skelettstrukturen hinaus wurde gezeigt, dass
Keratine auch hochdynamische Funktionen innehaben. Dazu gehoren der
Schutz der Zelle vor Apoptose, die Regulation der Proteinbiosynthese und der
Zellgrole bspw. wahrend der Wundheilung, sowie eine Rolle in der
Epithelpolaritat und dem Membranverkehr (Caulin et al., 2000; Kim et al., 2006;
Ku et al., 2003; Oriolo et al., 2007). Auch eine Rolle in der Interkommunikation
zwischen Zellen wird vermutet (Ishida-Yamamoto et al., 2002; Oshima, 2002).
Dass gewebespezifisch funktionelle Unterschiede vorliegen, lasst sich anhand
der unterschiedlichen Expressionsmuster nachvollziehen und wird vermutlich

durch gezielte Regulierung der Gentranskription erreicht (Magin et al., 2007).

Neben ihren biologischen Funktionen sind die Expressionsmuster der Keratine
auch charakteristisch fur verschiedene Stadien der zellularen Differenzierung.
Im Laufe einer malignen Transformation verlieren epitheliale Tumoren und deren
Metastasen das Keratin-Expressionsmuster ihres Ursprungsgewebes/Zelltyps
in der Regel nicht. Diese wichtige Eigenschaft findet unter Zuhilfenahme
spezifischer  Antikdrper in  der immunhistochemischen Zell- und
Tumortypisierung Anwendung, wenn klinische Daten und konventionelle
Histopathologie nicht ausreichen. Die Auswertung der Keratinprofile ist
besonders hilfreich im Falle schlecht differenzierter Histologie, der Ausbreitung
von Karzinomen Uber mehrere Organe und vor allem Metastasen eines

unbekannten Primartumors. Die Kombination einer groRen Anzahl an Genen
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und der fur Zelltyp und Differenzierungsstatus charakteristischen
Expressionsmuster hat die Keratine zu einem der bedeutendsten
Epitheldifferenzierungs- und Tumormarker werden lassen. (Moll et al., 2008).
Der sorgfaltig ausgewahlte Einsatz von diagnostisch relevanten Keratin-
Antikorpern — gegebenenfalls als Teil eines Panels zusammen mit anderen
Tumortyp-Markern — ist in der modernen klinischen Pathologie zum
diagnostischen Standard geworden. Seit 1980 wurden viele Arbeiten zu den
Anwendungsmoglichkeiten der Keratine als Tumormarker veroffentlicht.
Allerdings haben bisher von den 54 bekannten humanen Keratinen nur wenige
tatsachliche diagnostische Bedeutung erlangt (Chu & Weiss, 2002; Dabbs,
2006; Lane & Alexander, 1990; Moll, 1998; Nagle, 1994; Schaafsma &
Ramaekers, 1994).

1.4 Cytokeratin 13

Cytokeratin 13 (CK13) gehért zu den sauren Typ-lI Keratinen und wird auf
Chromosom 17921.2 kodiert (Romano et al., 1992; Schweizer et al., 2006;
Waseem et al., 1998). Es liegt entsprechend der Heterodimer-Konformation in
der Regel gepaart mit dem basischen Typ-Il Keratin 4 vor (Moll et al., 2008). Es
wird davon ausgegangen, dass diese Dimerisierung von CK4 und CK13 beim
Ubergang von der Parabasalschicht zur Stachelzellschicht stattfindet
(Takashima et al., 2012). Die Kombination CK13/4 zeigt in den inneren nicht-
verhornenden, mehrschichtigen Plattenepithelien die mukosale
Keratinozytendifferenzierung an (Cooper et al., 1985; Moll, Franke, et al., 1982).
Zu den anderen Keratinen, die in mehrschichtigen nicht-verhornenden
Plattenepithelien anzutreffend sind, gehéren CK6/16 und seltenerweise CK1/10
im suprabasalen Kompartiment, sowie CK5/14, CK15 in der Basalzellschicht.
Neben Plattenepithelien wird CK13 auch gemeinsam mit anderen Keratinen
Uberwiegend in Urothel exprimiert, dazu gehdren CK8/18, CK7/19, CK5/14,
CK17 und CK10. Letzteres findet sich in den von CK13 ausgesparten
Deckzellen (umbrella cells) (Moll et al., 2008).
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1.4.1 CK13 in Normalgeweben

CK13 ist das charakteristische saure Keratin der suprabasalen Schichten von
nicht-keratinisierenden, mehrschichtigen Plattenepithelien, wo es zusammen
mit seinem komplementaren Partner CK4 exprimiert wird (Moll et al., 2008). In
immunhistochemischen Untersuchungen mit spezifischen Antikdrpern wurde
gezeigt, dass CK13 im gesamten suprabasalen Kompartiment nicht-
verhornender mehrschichtiger Plattenepithelien vorhanden ist, wohingegen das
basale Kompartiment vor allem die Kombination aus CK5/14 exprimiert (Moll et
al., 1988; van Muijen et al., 1986). Zu den Organen mit CK13 Expression in
suprabasalen  Schichten  von  nicht-verhornendem  mehrschichtigem
Plattenepithel gehéren Mundhdohle, Tonsillen, Larynx, Osophagus, Analkanal,
Zervix uteri und Vagina (ltakura et al., 1996; Malecha & Miettinen, 1991; Moll,
Franke, et al., 1982; van Bommel et al., 1994; van Muijen et al., 1986). Es gilt
hervorzuheben, dass CK13 in der Epidermis und den adnexalen Strukturen
komplett fehlt (Moll et al., 2008; Moll, Franke, et al., 1982; van Muijen et al.,
1986). Dabei liegt eine Besonderheit darin, dass eine vorlbergehende
Expression in sich bildenden Keratinozyten der fetalen Epidermis nachweisbar
ist, in den Keratinozyten der reifen Epidermis aber fehlt (Moll, Moll, et al., 1982;
Sun et al., 1985; Van Muijen et al., 1987) . Ein Nachweis von CK13 ohne CK4
konnte auch in der regenerierenden Epidermis erbracht werden und konnte
somit generell fur Unreife der Epidermis charakteristisch sein (Kallioinen et al.,
1995). Ausnahmen mit kontinuierlicher Expression bilden die Vorhaut des Penis
und die Analepidermis (Kuruc et al., 1989).

Neben Plattenepithel ist auch die Expression in Zellen des Urothels von
Nierenbecken, Harnleiter und Harnblase charakteristisch (Achtstatter et al.,
1985). Im Gegensatz zu Plattenepithel macht CK13 hier den Hauptbestandteil
der Basal- und Intermediarzellen aus und fehlt lediglich in den oberflachlichen
Deckzellen (umbrella cells) (Moll et al., 2008). Interessanterweise zeigt sich im
Verlauf der urothelialen Differenzierung ein Wechsel von einem KRT13
niedrigen/KRT14 hohen zu einem KRT13 hohen/KRT14 niedrigem Phanotyp
(Southgate et al., 2007).
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Jungst wurde eine CK13 Anreicherung in Tubulus-initiierenden Zellen (TIC) der
Prostata nachgewiesen, die im Ubrigen Gewebe kein CK13 aufweist (Liu et al.,
2016). Desweiteren wurde CK13 Reaktivitat im Schmelzorgan der Zahne und
der an der Zahnentwicklung beteiligten Zahnleiste nachgewiesen, und mit der
Nahe zu oralem Oberflachenepithel begriindet (Crivelini et al., 2003; Domingues
et al., 2000). Die CK13 Expression in den Epithelien der Konjunktiva und Limbus
corneae des Auges, ergo der nicht-kornealen Epithelien gilt als erwiesen und ist
natzlich in der Diagnose limbaler Stammzellinsuffizienz (LSCD) (Ramirez-
Miranda et al., 2011).

1.4.2 Allgemeine Pathologie

Es wurde nachgewiesen, dass Mutationen in den Helix-Initiations- oder
Terminationsmotiven (HIM  bzw. HTM) den sogenannten weil3en
Schwammnavus verursachen (Lane & McLean, 2004). Es handelt sich hierbei
um eine seltene, autosomal-dominant vererbte Schleimhauterkrankung mit
pathologischer  Veradnderung der nicht-verhornenden  Plattenepithel-
Differenzierung, deren klinische Manifestation die Gewebeverteilung der
Keratine anschaulich darstellt. Das klinische Bild prasentiert sich als bilaterale,
weilde, dicke, weiche Plaques der oralen Mukosa, vor allem im Bereich der
Wangenschleimhaut. In seltenen Fallen konnten auch Nachweise in der Nase,
Osophagus, Genitalien und Rektum erbracht werden. Histologisch zeigt sich ein
verdicktes, schwammartiges Epithel mit hydropischer Schwellung der
suprabasalen Epithelzellen. Ursachlich sind 5 Punktmutationen des CK13 Gens
im  Bereich der hoch-konservierten zentralen Stabdomane, die
ausschlaggebend fir die Stabilitat des Geflges ist. (Jorgenson & Levin, 1981;
Moll et al., 2008; Richard et al., 1995; Rugg et al., 1999; Shibuya et al., 2003;
Terrinoni et al., 2001)

1.4.3 CK13 in Tumoren

CK13-Antikorper farben neben den genannten Normalgeweben i.d.R. auch aus
diesen hervorgegangene Tumorgewebe. In Plattenepithelkarzinomen (PeCa)
verschiedener, physiologischerweise CK13 exprimierender Organe scheint sich
das Expressionsmuster entgegen einer auf Normalgewebeexpression
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basierenden Erwartung in die zwei folgenden Kategorien einteilen zu lassen.
Solche mit einer Herabregulation der Expression bis hin zu nur fokalem
Auftreten, und dem gegenuber solche mit komplettem Verlust der Expression,
letztere Kategorie mit entschieden seltenerem Vorkommen (Malecha &
Miettinen, 1991; Vaidya et al., 1989).

Die bezuglich ihres CK13 Expressionsverhaltens wohl am umfangreichsten
untersuchte Entitdt ist die der oralen Plattenepithelkarzinome. Der
immunhistochemisch vielfach festgestellte Verlust der CK13 Expression in Dys-
und Neoplasien konnte in neueren Studien auch auf genetischer Ebene bestatigt
werden. So wurde eine Herabregulierung des CK13 Gens in oralen PeCa mittels
RT-PCR festgestellt (Hartanto et al., 2015; Ida-Yonemochi et al., 2012;
Lallemant et al., 2009). Ein Verlust der Expression von CK4/13 ist demnach
essenziell fur eine genaue Einstufung und das wichtigste Merkmal oraler epithelialer
Dysplasien und oraler PeCa (Sakamoto et al., 2011). Der Expressionsverlust geht
dabei kontinuierlich mit zunehmender Schwere der epithelialen Dysplasie einher
(Farrukh et al., 2015; Ohkura et al., 2005; Schaaij-Visser et al., 2010). Mit dem
CK13 Verlust geht eine erhohte CK17 Expression einher, was neben
immunhistochemischen Analysen auch auf mRNA-Ebene bestatigt werden
konnte (Kitamura et al., 2012; Mikami et al., 2011; Whipple et al., 2004). Daher
wurde die Relation von CK13/17 als Marker fir die Diagnose pramaligner
Lasionen mit hohem Transformationspotenzial empfohlen (Kitamura et al.,
2012). Ein Panel-Ansatz bestehend aus den immunhistochemischen Profilen fur
CK13,17,19 und Ki-67 konnte fur die Auswertung der zellularen Differenzierung
dienen und somit als objektives Hilfsmittel in der Unterscheidung zwischen
Karzinomata in situ (CIS) und Dysplasien von Nutzen sein (Mikami et al., 2011).
In Plattenepithelkarzinomen des Kopf- und Halsbereichs wurde CK13 aufgrund
seines Verlusts in Tumorgewebe gegenuber Normalgewebe bereits als
Biomarker fiir die Diagnose der Erkrankung und die Uberwachung von deren
Fortschreiten vorgeschlagen (Baker et al., 2005). Dem gegenuber wird CK17 in
Normalgewebe des Kopf- und Halsbereichs nicht exprimiert, dafar, wie auch in
oralen Lasionen, deutlich in dysplastischem Epithel (Xu et al., 2018). Ein Muster
von CK13(-)/CK17(+) wurde daher auch hier als Biomarker fur die Diagnose

pramaligner Lasionen mit hohem Transformationspotenzial empfohlen
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(Kitamura et al., 2012). Analog zu der Situation in Plattenepithelkarzinomen des
Kopf- und Hals-Bereichs und der Mundhdhle wurden auch in PeCa der Zervix
uteri ein Verlust der CK13 und Anstieg der CK17 Expression als Biomarker fir
eine maligne Transformation prainvasiver Stadien vorgeschlagen. Auch der
Verlust der Expression von CK10 und 13 konnte als Marker fur Malignitat in
Frage kommen (Carrilho et al., 2004). In zwei frGhen Studien fehlte CK13 in
Plattenepithelkarzinomen der Haut (Kuruc et al., 1989; Moll, 1998). Die
Tauglichkeit von CK13 als Marker plattenepithelialer Herkunft wurde bereits
infrage gestellt durch den Nachweis der CK13 Expression in Adenokarzinomen
des Osophagus, der Kardia, des Magenantrums oder der Zervix uteri (Nair et
al., 1997; Raspollini et al., 2007; Taniére et al., 2001).

Auch in Urothelkarzinomen soll die CK13 Expression in Ubereinstimmung mit
dem Normalgewebe meistens zumindest fokal erhalten bleiben. Sowohl in nicht
invasiven als auch invasiven Urothelkarzinomen wurde das gesamte typische
Keratin-Expressionsmuster, das neben CK13 auch CK5, 7, 8, 17, 18, 19, 20
inkludiert, als relativ gut konserviert beschrieben (Moll, 1998; Southgate et al.,
1999). Die geringere CK13 Expression in Karzinomen als in entsprechenden
Normalgeweben wurde als potenzieller Indikator fur epithelial-mesenchymale
Transition (EMT), also eine Dedifferenzierung epithelialer Tumorzellen in einen
mesenchymalen Phanotyp, und eine damit einhergehende erhdhte Zellplastizitat
vorgeschlagen. Eine EMT begunstigt die Infiltration in umliegendes Gewebe und die
Metastasierung von Tumorzellen (Dave et al., 2012; De Craene & Berx, 2013; van
der Horst et al., 2012; Worst et al., 2014). Gemeinsam mit einer verringerten
Expression von IL1RN wurde der CK13 Verlust als haufiges Merkmal von
Urothelkarzinomen der Harnblase und Indikator einer aggressiven Erkrankung
eingestuft (Worst et al., 2014). Auch andere Studien fanden einen teilweisen
oder vollstandigen Verlust der CK13 Expression in fortgeschrittenen Stadien
bzw. G3 Urothelkarzinomen vor (Celis et al., 1996; Moll et al., 1988; Moll et al.,
2008; Schaafsma et al., 1990; Southgate et al., 1999).

Die Prostata ist eines der Organe, in deren Gewebe physiologischerweise keine
CK13 Expression bekannt ist. Laut Li et al. scheint eine de novo Expression von
CK13 die Bildung von Knochen- und Hirnmetastasen von Prostatakarzinomen
Uber einen unbestimmten, RANKL-unabhangigen Mechanismus zu férdern (Q.
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Li et al., 2016). Eine andere Studie fand, dass CK13 in benignen Tubuli-
initierenden Stammzellen (TIC) angereichert ist. Eine CK13 Expression wurde
auch hier mit einer erhohten Aggressivitat der Karzinome in Verbindung
gebracht und stellt daher einen wichtigen Biomarker fur ungunstige Prognosen
dar (Liu et al., 2016). Jungst wurde CK13 auch mit dem Fortschreiten und der
Metastasierung von Mammakarzinomen in Verbindung gebracht. Es konnte in
vitro gezeigt werden, dass eine CK13 Uberexpression zu einer erhdhten
Proliferation, Migration und Invasion von Mammakarzinomzellen fuhrte, sowie
zu Tumorbildung und Metastasierung in vivo, wahrend eine Unterdrickung von
CK13 diese Auswirkungen abschwéachte (Yin et al., 2022). Obwohl v.a. CK19
routinemaflig fur die Differenzierung von Cholangiokarzinomen und
hepatozellularen Karzinomen verwendet wird, wurde auch CK13 als Marker fur
diese Anwendung vorgeschlagen (Lee et al., 2003; Maeda et al., 1996). In
Magenkarzinomen unterschiedlichen Typs, sowie Adenokarzinomen von Kolon,
Gallenblase und Pankreas wurde CK13 ebenfalls nachgewiesen (Kim et al.,
2004; Lee et al., 2003). Ein CK13 Nachweis findet sich auch in den von
zahnschmelzbildenden Zellen ausgehenden Ameloblastomen,
ameloblastischen Fibromen sowie kalzifizierenden epithelialen odontogenen
Tumoren (Crivelini et al., 2003). Weitere CK13 Nachweise erfolgten in
Merkelzellkarzinomen, Mucoepidermoidkarzinomen, Thymomen und nicht
kleinzelligen Lungenkarzinomen (Azevedo et al., 2008; Cohen et al., 1997; Fukai
et al., 1993; Inoue et al., 1997). Bezuglich der Haufigkeit der CK13 Positivitat
bestehen fur viele Tumorarten sehr diskrepante Literaturdaten. Dies geht v.a.
aus der Zusammenstellung der bisherigen Studiendaten in Abb. 6 hervor.
Ursachen fur diese diskrepanten Befunde durften unterschiedliche Antikorper,
Farbeprotokolle und Kriterien fur eine Positivitat darstellen.
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Abb. 6: Darstellung der bisherigen Studienergebnisse zur CK13-Immunhistochemie. Entitidten
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Abb. 6 Fortsetzung: Darstellung der bisherigen Studienergebnisse zur CK13-Immunhistochemie.
Entitéten sortiert nach Mittelwert der Positivitatsrate. Ca: Karzinom, PeCa: Plattenepithelkarzinom, NST:

no special type
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Literaturverweise zu den Daten aus Abb. 6:

Adenomatoider odontogener Tumor: (Crivelini et al., 2003; Leon et al., 2005)
Ameloblastisches Fibrom: (Crivelini et al., 2003)

Ameloblastom: (Crivelini et al., 2003; Kishino et al., 2007; Malecha & Miettinen, 1991; Pal et
al., 2013)

Analkanal Plattenepithelkarzinom: (Lee et al., 2003)

Anaplastisches Schilddrisenkarzinom: (Miettinen & Franssila, 2000)

Angiosarkom: (Agaimy et al., 2012)
Apokriner kutaner Mischtumor: (Yamamoto & Yasuda, 1999)

Appendix Adenokarzinom: (Lee et al., 2003)

Basalzellkarzinom: (Schirren et al., 1997)

Brenner Tumor: (Riedel et al., 2001)

Cholangiokarzinom: (Lee et al., 2003)

Dinndarm AdenoCa: (Lee et al., 2003)

Endometriumkarzinom endometrioid: (Malecha & Miettinen, 1991)

Epithelial-myoepitheliales Karzinom: (de Araujo et al., 2000)

Gallenblase AdenoCa: (Lee et al., 2003)

Haut Plattenepithelkarzinom: (Hudson et al., 2010; Suo et al., 1993; van Dorst et al., 1998)
Hepatozellulares Karzinom: (Lee et al., 2003)

Invasives Mammakarzinom (NST): (Malecha & Miettinen, 1991; van Dorst et al., 1998; Yin et
al., 2022)

Kalzifizierender epithelialer odontogener Tumor: (Crivelini et al., 2003)

Kolon Adenokarzinom: (Lee et al., 2003; Madoz-Gurpide et al., 2007; van Dorst et al., 1998)
Larynx Plattenepithelkarzinom: (Malecha & Miettinen, 1991; Suo et al., 1993; Ueno et al.,
2003; van der Velden et al., 1997; van Dorst et al., 1998)

Leimyosarkom: (Miettinen, 1991)

Lunge Adenokarzinom: (Malecha & Miettinen, 1991; van Dorst et al., 1998)

Lunge kleinzelliges Karzinom: (Malecha & Miettinen, 1991; Sarbia et al., 1997)

Lunge Plattenepithelkarzinom: (Fukai et al., 1995; Malecha & Miettinen, 1991; Suo et al.,
1993; van Dorst et al., 1998)
Magen Adenokarzinom, diffuser Typ: (Kim et al., 2004)

Magen Adenokarzinom, intestinaler Typ: (Kim et al., 2004)

Magen Adenokarzinom, gemischter Typ: (Kim et al., 2004)

Magen Adenokarzinom (NST): (Lee et al., 2003; Taniére et al., 2001; van Dorst et al., 1998)
Merkelzellkarzinom: (Inoue et al., 1997)

Mesotheliom: (Malecha & Miettinen, 1991)

Mukoepidermoidkarzinom: (Azevedo et al., 2008; Daltoe et al., 2015; de Araujo et al., 2000;
do Prado et al., 2007; Pires et al., 2004)

Mundhoéhle PeCa: (Adami et al., 2017; Al-Eryani et al., 2016; Bloor et al., 2001; Farrukh et al.,
2015; Garcia et al., 2016; Hasegawa et al., 2017; Ibrahim, Bertelsen, et al., 1998; Kobayashi
et al., 2010; Malecha & Miettinen, 1991; Mikami et al., 2011; Romafiach et al., 2010; Suo et
al., 1993; Ueno et al., 2003; van Dorst et al., 1998)
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Literaturverweise zu den Daten aus Abb. 6:

Myoepitheliom: (de Araujo et al., 2000)

Nierenzellkarzinom: (Leuschner et al., 1991; Malecha & Miettinen, 1991; van Dorst et al.,
1998)

Odontom: (Crivelini et al., 2003)

Onkozytisches Speicheldriisenkarzinom: (Muramatsu et al., 2003)

Osophagus Adenokarzinom: (Taniére et al., 2001; van Dorst et al., 1998)

Osophagus kleinzelliges Karzinom: (Lu et al., 2010)

Osophagus Plattenepithelkarzinom: (Glickman et al., 2001; Lam et al., 1995; Lu et al., 2010;
Malecha & Miettinen, 1991; Sarbia et al., 1997; Suo et al., 1993; van Dorst et al., 1998)
Ovarialkarzinom endometrioid: (Riedel et al., 2001)

Ovarialkarzinom muzindés: (Riedel et al., 2001)

Ovarialkarzinom serds: (Malecha & Miettinen, 1991; Riedel et al., 2001)

Pankreas Adenokarzinom: (Lee et al., 2003; Malecha & Miettinen, 1991; Schissler et al.,
1992; van Dorst et al., 1998)

Pankreas adenosquaméses Karzinom: (Malecha & Miettinen, 1991)

Pankreatoblastom: (Nishimata et al., 2005)

Pharynx Plattenepithelkarzinom: (Klijanienko et al., 1989; Murakami & Saito, 1990; Ueno et
al., 2003)

Pleomorphes Adenom: (de Araujo et al., 2000)

Primitiver neuroektodermaler Tumor: (Grieshammer et al., 1991)
Prostata Adenokarzinom: (Liu et al., 2016; Malecha & Miettinen, 1991)
Rektum Plattenepithelkarzinom: (van Dorst et al., 1998)

Sarkom (NOS): (Miettinen, 1991)

Schwannom: (Miettinen, 1991)

Speicheldriise Adenokarzinom: (de Araujo et al., 2000)

Speicheldriise adenoidzystisches Karzinom: (de Araujo et al., 2000; Sarbia et al., 1997)

Speicheldriise Basalzelladenom: (de Araujo et al., 2000)

Synoviales Sarkom: (Lopes et al., 1994; Miettinen, 1991; Miettinen et al., 2000)
Thymom: (Fukai et al., 1993)

Thymuskarzinom: (Fukai et al., 1993; Fukai et al., 1995)

Trichoblastom: (Schirren et al., 1997)

Urothelkarzinom (NST): (Malecha & Miettinen, 1991; Reedy et al., 1990; Riedel et al., 2001;
Schaafsma et al., 1990; Schaafsma et al., 1991; Worst et al., 2014)

Vulva Plattenepithelkarzinom: (Ansink et al., 1995; Malecha & Miettinen, 1991; Suo et al.,
1993; van Dorst et al., 1998)

Zervix Adenokarzinom: (lvanyi et al., 1990; Lang & Dallenbach-Hellweg, 1990; Nair et al.,
1997; Smedts et al., 1994; van Dorst et al., 1998)

Zervix adenosquamdéses Karzinom: (Smedts et al., 1994)

Zervix neuroendokrines Karzinom: (Smedts et al., 1994)

Zervix Plattenepithelkarzinom: (Carrilho et al., 2004; Fay et al., 2009; Ivanyi et al., 1990;
Malecha & Miettinen, 1991; Nair et al., 1997; Smedts et al., 1994; Suo et al., 1993; van
Bommel et al., 1994; van Dorst et al., 1998)
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1.5 Zielsetzung

Es gilt, diese teilweise widerspruchlichen Ergebnisse zur Haufigkeit und Bedeutung
der CK13 Expression in einer Studie mit groem Patientenkollektiv, einheitlichem
Antikorper, Farbeprotokoll und Auswertkriterien zu untersuchen, um die Ergebnisse
immunhistochemischer CK13 Untersuchungen besser einordnen zu konnen.
Folglich lag die Zielsetzung der nachfolgenden Arbeit darin, die Pravalenz der CK13
Expression an einer grof3en Anzahl unterschiedlicher Normal- sowie Tumorgewebe
zu untersuchen. Zusatzlich galt es, mogliche klinische Bedeutungen von aberranten

Befunden wie Expressionsverlusten und Neoexpressionen zu analysieren.
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2. Material und Methode

2.1 Tissue-Microarray Technik

Durch das Verfahren der Tissue-Microarray (TMA) Technik ist es moglich, auf einem
einzigen Objekttrager mehrere hundert Gewebeproben simultan zu untersuchen
(Kononen et al., 1998). Die Methode wurde 1997 von der Arbeitsgruppe von Prof.
Guido Sauter (damals Institut fur Pathologie, Universitatsklinik Basel, Schweiz) und
Prof. Olli Kallioniemi (damals National Human Genome Research Institute,
Bethesda, Maryland, USA) entwickelt. Bei dem Verfahren werden zylindrische
Gewebefragmente aus Paraffinblécken von Geweben (meistens Tumorgewebe) in
leere, vorgegossene Paraffinblocke eingebracht, sodass am Ende TMA-Blocke
bestehen, welche 600 oder mehr Gewebezylinder beinhalten. Von diesen TMA-
Blocken hergestellte Schnitte konnen dann histologisch begutachtet oder mit allen
moglichen Farbeverfahren untersucht werden, welche an Schnittpraparaten
moglich sind. Die meisten TMA-Studien verwenden entweder die
Immunhistochemie zum Nachweis von Proteinen, die RNA-in-situ-Hybridisierung
zum Nachweis von messenger RNA oder die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH) zum Nachweis und der Quantifizierung von spezifischen DNA-Segmenten
(Al Kuraya et al., 2004; Skacel et al., 2002). Der groRte Vorteil der TMA-Methode
liegt in der Geschwindigkeit und Kosteneffizienz von derartigen Untersuchungen
(Mengel et al., 2003). Bei 600 Gewebeproben pro TMA-Block kdnnen theoretisch
24'000 Tumoren auf 40 Gewebeschnitten untersucht werden. 40 Gewebeschnitte
kbnnen an einem Tag von einer MTA hergestellt und am Folgetag
immunhistochemisch gefarbt werden. Ausgehend von der realistischen Annahme
von Kosten von funf Euro fur die Farbung eines Gewebeschnittes an einem
automatischen Farbegerat waren die Kosten fur die Untersuchung von 24°‘000
Tumoren 120°000€. Dieser Kostenpunkt kann mit dem TMA-Verfahren auf 800€
reduziert werden. Auch die Auswertung der molekularen Farbeergebnisse wird
deutlich beschleunigt, da die Gesamttumorflache von 0,6mm im Durchmesser viel
schneller von einem Pathologen durchgemustert werden kann als ein klassischer
Grol3schnitt, wo gegebenenfalls die neoplastisch transformierten Areale zuerst
identifiziert werden mussen. Die Erfahrungen vom Institut fur Pathologie des UKE
haben gezeigt, dass ein Pathologe fur die Interpretation der Farbeergebnisse eines
TMA-Spots weniger als funf Sekunden bendtigt.
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Der grofdte Nachteil der TMA-Technik liegt darin, dass dieses hocheffiziente
Forschungsinstrument nur auf sehr aufwandige Art und Weise hergestellt werden
kann (Bubendorf et al., 2001). Der erste Schritt des TMA-Herstellungsprozesses
liegt in der Identifikation potenziell tauglicher Falle, was normalerweise am UKE mit
einer Volltextsuche nach geeigneten Stichworten im Zusammenhang mit dem
gesuchten Tumortyp beginnt. Typischerweise wird der Name des Tumors und des
Organs in Kombination mit Begriffen wie pT1, pT2, pT3 oder pT4 verwendet, um
sicherzustellen, dass nicht nur der gewlnschte Tumortyp, sondern auch ein
Operationspraparat mit einer potenziell groReren Menge an Tumoren identifiziert
wird. Kleine Biopsien aus Magen, Kolon oder Lunge sind vom Volumen her
ungeeignet fur eine TMA-Herstellung. Die gesamten Texte der gestellten Diagnosen
werden dann von einem Arzt oder Medizinstudenten auf eine mogliche Eignung des
Tumors vorgescreent. In dieser Phase sollen Tumoren ausgeschlossen werden,
welche fur eine TMA-Herstellung zu klein, zu nekrotisch oder sonst zu regressiv
verandert sind um eine ausreichend grof3e stanzbare Tumormenge erwarten zu
durfen. Gleichzeitig werden Tumoren aussortiert, bei denen aus dem Diagnosetext
hervorgeht, dass die gestellte Diagnose eine leichte Unsicherheit beinhaltet. Von
den so identifizierten Fallen werden dann alle Gewebeschnitte aus dem Archiv
herausgesucht und von einem Pathologen auf das Vorliegen ausreichend grof3er
Tumorareale untersucht. Angestrebt wird eine Tumorflache von mindestens 1x1cm.
Dabei soll vermieden werden, Tumoren nach ihrem Tumorzellgehalt zu
selektionieren. Vielen molekulare Studien limitieren die in die Projekte
eingeschlossenen Tumoren auf Neoplasien mit einem Tumorzellgehalt von
mindestens 50 oder 70%. Am UKE wird ein derartiges Vorgehen als tumorbiologisch
gefahrlich betrachtet, da Tumoren mit besonders hohem Stromaanteil biologisch
wahrscheinlich Unterschiede aufweisen gegenuber Tumoren mit einem geringen
Stromaanteil (Wu et al., 2016). Die Eliminierung von Tumoren mit geringem
Stromaanteil konnte somit zu einem Bias bei der Datenerhebung fuhren. Bei den
als potenziell geeignet empfundenen Schnitten markiert der Pathologe mit einem
Filzstift die Tumorareale (Abb. 7). Von den potenziell geeigneten Schnitten werden
in einer nachsten Phase aus einem anderen Archiv die dazugehorigen
Gewebeblocke herausgesucht und auf ihre Eignung fur die TMA-Herstellung
uberpruft. Die Blockkriterien fur TMA-Tauglichkeit sind im Wesentlichen die Dicke
des im Paraffinblock enthaltenen Gewebestucks, wobei angestrebt wird mindestens
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zwei mm dicke/tiefe Paraffinblécke zu verwenden. Die Dicke der Paraffinbldcke, die
fur die Herstellung des TMA verwendet werden, ist entscheidend flur die Lange der
aus dem Paraffinblock entnehmbaren Gewebezylinder. Die Lange der
Gewebezylinder eines TMAs ist wiederum entscheidend fur die Zahl der Schnitte,
welche von einem TMA-Block hergestellt werden konnen, an dem Anteile des
entsprechenden Zylinders auch enthalten sind. Naturgemaf sind die in einen TMA-
Block eingebrachten Gewebezylinder ungleich lang, da die Dicke von
Paraffinblocken nicht standardisiert ist. Je langer ein Gewebezylinder ist, desto
mehr Schnitte konnen von dem entsprechenden Tumor auf dem TMA gewonnen

werden.

Institut fir Pathologie, UKE

Abb. 7: Pharynxkarzinom. Filzstift-Markierung des Tumorareals.

Nach Abschluss der Evaluation von Schnitten und Blocken ist die finale Anzahl der
fur ein Projekt verfugbaren Falle definiert, sodass als nachstes der Bauplan des
TMAs festgelegt werden kann. Die TMA-Blocke des UKE werden nach einem
standardisierten ,Design“ hergestellt, wobei die TMA-Blocke sechs Sektoren
beinhalten, bezeichnet mit GroRbuchstaben (A-F). Die Sektoren sind zum Zweck
der Orientierbarkeit und der konstanten Ausrichtung ungleich gro3 und
asymmetrisch angeordnet. Die Spalten in diesen Sektoren werden mit
Kleinbuchstaben (a bis maximal r) bezeichnet und die neun Zeilen mit Zahlen (1-9).
Ein Schema des UKE TMA-Aufbaus ist in Abb. 8 dargestellt. Die Blocke werden
dann Zusammen mit den markierten Schnitten in der Reihenfolge ihres geplanten
Einbaus in den TMA-Block zusammensortiert.
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Abb. 8: Schema. Klassischer TMA-Block-Aufbau. Dreistelliges Koordinatensystem (Sektor, Zeile,
Spalte) ordnet jeden der 612 Spots exakt einer Gewebeprobe zu. Sektor F beinhaltet in der Regel
Referenzgewebe.

Die nun folgende TMA-Herstellung ist die in diesem Prozess technisch
aufwandigste Prozedur, macht aber deutlich weniger als 5% der gesamten
Arbeitsleistung aus (Simon et al., 2004). Fur die TMA-Herstellung wird am UKE ein
Gerat verwendet, welches von Mitarbeitern des Instituts (Martina und Christian
Mirlacher) entwickelt worden ist. Die wesentlichsten vier Module des Geréates sind
a) eine Vorrichtung, die es ermdglicht an identischer Stelle wechselweise einen
Bohrer zum Bohren von Ldchern in leere Empfanger-Paraffinblocke und eine
Hohlnadel zur Entfernung von Gewebezylindern aus Spender-Blocken zu betatigen
b) ein Minipodest zur Abdeckung der vulnerablen Empfanger-Paraffinblécke
c) ein Mehrfachblockhalter zur parallelen Herstellung von sechs nahezu identischen
TMA-Blocken und

d) ein Elektromotor, welcher die Bohrer/Nadelvorrichtung automatisch von einer
TMA-Position zur nachsten fortbewegt.

Die TMA-Herstellungsprozedur ist in den Abbildungen 9-16 dargestellt. Sie beginnt
an der Position A1a mit der Herstellung eines Bohrlochs durch einen Bohrer mit
einem aulleren Durchmesser von 0,6mm. Danach wird der Empfangerblock durch
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das Minipodest abgedeckt und der zu stanzende Spenderblock darauf platziert.
Durch Abgleich des vom Pathologen markierten Tumorbereichs auf dem HE-Schnitt
wird nach Umschaltung von Bohrer auf Hohlnadel (Abb. 12) aus der tumorhaltigen
Zone ein 0,6mm messendes Gewebefragment enthommen. Hierzu wird eine
Hohlnadel verwendet, deren innerer Durchmesser 0,6mm betragt. Nach der
Entnahme werden Spenderblock und Podest entfernt und die Hohlnadel wird auf
das Niveau des Empfangerblocks gebracht, sodass der Gewebezylinder unter
Verwendung eines Stahldrahtes aus der Nadel ausgestollen und so in das
vorgefertigte Bohrloch deponiert werden kann. Es wird darauf geachtet, dass das
obere Ende des Zylinders moglichst auf Ebene der Blockoberflache zu liegen
kommt. Danach wird der Mehrfachblockhalter eine Position verschoben, sodass an
der gleichen Position A1a nun wieder ein neuer, nicht gelochter Empfanger-
Paraffinblock liegt, wo nach Umschalten auf Bohren erneut ein Bohrloch angefertigt
wird. Danach wird das Gerat auf Hohinadel umgestellt, das Podest erneut platziert
und es wird ein weiterer Gewebezylinder aus dem tumorhaltigen Bereich
entnommen. Dabei wird darauf geachtet, dass die zweite Stanze aus der
unmittelbaren Nachbarschaft der ersten Stanze entnommen wird, um mogliche
Einflusse einer Tumorheterogenitat auf die Ergebnisse molekularer
Untersuchungen an verschiedenen Replikaten eines TMAs moglichst zu limitieren.
Der Prozess wird dann fortgesetzt, bis alle sechs Replikate des Blockhalters an
Position A1a geflllt sind. Je nachdem konnte ein zweiter Blockhalter verwendet
werden um die Replikate 7-12 herzustellen. Nach Herstellung aller geplanten
Replikate wird der Schrittmotor betatigt und die Bohr-/Nadelvorrichtung auf die
Position A1b bewegt. Der Prozess wird dann bis zur Fertigstellung des TMA-
Blockes beziehungsweise seiner Replikate fortgesetzt.
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Abb. 9: Aufbau mit BohrerNaeorichtng,
Minipodest, Mehrfachblockhalter,
Elektromotor.

Al; 11: Bohren eines Lochs in den
Empféanger-Paraffinblock.

Abb 13: Elnbr/ngen der Hohlnadel in den
Spenderblock zur Gewebeentnahme.

Abb 15 Elnbr/ngen des Gewebezyllnders in
den Empénger-Paraffinblock.

p ‘B .
Abb 1 0 Bohrer und Hohlnadel

Abb 12: Umschalten von Bohrer auf
Hohinadel, Heranschieben des Minipodests
und Auflegen des Spenderblocks.

A 14: erschiben ds
Gewebezylinders aus der Hohinadel.

Abb. 16: Fert ingebrachter
Gewebezylinder in Empfénger-Paraffinblock.
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Da die fur die Herstellung eines TMA-Blockes verwendeten E-Nummern, mit denen
Schnitte und Blocke in Pathologie-Instituten markiert und zugeordnet werden
konnen, nach Abschluss der TMA-Herstellung nichtmehr bendtigt werden, werden
diese dann entweder ausgeblendet (Pseudonymisierung) oder definitiv geléscht
(Anonymisierung). Die Verwendung von einem dieser Verfahren ist sinnvoll, um im
Falle einer potenziellen Cyberattacke auf das Informatiksystem des Instituts die
Gefahr eines unbefugten Zugriffs auf Klarnamen zu eliminieren. Die TMA-Methode
ist fir den Schutz der Daten von Patienten auf3erordentlich gut geeignet, denn nach
Abschluss der Herstellung konnen alle molekularen, histopathologischen oder auch
klinischen Verlaufsdaten fur immer ausschlieBlich uUber die TMA-Koordinate
zugeordnet werden. Ein Beispiel eines typischen TMA-Files mit
histopathologischen, molekularen und klinischen Daten ist in Tabelle 2 gezeigt.

Array- | Koordinate Entitat Gesch- Alter bei Grading | pT | pN L- V-
Titel lecht Einsendung Status | Status
MTA A9p PeCa M 71 3 3 1 0 0
Osophagus
MTA A9q PeCa M 63 2 3 0 0 0
Osophagus
MTA A9r PeCa W 58 2 4a | 2 1 0
Osophagus
MTA B1a PeCa M 90 2 1b| O 0 0
Zervix
MTA B1b PeCa W 81 3 3b| 0 0 0
Zervix
MTA B1c PeCa W 68 2 4 1 1 0
Zervix

Tabelle 2: Beispiel TMA-File. Datenfile eines Multi-Tumor-Arrays. Patientendaten wurden hier
anonymisiert. Die eindeutige Zuordnung von Gewebespots geschieht anhand der Koordinate.
Zusétzliche patientenbezogene Daten kénnen in weiteren Spalten aufgelistet werden.

2.2 TMAs fur das CK13-Projekt

Fur das CK13-Projekt wurden Normalgewebe- und Tumor-TMAs eingesetzt. Der
Normalgewebe-TMA beinhaltete von 76 verschiedenen Normalgewebstypen
jeweils acht Proben von acht unterschiedlichen Patienten (608 Gewebeproben auf
einem Schnitt). Alle Proben stammten von verschiedenen Patienten. Tabelle 3 stellt
die genaue Zusammenstellung des Normalgewebe-TMAs dar.
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Nr. Organ Nr. Organ

1 Endothel, Aorta 39 Rektum, Mucosa

2 Media, Aorta 40 Gallenblase, Epithel

3 Herz 41 Leber

4 Muskulatur, gestreift 42 Pankreas

5 Zunge, Muskulatur 43 Parotis

6 Uterus, Myometrium 44 Gl. submandibularis

7 Appendix, Muskel 45 Gl. sublingualis

8 Osophagus, Muskel 46 Knochenmark

9 Magen, Muskel 47 Duodenum, GIl. duodenales
10 lleum, muscularis 48 Niere, Cortex

1 Colon descendens, Muskel 49 Niere, Mark

12 Nierenbecken, Muskel 50 Prostata

13 Harnblase, Muskel 51 Gl. vesiculosa

14 Penis, Corpus spongiosum 52 Epididymis

15 Ovar, Stroma 53 Hoden

16 Fett 54 Bronchus, Mucosa

17 Haut 55 Bronchus, Drisen

18 Haut, Haarfollikel und Talgdriise 56 Sinus paranasales

19 Lippe, orale Mucosa 57 Lunge

20 Mundhdhle 58 Brust

21 Tonsille, Oberflachenepithel 59 Endozervix

22 Analkanal, Haut 60 Endometrium, Proliferation
23 Analkanal, Ubergang Mucosa 61 Endometrium, Sekretion

24 Ektozervix 62 Eileiter, Mucosa

25 Osophagus, Plattenepithel 63 Plazenta friihe, Decidua

26 Nierenbecken, Urothel 64 Ovar, Corpus luteum

27 Harnblase, Urothel 65 Ovar, follikulare Zyste

28 Plazenta, reife, Amnion 66 Plazenta, friihe

29 Lymphknoten 67 Plazenta, reife

30 Milz 68 Nebenniere

31 Thymus 69 Nebenschilddrise

32 Tonsille 70 Schilddrise

33 Magen, Antrum 71 Cerebellum, Cortex (Stratum moleculare)
34 Magen, Corpus 72 Cerebellum, Substantia nigra
35 Duodenum, Mucosa 73 Cerebrum, grau

36 lleum, Mucosa 74 Cerebrum, weil}

37 Appendix, Mucosa 75 Hypophyse, Hinterlappen/Infundibulum
38 Colon descendens, Mucosa 76 Hypophyse, Vorderlappen

Tabelle 3: Normalgewebe-Array (NTA). Zusammenstellung des NTA mit jeweils acht Proben pro
Gewebetyp. Reihenfolge entspricht der Lokalisation.
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Der Tumor-TMA beinhaltete Proben von insgesamt 10.439 Tumoren von 131
verschiedenen Tumortypen und Subtypen. Detaillierte histopathologische Daten zu
Grad, pT oder pN Stadium waren von einem Grolteil der urothelialen Neoplasien
(n=1.063), von Plattenepithelkarzinomen der Zervix uteri (n=179) sowie von 1.160
Plattenepithelkarzinomen von 11 verschiedenen Ursprungsorganen bekannt.
Klinische Verlaufsdaten waren von 157 Patientinnen mit Plattenepithelkarzinomen
der Zervix uteri vorhanden. Die mediane Nachverfolgungszeit war 46
(Gesamtiiberleben) oder 49 (rezidivfreies Uberleben) Monate bei diesen
Patientinnen (Bereich 0-181 Monate). Tabelle 4 enthdlt die genaue
Zusammenstellung des Tumor-TMAs. Alle Gewebeproben stammten aus den
Archiven von drei Pathologie-Instituten. Dazu gehort das Institut fur Pathologie des
Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE), das Institut fir Pathologie am
Klinikum Osnabrick und der Abteilung fir Pathologie des akademischen
Lehrkrankenhauses Furth (Deutschland). Die Gewebe waren alle in 4%igem
gepuffertem Formalin fixiert und danach in Paraffin eingebettet worden. Die
Verwendung von diagnostischem Restmaterial von zum Zwecke der Diagnostik
entnommenen Geweben zur Anfertigung von TMAs und ihre Verwendung far
Forschungszwecke ist durch das Hamburger Krankenhausgesetz (HmbKHG, §12)
erlaubt und wurde durch das lokale Ethik-Komitee (Ethikkommission Hamburg, WF-
049/09) bewilligt. Alle Arbeiten erfolgten in Ubereinstimmung mit der Helsinki-
Deklaration.
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Organsystem Entitiat bzw. Subentitat Fallzahl

Pilomatrixom 35

% Basalzellkarzinom 88

é Benigner Naevus 29

'g Haut Plattenepithelkarzinom 90

% Malignes Melanom 46

E Malignes Melanom Lymphknoten-Metastase 86
Merkelzellkarzinom 46

c Larynx Plattenepithelkarzinom 109

é Pharynx Plattenepithelkarzinom 60

it Mundboden Plattenepithelkarzinom 130

E‘}é Parotis pleomorphes Adenom 50

= Parotis Warthin Tumor 49

N Speicheldriisen Basalzelladenom 15

- Lunge Adenokarzinom 196

g % Lunge Plattenepithelkarzinom 80
S E é Lunge kleinzelliges Karzinom 16
g '2;_ E Mesotheliom, epitheloid 39
P2 Mesotheliom, sonstiges 76
3 Thymom 29
Vagina Plattenepithelkarzinom 78

Vulva Plattenepithelkarzinom 130

Zervix Plattenepithelkarzinom 308

c Zervix adenosquamdses Karzinom 19

% Zervix Adenokarzinom 54

E Endometriumkarzinom endometrioid 50

2 Endometriumkarzinom seros 50

é Uterus Karzinosarkom 20

% Ovarialkarzinom endometrioid 69

fé, Ovarialkarzinom seros 130

o Ovarialkarzinom muzinos 52
Ovarialkarzinom klarzellig 22

Karzinosarkom des Ovars 17
Granulosazelltumor des Ovars 37

Tabelle 4: Tumor-TMA. Organsystematische Auflistung der untersuchten Tumorentitdten bzw.
Subentitaten (n=131) mit Angabe der untersuchten Fallzahl.
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Organsystem Entitiat bzw. Subentitat Fallzahl
o Leydigzelltumor des Ovars 4
_%;) S Sertolizelltumor des Ovars 1
% g Sertoli-Leydig-Zell-Tumor des Ovars 3
f;u ot Steroidzelltumor des Ovars 3
6 Brennertumor 41
- Invasives Mammakarzinom NST 1764
n:% Mammakarzinom lobular 363
g Mammakarzinom medullar 34
S Mammakarzinom tubular 29
!g Mammakarzinom muzinés 65
= Phylloidestumor der Mamma 50

Adenomatdser Polyp, low-grade Dysplasie 50
Adenomatdser Polyp, high-grade Dysplasie 50
Colon Adenokarzinom 81
c Magen Adenokarzinom, diffuser Typ 80
g Magen Adenokarzinom, intestinaler Typ 80
E Osophagus Adenokarzinom 83
= Osophagus Plattenepithelkarzinom 76
'% Analkanal Plattenepithelkarzinom 89
_‘qé Cholangiokarzinom 50
% Hepatozellulares Karzinom 50
chU Pankreas duktales Adenokarzinom 81
Pankreas/Papille Adenokarzinom 28
Pankreas Azinuszellkarzinom 10
Gastrointestinaler Stromatumor (GIST) 50
Urothelkarzinom pTa G2 low grade 177
E Urothelkarzinom pTa G2 high grade 141
2 Urothelkarzinom pTa G3 219
= Urothelkarzinom pT2-4 G3 735
§ Harnblase Plattenepithelkarzinom 22
EJ) Harnblasenkarzinom kleinzellig neuroendokrin 22
% Urothelkarzinom sarkomatoid 25
Urothelkarzinom des Nierenbeckens 62

Tabelle 4 Fortsetzung: Tumor-TMA. Organsystematische Auflistung der untersuchten
Tumorentitdten bzw. Subentitdten (n=131) mit Angabe der untersuchten Fallzahl.
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Organsystem Entitiat bzw. Subentitat Fallzahl
Nierenzellkarzinom klarzellig 50
Nierenzellkarzinom papillar 50
Nierenzellkarzinom chromophob 50
Onkozytom 50
Prostata Adenokarzinom Gleason 3+3 83

c Prostata Adenokarzinom Gleason 4+4 80
S Prostata Adenokarzinom Gleason 5+5 85
% Prostatakarzinom kleinzellig neuroendokrin 17
ZJ Seminom 50
’% embryonales Karzinom des Hodens 50
g Leydigzelltumor des Hodens 30
> Sertolizelltumor des Hodens 2
Keimstrang-Stroma-Tumor des Hodens
Spermatozytischer Tumor des Hodens 1
Dottersacktumor des Hodens 50
Teratom 50
Penis Plattenepithelkarzinom 80
Schilddrisenadenom 113
Schilddrisenkarzinom papillar 391
Schilddrisenkarzinom follikular 154
Schilddrisenkarzinom medullar 111
Nebenschilddrisenadenom 43
Schilddriisenkarzinom anaplastisch 45
EJ Nebennierenrindenadenom 50
% Nebennierenrindenkarzinom 26
';, Phaochromozytom 50
é Appendix neuroendokriner Tumor (NET) 22
§ Kolorektal neuroendokriner Tumor 11
H lleum neuroendokriner Tumor 49
Lunge neuroendokriner Tumor 19
Pankreas neuroendokriner Tumor 97
Kolorektal neuroendokrines Karzinom (NEC) 12
Gallenblase neuroendokrines Karzinom 4
Pankreas neuroendokrines Karzinom 13

Tabelle 4 Fortsetzung: Tumor-TMA. Organsystematische Auflistung der untersuchten
Tumorentitdten bzw. Subentitdten (n=131) mit Angabe der untersuchten Fallzahl.
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Organsystem Entitiat bzw. Subentitat Fallzahl
Hodgkin Lymphom 103
Kleinzelliges lymphozytisches B-Zell-Lymphom

23 (B-SLL/B-CLL) 50
E % Diffuses grof3zelliges B-Zell-Lymphom (DLBCL) 113
§ i Lymphom follikular 88
Gg:_ E T-Zell Non Hodgkin Lymphom 25
‘g _g Mantelzelllymphom 18
10 ; Marginalzonenlymphom 16
Diffuses grof3zelliges B-Zell-Lymphom des Hodens 16
Burkitt Lymphom 5
Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor 45
Granularzelltumor 53
Leiomyom 50
Leiomyosarkom 87
Liposarkom 132
Maligner peripherer Nervenscheidentumor (MPNST) 13
E, Myofibrosarkom 26
g Angiosarkom 73
§ Angiomyolipom 91
% Dermatofibrosarkoma protuberans 21
_(c? Ganglioneurom 14
%9 Kaposi-Sarkom 8
o Neurofibrom 117
z Sarkom, nicht anderweitig spezifiziert (NOS) 74
% Paragangliom 41
é Ewing Sarkom 23
Rhabdomyosarkom 6
Schwannom 121
Synoviales Sarkom 12
Osteosarkom 43
Chrondrosarkom 38
Rhabdoidtumor 5

Tabelle 4 Fortsetzung: Tumor-TMA. Organsystematische Auflistung der untersuchten

Tumorentitdten bzw. Subentitdten (n=131) mit Angabe der untersuchten Fallzahl.
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2.3 Immunhistochemie

. . . . . . Farb ki
Die Immunhistochemie ist die in der armarkierting
diagnostischen ~ Pathologie  am Sekundérantiksrper

haufigsten durchgefuhrte Zusatz-

Primarantikorper

untersuchung und das Verfahren
ermoglicht die Visualisierung von
spezifischen Proteinen an Gewebe- z & z
Zielantigen
I | | I

schnitten. Da die mogliche morpho-

logische Variabilitat gerade bei

i i direkt indirekt
Tumorgeweben begrenzt ist, hilft der  app. 17: Immunhistochemie. Prinzip der direkten

Nachweis von gewebespezifischen und indirekten Immunhistochemie

Proteinen wie beispielsweise

prostataspezifisches Antigen (PSA) oder Thyreoglobulin (spezifisch fir Schilddrise)
haufig bei der Zuordnung von Tumorgeweben zu definierten Ursprungsorganen
(Epstein, 1993; Whitley & Ain, 2004). Das Verfahren beruht auf der Anwendung von
Antikorpern, welche auf einen Gewebeschnitt gegeben werden und sich — wenn
dieses im Gewebe vorhanden ist — an das Zielprotein binden. Da Antikorper farblos
sind muss diese Antikorperbindung durch einen zweiten Schritt visualisiert werden.
Dabei werden mit einem Farbmarkierungssystem gekoppelte Antikdrper verwendet,
welche spezifisch sind fur den Fc-Teil der verwendeten Primarantikdrper (Magaki et
al., 2019; Mori & Cardiff, 2016). Das Prinzip der Immunhistochemie ist in Abb. 17
dargestellt. Die prinzipiellen Moglichkeiten der Visualisierung einer Immunreaktion
an Gewebeschnitten ist in Abb. 18 gezeigt (Hantschke & Palmedo, 2015). Obwohl
die Immunhistochemie prinzipiell ein einfach verstandliches Verfahren darstellt, gibt
es einige schwerwiegende praktische Probleme. Problem 1 ist die erhebliche
Variabilitat von Antikdrpern. Das heil3t, Antikdrper von verschiedenen Firmen,
welche alle gegen CK13 gerichtet sind, unterscheiden sich grundsatzlich
voneinander. Dies ist bedingt durch die Art und Weise der Antikorper-Herstellung,
wobei typischerweise Labortiere (Maus, Kaninchen, Hamster, Ratte) mit dem
Zielprotein beimpft werden, wonach das Immunsystem des Tieres viele tausende
verschiedene Antikorper gegen das Zielprotein herstellt. Schatzungen gehen davon
aus, dass das Spektrum verschiedener Antikorper gegen ein bestimmtes Peptid bei
Kaninchen zwischen 12 und 30 liegt (Cheung et al., 2012; Wine et al., 2013), bei
Mausen zwischen 30 und 77 (Eyer et al., 2020; Gerard et al., 2020). Bei Menschen
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Abb. 18: Visualisierung. Méglichkeiten der Visualisierung von Immunreaktionen an
Gewebeschnitten. Adaptiert aus: (Hantschke & Palmedo, 2015)

a) PAP-Methode: Peroxidase-Anti-Peroxidase-Komplex und Briickenantikérper

b) EPOS-Methode (Enhanced-Polymer-one-step): Dextranpolymer konjugiert mit Enzymmolekiilen
und spezifischen Antikbrpern

¢) EnVision-Polymer-Konjugat-Methode: Dextranpolymer konjugiert mit Enzymmolekiilen und
spezifischen Sekundérantikbrpern

d) APAAP-Methode: Alkalische Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase-Komplex und
Briickenantikbrper

e) (S)ABC-Methode: biotinylierter Briickenantikbrper und préaformierter (Strept-)Avidin-Biotin-
Enzymkomplex (ABC)

f) L(S)AB-Methode (Labeled-(Strept-)Avidin-Biotin): biotinylierter Briickenantikérper und direkt mit
Enzym konjugiertes (Strept-)Avidin

ware die entsprechende Zahl ca. 50-400 (Wine et al., 2015). Die Antikorper-
Hersteller sind aus technischen/logistischen Grinden nicht in der Lage, alle diese
Antikdrper zu monoklonalen Antikdrpern zu konvertieren und dann die gewonnen
monoklonalen Antikorper so zu validieren, dass der absolut beste Antikorper eines
bestimmten Tieres Ubrig bleibt. Fir die meisten Proteine, flur die viele verschiedene
Antikérper kommerziell zur Verfugung stehen, unterscheiden sich die
Farbeeigenschaften der Antikérper erheblich und viele kommerzielle Antikdrper
zeigen unspezifische Farbemuster und auch Kreuzreaktionen (Begley & Ellis, 2012;
Bucur et al., 2013; Voskuil, 2014).
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Problem Nr. 2 stellt die fixationsbedingte Veranderung von Geweben dar. Zum
Zwecke der histologischen Untersuchung gewonnenes Gewebe wird
typischerweise in Formalin fixiert. Die Fixation hat die Aufgabe die Autolyse von
nichtmehr perfundierten Geweben zu verhindern und so die Struktur/Morphologie
von Geweben zu erhalten. Das Formalin erfullt diesen Zweck durch eine Vernetzung
(Crosslinking) von Proteinen untereinander und mit DNA (Helander, 1994). Dadurch
verandert sich die Sekundar- und Tertiarstruktur von Proteinen, wodurch die
Zuganglichkeit und Konfiguration von Epitopen verandert wird (Werner et al., 2000).
Als Folge davon sind gewisse Antikorper-Bindungsstellen nicht mehr zuganglich
und es entstehen neue Bindungsstellen. Antikorper, welche an unfixierten Proteinen
oder Geweben eine spezifische Farbereaktion mit dem Zielprotein gezeigt haben,
konnen somit plotzlich entweder nichtmehr funktionieren oder aber eine unerwartete
Kreuzreaktivitat zeigen. Antikorper sollen deswegen vor Anwendung an
formalinfixiertem Gewebe an formalinfixiertem Gewebe validiert werden. Die
internationale Arbeitsgruppe fur Antikérper-Validierung (International Working
Group for Antibody Validation IWGAV) empfiehlt eine Validierung von Antikérpern
fur die Immunhistochemie an formalinfixierten Geweben entweder durch den
Vergleich mit einer zweiten Methode zur Expressionsmessung oder aber mit dem
Vergleich der Farbeergebnisse des zu validierenden Antikorpers mit einem zweiten,
unabhangigen, gegen das gleiche Zielprotein gerichteten Antikorper (Uhlen et al.,
2016). Die Effekte der Formalinfixierung sind mit Hilfe der sogenannten
hitzeinduzierten Epitopdemaskierung (heat induced epitope retrieval, HIER)
zumindest partiell reversibel. Bei diesem Verfahren werden die Schnitte vor
Exposition mit dem Primarantikdrper bei Temperaturen um die 100°C oder dartber
gekocht, wobei der pH der hierfur verwendeten Flussigkeit einen wichtigen Einfluss
hat. Viele Proteine sind nach Kochen bei basischem pH (pH9) besser zuganglich
als nach Kochen bei saurem pH (meist pH6) (Yamashita, 2007).
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2.4 CK13-Immunhistochemie

Frisch praparierte TMA-Schnitte wurden an einem Tag in einem einzigen
Experiment gefarbt. Dabei wurden die Schnitte zuerst in Xylol deparaffiniert und
danach in einer absteigenden Alkohol-Reihe rehydriert. Danach erfolgte die HIER-
Behandlung fur funf Minuten in einem Autoklav bei 121°C bei pH 7,8 (DAKO Target
Retrieval Solution™, Agilent, CA, USA). Endogene Peroxidase-Aktivitat wurde mit
dem DAKO Peroxidase-Blocking Solution™ (Agilent, CA, USA; #52023) blockiert
durch eine Inkubation fir 10 Minuten. Der Primarantikdrper fir CK13 (mouse
monoclonal, MSVA-613M, MS Validated Antibodies GmbH, Hamburg, Deutschland)
wurde bei 37°C fur 60 Minuten und einer Verdunnung von 1:150 appliziert. Zum
Zweck der Antikorper-Validierung wurde der Normalgewebe-TMA auch mit dem
Antikdrper EP69 (rabbit monoclonal, BSB 6678, BioSB, Santa Barbara, California,
USA) bei einer Verdinnung von 1:300 und einem ansonsten identischen Protokoll
analysiert. Der gebundene Antikérper wurde dann mit dem EnVision Kit™ (Agilent,
CA, USA; #K5007) visualisiert entsprechend den Anweisungen des Herstellers. Die
Schnitte wurden mit Hamalaun gegengefarbt. Eine genaue Darstellung der
experimentellen Schritte ist in Tabelle 5 dargestellt. Fur die Auswertung der
Farbereaktionen wurden in Tumoren die Farbeintensitat auf einer Skala von 0O bis 3
und der prozentuale Anteil der CK13 positiven Tumorzellen von einem Pathologen
registriert. FUr statistische Auswertungen wurden die Ergebnisse dann in die vier
Gruppen negativ, schwach positiv, maRig stark positiv und stark positiv eingeteilt
gemal} den Vorgaben, welche in Tabelle 6 dargestellt sind.
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Farbeprotokoll

Objekttrager-Vorbereitung

- 2,5um Schnitte, 60°C Uber Nacht

- Xylol 3x5 Minuten

- Absteigende Alkoholreihe bis A. Dest

Vorbehandlung

- Schnitte in TEC Puffer (pH 7,8) in Autoklav, 121°C, 5 Minuten
- Spulung A. Dest 2x

- Spllung TBST Puffer, 5 Minuten

Peroxidase-Block

- Feuchte Kammer, Schnitte auslegen

- Peroxidase Blocking Solution (#52023) RTU, 10 Minuten

- Spulung TBST Puffer 2x5 Minuten

Antikérper-Inkubation

- Inkubation anti-CK13 Primarantikérper (MSVA-613M) 1:150, 37°C, 60 Minuten
- Spllung TBST Puffer 3x5 Minuten

- Inkubation Sekundarantikdrper EnVision (mouse/rabbit) #K5007, 37°C, 30 Minuten
- Spllung TBST Puffer 3x5 Minuten

Visualisierung

- DAB Chromogen #K5007, Raumtemperatur, 10 Minuten

- Spulung A. Dest

- Gegenfarbung Hamatoxylin (DAKO Hamalaun) 1 Minute
- Blauen in Leitungswasser 1 Minute
- Aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol

- Eindeckeln (Eindeckautomat)

Tabelle 5: Experimentelle Schritte. Genaue Darstellung des Ablaufs. Abklirzungen: A. Dest:
destilliertes Wasser, TEC: Tris-EDTA-Citrat, TBST: Tris-buffered-saline-with-Tween, RTU: ready to
use

Gruppe Definition
Negativ Intensitat 0
Schwach positiv Intensitat 1 in <70% der Tumorzellen oder

Intensitat 2 in <30% der Tumorzellen

MaRig stark positiv Intensitat 1 in >70% der Tumorzellen oder
Intensitat 2 in 31-70% der Tumorzellen oder

Intensitat 3 in <30% der Tumorzellen

Stark positiv Intensitat 2 in >70% der Tumorzellen oder

Intensitat 3 in >30% der Tumorzellen

Tabelle 6: Auswertung. Kriterien zur semiquantitativen Interpretation der Farbeergebnisse
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2.5 Statistik

Far die statistischen Auswertungen wurde die JMP 16 Software (SAS Institute Inc.,
NC, USA) genutzt. Zur Identifikation statistischer Assoziationen zwischen CK13
Immunfarbung und Tumorphanotyp bei Urothelkarzinomen und
Plattenepithelkarzinomen unterschiedlichen Ursprungs wurden Kontingenztabellen
und der Chi-Quadrat-Test angewandt. Unter Verwendung des Kaplan-Meier-
Verfahrens wurden Uberlebenskurven erstellt. Zum Nachweis signifikanter
Unterschiede zwischen den Gruppen wurde der Log-Rank Test herangezogen. Ein
p-Wert <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1 Technische Aspekte

Insgesamt 9.156 (87,7%) von 10.439 auf den Tumor-TMAs enthaltenen
Gewebeproben waren auswertbar. Die Ursachen fur nicht auswertbare Proben
lagen im Fehlen von eindeutigen Tumorzellen auf den Gewebeproben oder im
kompletten Fehlen einzelner Gewebespots auf dem TMA. Dass nicht der komplette
TMA-Schnitt an jeder einzelnen Position ein Gewebefragment aufweist, ist ein
unvermeidbares Problem der TMA-Methode. Der Grund dafur liegt in der ungleichen
Lange der in einen TMA-Block eingebrachten Stanzen und technische
Schwierigkeiten dabei, das obere Ende der in den TMA-Empfangerblock
eingebrachten Zylinder genau auf der Ebene der Blockoberflache zu platzieren.
Falls der Tumorgewebszylinder ein wenig zu tief in den Block eingebracht wurde,
enthalten die obersten Schnitte durch den TMA-Block kein Gewebe von den zu tief
eingedruckten Stanzen. Wahrend diese Stanzen auf spateren Schnitten korrekt
angeschnitten werden und dann in die Untersuchungen mit eingehen, werden mit
der zunehmenden Anzahl von hergestellten Schnitten die kirzeren Gewebestanzen
nach und nach aufgebraucht, sodass diese auf den spateren Schnitten durch den
Gewebeblock nicht mehr enthalten sind. Vom Normalgewebe-TMA waren von jeder
der 76 Gewebekategorien eine ausreichende Zahl (n=24) auswertbar um die

entsprechenden Zelltypen der Gewebe beurteilen zu kdnnen.

3.2 CK13 Expression in Normalgeweben

Eine starke CK13 Farbung fand sich regelmalig in allen suprabasalen Zelllagen
von nicht-verhornendem Plattenepithel. In Basalzellen von nicht-verhornenden
Plattenepithelien war die CK13 Farbung in der Regel nicht sichtbar oder deutlich
abgeschwacht. Im Osophagus-Plattenepithel schien die CK13 Anfarbung auch die
Basalzellschicht mit einzunehmen. In verhornendem Plattenepithel der Haut war
CK13 in der Regel nicht nachweisbar und auch Hautanhangsstrukturen wie
Haarfollikel und Talgdrisen waren CK13 negativ. Einzelne CK13 positive Zellen
fanden sich aber in vereinzelten Hautgewebeproben z.B. in der Analhaut. Eine
starke CK13 Farbung fand sich auch in Hassall'schen Korperchen und Epithelzellen
der Medulla des Thymus, wahrend der Kortex des Thymus CK13 negativ war. In

40



der Tonsille waren viele Plattenepithelzellen stark CK13 positiv, auch hier waren
aber basale Zelllagen CK13 negativ. Eine kraftige CK13 Anfarbung fand sich auch
im Urothel, wo die Deckzellschicht (umbrella cells) sich allerdings deutlich
schwécher anfarbte oder gar negativ war und auch im Ubergangsepithel des
Analkanals. Vereinzelte CK13 positive Zellen fanden sich auch in serdsen
Drusenzellen der Glandula submandibularis, im Endometrium, sowie in Basalzellen
der Prostata und der Samenblase. In einzelnen Proben von respiratorischem Epithel
zeigten die Basalzellen eine schwache CK13 Anfarbung. CK13 war immer negativ
in gastrointestinalem Epithel, Gallenblase, Leber, Pankreas, Lungenparenchym,
Tuba uterina, endozervikalen Drusen des Uterus, Ovar, Plazenta, Lymphozyten,
Zellen der Hamatopoese, mesenchymalen  Geweben, Schilddrise,
Nebenschilddrise, Nebenniere, Hypophyse und dem Gehirn. Reprasentative Bilder
von CK13 angefarbten Normalgeweben sind in Abb. 19-31 dargestelit.
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Abb. 19: Urothel der Harnblase. Kréftige CK13 Anfarbung von allen Urothelzellen mit
Ausnahme der Deckzellen (umbrella cells).

Abb. 20: Osophagus. Kréftige CK13 Anférbung von allen Zelllagen, wobei die Férbung in
Basalzellen schwécher ausféllt.
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Abb. 21: Uterus, Zervix (Portio). Kréftige Anfarbung des nicht-verhornenden Plattenepithels
der Ektozervix. Die Basalzellschicht zeigt keine oder nur diskrete CK13 Anférbung.

Abb. 22: Haut. Keine CK13 Anfarbung von verhornendem Plattenepithel der Epidermis.
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Abb. 23: Thymus. MaRig starke CK13 Anfédrbung von plattenepithelial differenzierten Zellen von
Hassall'schen Kérperchen und von Epithelzellen der Medulla aber nicht des Kortex.

Abb. 24: Tonsille. Kréftige CK13 Anférbung in einem Teil der desquamierten Plattenepithelien
von Krypten.
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Abb. 26: Appendix (Mucosa). Keine CK13 Anféarbung.
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Abb. 27: Glandula submandibularis. Maig starke CK13 Positivitét in einer einzelnen serésen
Drtisenzelle.

Abb. 28: Samenblase. Umschriebene kréftige CK13 Positivitét in einer kleinen Gruppe von
Basalzellen.
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Abb. 29: Prostata. Schwache bis méal3iggradige CK13 Positivitdt von einzelnen Basalzellen der
Prostatadriisen.

Abb. 30: Uterus, Endometrium (Sekretionsphase). MaRig starke CK13 Positivitét einer
solitdren Endometriumepithelzelle.
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Abb. 31: Bronchus (respiratorisches Epithel). Schwache CK13 Anfdrbung der meisten
Basalzellen in dieser Gewebeprobe.
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3.3 CK13 in Tumoren

Eine CK13 Immunfarbung war in 1.563 (17,1%) der 9.156 auswertbaren Tumoren
nachweisbar. Davon zeigten 665 (7,3%) der Tumoren eine schwache, 258 (2,8%)
eine maliggradige und 640 (7,0%) eine starke CK13 Farbung. Insgesamt 42
(32,1%) von 131 Tumorkategorien zeigten in mindestens einem Fall eine
nachweisbare CK13 Anfarbung, und 24 (18,3%) unserer Tumorkategorien
beinhalteten zumindestens einen Fall mit einer starken CK13 Positivitat. Die
Ergebnisse der Untersuchung sind organsystematisch in Tabelle 7 dargestellt.
Zudem zeigen Abb. 32 und Tabelle 8 eine Darstellung der CK13 positiven und stark
positiven Falle, sortiert nach der Haufigkeit der Positivitat beziehungsweise starken
Positivitat. Die hochsten Positivitatsraten fanden sich fur CK13 in verschiedenen
Kategorien von urothelialen Neoplasien (52,1-92,3%) einschlief3lich von Brenner
Tumoren des Ovars (86,8%) und in Plattenepithelkarzinomen von verschiedenen
Ursprungsorten (39,1-77,6%), Warthin-Tumoren der Speicheldrisen (66,7%),
adenosquamdsen Karzinomen der Zervix uteri (33,3%), Thymomen (16,0%) und in
endometrioiden Karzinomen des Ovars (15,3%). 20 andere epitheliale oder
Keimzellneoplasien zeigten eine — meistens schwache — CK13 Positivitat in weniger
als 15% der Falle. In einem Teil dieser nur seltenerweise CK13 positiven
Tumorentitaten fand sich eine CK13 Positivitat insbesondere in Arealen mit
wahrscheinlicher plattenepithelialer Differenzierung (Abb. 39). Allerdings konnte
eine CK13 Expression auch in Tumoren nachgewiesen werden, bei denen ein
derartiges morphologisches Phanomen eindeutig nicht bestand (Abb. 37, 38). Eine
CK13 Anfarbung fand sich in hamatopoetischen, lymphatischen und
mesenchymalen Neoplasien nie. Reprasentative Bilder von Tumoren nach CK13
Immunfarbung sind in Abb. 33-40 dargestellt.
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% % % % %
Organ- Entitit bzw. Subentitit neg. | schwach | maRig | stark | gesamt
system pos. stark | pos. pos.
pos.
Pilomatrixom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
- Basalzellkarzinom 97,3 2,7 0,0 0,0 2,7
§ Benigner Naevus 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
g Haut Plattenepithelkarzinom 60,9 33,3 3,4 2,3 39,0
E Malignes Melanom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
§ Malignes Melanom Lymphknoten-
= Metastase 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Merkelzellkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
- Larynx Plattenepithelkarzinom 32,0 33,0 5,2 29,9 68,1
é Pharynx Plattenepithelkarzinom 25,0 30,4 16,1 28,6 75,1
e Mundboden Plattenepithelkarzinom 44 1 32,3 11,0 12,6 55,9
% Parotis pleomorphes Adenom 95,7 2,2 2,2 0,0 4.4
= [ Parotis Warthin Tumor 333 | 563 | 83 | 21 | 66,7
N Speicheldriisen Basalzelladenom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
- Lunge Adenokarzinom 98,9 1,1 0,0 0,0 1.1
g § ) Lunge Plattenepithelkarzinom 36,8 20,6 14,7 27,9 63,2
S E g Lunge kleinzelliges Karzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
'g C;} E Mesotheliom, epitheloid 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
P2 Mesotheliom, sonstiges 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 [Thymom 840 | 120 40 | 00 | 16,0
Vagina Plattenepithelkarzinom 33,8 254 8,5 32,4 66,3
Vulva Plattenepithelkarzinom 44,6 34,7 6,6 14,0 55,3
Zervix Plattenepithelkarzinom 22,4 21,4 10,8 45,4 77,6
E Zervix adenosquamdses Karzinom 66,7 22,2 5,6 5,6 33,4
g Zervix Adenokarzinom 86,5 11,5 1,9 0,0 13,4
% Endometriumkarzinom endometrioid 95,9 0,0 41 0,0 41
§ Endometriumkarzinom seros 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
E’ Uterus Karzinosarkom 88,9 11,1 0,0 0,0 11,1
% Ovarialkarzinom endometrioid 84,7 10,2 51 0,0 15,3
(% Ovarialkarzinom seros 93,5 6,5 0,0 0,0 6,5
Ovarialkarzinom muzinos 93,5 4,3 2,2 0,0 6,5
Ovarialkarzinom klarzellig 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Karzinosarkom des Ovars 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabelle 7: CK13 Expression in Tumoren.
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% % % % %
Organ- Entitit bzw. Subentitit neg. | schwach | maRig | stark | gesamt
system pos. stark | pos. pos.
pos.
Granulosazelltumor des Ovars 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
% Leydig-Zelltumor des Ovars 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
% § Sertoli-Leydig-Zelltumor des Ovars 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
E g Sertoli-Leydig-Zell-Tumor des Ovars 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
:g = Steroidzelltumor des Ovars 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
© Brennertumor 13,2 13,2 0,0 73,7 86,9
- Invasives Mammakarzinom NST 98,4 1,3 0,1 0,2 1,6
é Mammakarzinom lobular 99,3 0,7 0,0 0,0 0,7
5 Mammakarzinom medullar 96,6 34 0,0 0,0 3,4
g Mammakarzinom tubular 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
g Mammakarzinom muzinés 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 Phylloidestumor der Mamma 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Adenomatdser Polyp, low-grade
Dysplasie 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Adenomatdser Polyp, high-grade
Dysplasie 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Colon Adenokarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
c Magen Adenokarzinom, diffuser Typ 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
g Magen Adenokarzinom, intestinaler
E Typ 92,3 51 1,3 1,3 7,7
% Osophagus Adenokarzinom 98,8 0,0 1,3 0,0 1,3
% Osophagus Plattenepithelkarzinom 48,6 22,9 8,6 20,0 51,5
_*E Analkanal Plattenepithelkarzinom 31,6 31,6 10,1 26,6 68,3
% Cholangiokarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
8 Hepatozellulares Karzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pankreas duktales Adenokarzinom 85,1 11,9 0,0 3,0 14,9
Pankreas/Papille Adenokarzinom 87,5 12,5 0,0 0,0 12,5
Pankreas Azinuszellkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Gastrointestinaler Stromatumor
(GIST) 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabelle 7 Fortsetzung: CK13 Expression in Tumoren.
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% % % % %
Organ- Entitit bzw. Subentitit neg. | schwach | maRig | stark | gesamt
system pos. stark | pos. pos.
pos.
Urothelkarzinom pTa G2 low grade 7,7 13,8 11,5 | 66,9 92,2
Urothelkarzinom pTa G2 high grade 30,1 17,7 10,6 | 41,6 69,9
Urothelkarzinom pTa G3 34,0 30,2 14,5 21,4 66,1
Urothelkarzinom pT2-4 G3 47,9 20,4 11,9 19,7 52,0
Harnblase Plattenepithelkarzinom 40,0 30,0 10,0 | 20,0 60,0
Harnblasenkarzinom kleinzellig
neuroendokrin 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Urothelkarzinom sarkomatoid 85,7 4,8 4.8 4,8 14,4
Urothelkarzinom des Nierenbeckens 41,0 27,9 8,2 23,0 59,1
Nierenzellkarzinom klarzellig 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nierenzellkarzinom papillar 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nierenzellkarzinom chromophob 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Onkozytom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
S Prostata Adenokarzinom Gleason
E 3+3 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
= Prostata Adenokarzinom Gleason
§ 4+4 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
EJ., Prostata Adenokarzinom Gleason
S |545 1000 | 0,0 00 | 00 | 00
Prostatakarzinom kleinzellig
neuroendokrin 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Seminom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
embryonales Karzinom des Hodens 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Leydigzelltumor des Hodens 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Sertolizelltumor des Hodens 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Keimstrang-Stroma-Tumor des
Hodens 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Spermatozytischer Tumor des
Hodens 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dottersacktumor des Hodens 97,5 0,0 2,5 0,0 2,5
Teratom 90,6 0,0 9,4 0,0 9,4
Penis Plattenepithelkarzinom 39,0 33,8 11,7 15,6 61,1

Tabelle 7 Fortsetzung: CK13 Expression in Tumoren.
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% % % % %
Organ- Entitit bzw. Subentitit neg. | schwach | maRig | stark | gesamt
system pos. stark | pos. pos.
pos.
Schilddriisenadenom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom papillar 97,6 2,4 0,0 0,0 2,4
Schilddriisenkarzinom follikular 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom medullar 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nebenschilddrisenadenom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom anaplastisch 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nebennierenrindenadenom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
< Nebennierenrindenkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
E Phaochromozytom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
e Appendix neuroendokriner Tumor
= (NET) 1000 | 0,0 00 | 00 0,0
é Kolorektal neuroendokriner Tumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
0 lleum neuroendokriner Tumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Lunge neuroendokriner Tumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pankreas neuroendokriner Tumor 98,9 1,1 0,0 0,0 1.1
Kolorektal neuroendokrines Karzinom
(NEC) 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Gallenblase neuroendokrines
Karzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pankreas neuroendokrines Karzinom | 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Hodgkin Lymphom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
% Kleinzelliges lymphozytisches B-Zell-
2 Lymphom (B-SLL/B-CLL) 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
-(C:_ Diffuses groRzelliges B-Zell-
£ Lymphom (DLBCL) 100,0 | 0,0 00 | 00 | 00
g g Lymphom follikular 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
% E T-Zell Non Hodgkin Lymphom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
-% Mantelzelllymphom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
§_ Marginalzonenlymphom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
g Diffuse large b cell ymphoma DLBCL
L des Hodens 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Burkitt Lymphom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabelle 7 Fortsetzung: CK13 Expression in Tumoren.
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% % % % %
Organ- Entitit bzw. Subentitit neg. | schwach | maRig | stark | gesamt
system pos. stark | pos. pos.
pos.
Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Granularzelltumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Leiomyom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Leiomyosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Liposarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Maligner peripherer
Nervenscheidentumor (MPNST) 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
E Myofibrosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
2 Angiosarkom 1000 | 0,0 00 | 00 0,0
3 [ Angiomyolipom 1000| 00 00 | 00 | 00
% Dermatofibrosarkoma protuberans 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
%’ Ganglioneurom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
g Kaposi-Sarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
o Neurofibrom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Z Sarkom, nicht anderweitig spezifiziert
% (NOS) 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
E Paragangliom 100,0 | 0,0 0,0 | 00 0,0
Ewing Sarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Rhabdomyosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Schwannom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Synoviales Sarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Osteosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Chrondrosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Rhabdoidtumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabelle 7 Fortsetzung: CK13 Expression in Tumoren.
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Tumorentitat 2 schwach | 2 maBig stark | stark pos.
pos. (%) pos. (%) (%)
Urothelkarzinom pTa G2 low grade 92,3 78,5 66,9
Brenner Tumor 86,8 73,7 73,7
Zervix Plattenepithelkarzinom 77,6 56,3 45,4
Pharynx Plattenepithelkarzinom 75,0 44,6 28,6
Urothelkarzinom pTa G2 high grade 69,9 52,2 41,6
Analkanal Plattenepithelkarzinom 68,4 36,7 26,6
Larynx Plattenepithelkarzinom 68,0 35,1 29,9
Parotis Warthin Tumor 66,7 10,4 2,1
Vagina Plattenepithelkarzinom 66,2 40,8 32,4
Urothelkarzinom pTa G3 66,0 35,8 21,4
Lunge Plattenepithelkarzinom 63,2 42,6 27,9
Penis Plattenepithelkarzinom 61,0 27,3 15,6
Harnblase Plattenepithelkarzinom 60,0 30,0 20,0
Urothelkarzinom des Nierenbeckens 59,0 31,1 23,0
Mundboden Plattenepithelkarzinom 55,9 23,6 12,6
Vulva Plattenepithelkarzinom 55,4 20,7 14,0
Urothelkarzinom pT2-4 G3 52,1 31,7 19,7
Osophagus Plattenepithelkarzinom 51,4 28,6 20,0
Haut Plattenepithelkarzinom 39,1 5,7 2,3
Zervix adenosquamoses Karzinom 33,3 11,1 5,6
Thymom 16,0 4,0 0,0
Ovarialkarzinom endometrioid 15,3 5,1 0,0
Pankreas duktales Adenokarzinom 14,9 3,0 3,0
Urothelkarzinom sarkomatoid 14,3 9,5 4,8
Zervix Adenokarzinom 13,5 1,9 0,0
Pankreas/Papille Adenokarzinom 12,5 0,0 0,0
Uterus Karzinosarkom 111 0,0 0,0
Teratom 9,4 9,4 0,0
Magen Adenokarzinom, intestinaler Typ 7,7 2,6 1,3
Ovarialkarzinom muzinds 6,5 2,2 0,0
Ovarialkarzinom serés 6,5 0,0 0,0
Parotis Pleomorphes Adenom 4,3 2,2 0,0
Endometriumkarzinom endometrioid 4,1 4.1 0,0
Mammakarzinom medullar 3,4 0,0 0,0
Basalzellkarzinom 2,7 0,0 0,0
Dottersacktumor des Hodens 25 2,5 0,0
Schilddrisenkarzinom papillar 24 0,0 0,0
Invasives Mammakarzinom NST 1,6 0,3 0,2
Osophagus Adenokarzinom 1,3 1,3 0,0
Pankreas neuroendokriner Tumor (NET) 1,1 0,0 0,0
Lunge Adenokarzinom 1,1 0,0 0,0
Mammakarzinom lobular 0,7 0,0 0,0

Tabelle 8: CK13 Positivitédt in Tumoren (Rangliste).
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Urothelca pTa G2 low grade
Brenner Tumor
Zervix PeCa
Pharynx PeCa
UrothelCa pTa G2 high grade
Analkanal PeCa
Larynx PeCa
Parotis Whartin Tumor
Vagina PeCa
UrothelCa pTa G3
Lunge PeCa
Penis PeCa
Harnblase PeCa
UrothelCa Nierenbecken
Mundboden PeCa
Vulva PeCa
UrothelCa pT2-4 G3
Osophagus PeCa
Haut PeCa
Zervix adenosquamdses Ca
Thymom
OvarialCa endometrioid
Pankreas duktales AdenoCa
UrothelCa sarkomatoid
Zervix AdenoCa
Pankreas/Papille AdenoCa
Uterus Karzinosarkom
Teratom
Magen AdenoCa, intest. Typ
OvarialCa seros
OvarialCa muzinds
Parotis Pleomorphes Adenom
EndometriumCa endometrioid
MammaCa medullar
BasalzellCa
Dottersacktumor Hoden
SchilddrisenCa papillar
Invasives MammaCa NST
Osophagus AdenoCa
Lunge AdenoCa
Pankreas NET

MammaCa lobular

0%

o e
@ o °
@ o °
@ o °
@ o °
@ o °
°
@ o °
@ o °
@ o °
(e] °
@ o °
@ o °
(e] °
o o
@ o °
@ o °
°
°
@ schwach
O maRig stark
@ stark
20% 40% 60% 80% 100%

Abb. 32: Positive Félle. Darstellung der CK13 schwach, méal3ig stark und stark positiven Félle,
sortiert nach der Haufigkeit der Positivitéat.

56



Abb. 33: Harnblase. Kréftige zytoplasmatische CK13 Positivitét in einem muskelinvasiven
Urothelkarzinom.

Abb. 34: Harnblase. Kréftige CK13 Positivitét in allen Zellen eines nicht-invasiven papilldren
Urothelkarzinoms (low-grade, pTaG2).
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Abb. 35: Uterus, Zervix. Starke CK13 Anférbung in allen Zellen eines Plattenepithelkarzinoms
der Zervix.

Abb. 36: Analkanal. Sehr starke CK13 Expression in allen Tumorzellen eines analen
Plattenepithelkarzinoms.
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Abb. 37: Mamma. MaRig starke bis starke CK13 Positivitét in den Tumorzellen eines invasiven
Mammakarzinoms vom nicht speziellen Typ (NST).

Abb. 38: Magen. MéRig starke CK13 Positivitét in knapp 50% der Tumorzellen eines
Adenokarzinoms des Magens (intestinaler Typ).
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Abb. 39: Ovar. Endometrioides Ovarialkarzinom mit fokaler CK13 Expression in einem Bereich
mit plattenepithelialer Differenzierung des Tumors.

Abb. 40: Parotis. Warthin-Tumor mit zahlreichen eingestreuten CK13 positiven Epithelzellen.
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3.4 CK13 und Tumorphanotyp in Urothel- und Plattenepithelkarzinomen

Die Beziehung zwischen CK13 Farbemustern und histopathologischen Parametern
beim Urothelkarzinom sind in Tabelle 9 dargestellt. Es zeigt sich bei urothelialen
Neoplasien eine signifikante Verminderung der CK13 Expression in Tumoren mit
héherem Malignitatsgrad und fortgeschrittenem pT Stadium (p<0,0001).

CK13 Status (%)

negativ schwach maRig stark stark

Alle 868 35,3 18,8 12,4 33,5
pTa G2 low 130 7,7 13,8 11,5 66,9 <0,0001
pTa G2 high 113 30,1 17,7 10,6 41,6
pTa G3 136 36,0 31,6 12,5 19,9
pT2-4 436 47,9 17,7 13,1 21,3
pTa G2 low 130 7,7 13,8 11,5 66,9 <0,0001
pTa G2 high 113 30,1 17,7 10,6 41,6
pTa G3 136 36,0 31,6 12,5 19,9
pT2 116 49,1 18,1 10,3 224  0,7250
pT3 206 49,5 17,5 12,6 20,4
pT4 102 43,1 17,6 18,6 20,6
G2* 20 25,0 5,0 5,0 65,0  0,0002
G3* 403 48,9 18,4 13,9 18,9
pNO* 244 50,4 19,3 10,2 20,1  0,1492
pN+* 170 43,6 17,3 17,9 21,2

Tabelle 9: Urothelkarzinome. Ergebnisse der CK13-Immunhistochemie der untersuchten
Urothelkarzinome in Bezug zu ihren histopathologischen Parametern. *nur >pT2
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Die Beziehung zwischen CK13 Befunden und dem Tumorphanotyp ist fur
Plattenepithelkarzinome der Zervix uteri in Tabelle 10 dargestellt. Dabei fand sich
ein signifikanter Zusammenhang zwischen verminderter CK13 Farbung und einem
hohen Malignitatsgrad (p=0,0295). Ein signifikanter Zusammenhang fand sich auch
zwischen einer verminderten CK13 Immunfarbung und einem verkirztem
rezidivfreien (p=0,0094, Abb. 41) und Gesamtuberleben (p=0,0274, Abb. 42).

CK13 Status (%)

n
negativ schwach maRig stark stark
Alle 176 23,9 23,3 10,8 42,0
pT1 113 23,0 22,1 9,7 45,1 0,5446
pT2 52 23,1 25,0 15,4 36,5
pT3-4 11 36,4 27,3 0,0 36,4
pNO 129 24,8 25,6 9,3 40,3 0,5216
pN1 45 22,2 17,8 15,6 44 4
Grade 1 1 0,0 0,0 0,0 100,0 0,0295
Grade 2 80 12,5 28,8 13,8 45,0
Grade 3 93 34,4 19,4 8,6 37,6

Tabelle 10: Plattenepithelkarzinome Zervix uteri. Ergebnisse der CK13-Immunhistochemie aller
untersucherten Plattenepithelkarzinome der Zervix uteri in Bezug zu ihrem Tumorphéanotyp.
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Abb. 41: Plattenepithelkarzinome Zervix uteri (Rezidivfreies Uberleben). Signifikanter
Zusammenhang zwischen verminderter CK13-Immunférbung und verklirztem rezidivfreiem

Uberleben.
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Abb. 42: Plattenepithelkarzinome Zervix uteri (Gesamtiiberleben). Signifikanter

Zusammenhang zwischen verminderter CK13-Immunférbung und verklirztem Gesamtiiberleben.
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In einer kombinierten Analyse von 1.151 Plattenepithelkarzinomen von 11
verschiedenen Ursprungsorten fand sich ebenfalls ein signifikanter Zusammenhang
zwischen verminderter CK13 Expression und hohem Malignitatsgrad (p=0,0050,
Tabelle 11). Daruber hinaus war bei Betrachtung aller Tumoren ein signifikanter
Zusammenhang zwischen verminderter CK13 Expression und dem Fehlen einer
HPV-Infektion nachweisbar (p=0,0002, Tabelle 12). Die separate Analyse der neun
in diese Analyse eingegangenen unterschiedlichen Subentitaten von
Plattenepithelkarzinomen ergab allerdings in keiner dieser Gruppen einen
signifikanten Zusammenhang zwischen dem HPV-Status und der CK13 Expression.
Es bestand auch keine einheitliche Tendenz zu mehr oder weniger HPV-Infektionen
in Tumoren mit geringer oder kraftiger CK13 Expression.

CK13 Status (%)

n
negativ schwach maRig stark stark
pT1 391 34,0 24,6 10,2 31,2 0,1722
pT2 325 34,2 31,7 9,2 249
pT3 152 34,2 30,3 14,5 211
pT4 134 37,3 30,6 9,0 23,1
pNO 449 31,2 27,8 10,7 30,3 0,8061
pN+ 356 34,3 27,5 10,1 28,1
G1 37 43,2 24,3 16,2 16,2 0,0050
G2 468 29,7 33,1 10,9 26,3
G3 351 40,2 23,1 8,8 27,9

Tabelle 11: Histopathologische Daten und CK13 Expression in Plattenepithelkarzinomen.
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CK13 Status (%)

HPV
n magi P
Status negativ schwach g stark
stark

Alle PeCa negativ 284 41,2 33,1 7,7 18,0 0,0002
positiv 239 26,8 31,0 10,9 31,4

Orale PeCa negativ 65 38,5 38,5 9,2 13,8 0,7639
positiv 13 30,8 53,8 7,7 7,7

PeCa Pharynx negativ 20 15,0 45,0 20,0 20,0 0,2444
positiv 33 27,3 24,2 121 36,4

PeCa Larynx negativ 49 34,7 32,7 4,1 28,6 0,2765
positiv 9 11,1 33,3 0,0 55,6

PeCa Zervix  negativ 10 30,0 20,0 10,0 40,0 0,9105
positiv 68 22,1 16,2 10,3 51,5

PeCa Vagina negativ 15 53,3 26,7 0,0 20,0 0,1293
positiv 15 26,7 26,7 20,0 26,7

PeCa Vulva negativ 53 47,2 26,4 7,5 18,9 0,2150
positiv 26 30,8 50,0 7,7 11,5

PeCa Penis negativ 30 43,3 30,0 13,3 13,3 0,7647
positiv 43 32,6 39,5 11,6 16,3

PeCa Haut negativ 37 59,5 37,8 0,0 2,7 0,3866
positiv 1 0,0 100,0 0,0 0,0

PeCa

Analkanal negativ 5 20,0 20,0 20,0 40,0 0,8504
positiv 31 29,0 32,3 12,9 25,8

Tabelle 12: HPV-Status und CK13 Expression.



4. Diskussion

Unsere erfolgreiche Analyse von 9.156 Tumoren von 131 verschiedenen
Tumortypen und Subtypen identifizierte eine CK13 Expression in 42 von 131
untersuchten Tumorkategorien und ermoglichte die Etablierung einer Rangliste
dieser Tumortypen nach der Rate der positiven Falle dieser Tumorarten. Die so
ermittelten Daten passen gut zu der bereits bekannten wichtigen Rolle von CK13
fur  Plattenepithelneoplasien. Alle 12  analysierten  Kategorien  von
Plattenepithelkarzinomen zeigten eine Positivitatsrate von >39% und waren alle in
den top 19 Positionen unserer Rangliste. Ahnlich hohe CK13 Positivitatsraten
fanden sich fur urotheliale Neoplasien. Zu Urothelkarzinomen gibt es eine neuere
Studie an 109 Proben welche einen Verlust der CK13 Expression in 57,8% der
Urothelkarzinome nachweist und diesen mit einem aggressivem Krankheitsverlauf
assoziiert (Worst et al., 2014). Einige altere Publikationen hatten bereits darauf
hingewiesen, dass CK13 sowohl in normalem Urothel wie auch in urothelialen
Karzinomen exprimiert wird und mit zunehmendem Malignitatsgrad und
fortgeschrittenem Stadium abnimmt. (Celis et al., 1996; Malecha & Miettinen, 1991;
Moll et al., 1988; Riedel et al., 2001; Schaafsma et al., 1990; Schaafsma et al.,
1991). RNA-Expressionsdaten welche mittels Next Generation Sequencing (NGS)
im Rahmen des The Cancer Genome Atlas (TCGA) und des International Cancer
Genome Consortiums (ICGC) erstellt worden waren, stellen heute ein wichtiges
Nachschlagewerk dar zur Ermittlung der Expression von interessierenden Genen in
relevanten Tumorarten (Consortium, 2020; International Cancer Genome et al.,
2010). Unsere Befunde werden von den TCGA-Daten unterstitzt, denn auch hier
stellen plattenepitheliale Karzinome und urotheliale Neoplasien die mit Abstand am
haufigsten CK13 exprimierenden Tumortypen dar. Dieses Expressionsverhalten in
Tumoren passt letztlich gut zum Expressionsverhalten von CK13 in
Normalgeweben, wo das Protein auch ganz uberwiegend in Plattenepithel und
Urothel exprimiert wird. Das weitgehende Fehlen einer CK13 Farbung in
Basaliomen der Haut passt ebenfalls gut zum CK13 Muster von Normalgeweben,
denn die Basalzellschicht ist in Plattenepithelien typischerweise CK13 negativ.

Eine geringe Rate an CK13 positiven Fallen (<15%) fand sich bei immerhin 20

verschiedenen Tumorarten. Diese gelegentliche Expression von CK13 in Tumoren,
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welche sich weder vom Urothel noch vom Plattenepithel ableitet, konnte prinzipiell
durch drei verschiedene Mechanismen erklart werden. Dazu gehort eine CK13
Expression in fokal plattenepithelial differenzierten Tumoranteilen von urspringlich
nicht plattenepithelialen Karzinomen, eine Neoexpression von CK13 in nicht
plattenepithelialen und nicht urothelialen Karzinomen ohne morphologische
Plattenepitheldifferenzierung oder (wahrscheinlich seltener anzutreffen) eine
Entstehung eines Tumors aus einer kleinen  Subpopulation von
physiologischerweise CK13 positiven Zellen des Ausgangsnormalgewebes. Eine
physiologische CK13 Expression findet sich beispielsweise in sehr kleinen
Subpopulationen von Speicheldrisenepithelien oder Endometriumdrisen und es
kann nicht ausgeschlossen werden, dass solche Zellen seltenerweise
Ausgangspunkt einer neoplastischen Transformation sein konnten. Eine
Plattenepitheldifferenzierung kommt in einem breiten Spektrum von Tumoren
gelegentlich vor. Dies gilt insbesondere fur Karzinome des Magens, Pankreas, der
Mamma, des Ovars aber auch des Urothels (Ahn et al., 2015; Cimino-Mathews et
al.,, 2016; Mahe & Sur, 2011; Minato et al., 2018; Voong et al., 2010). Die relativ
neue Kategorie der metaplastischen Mammakarzinome beinhaltet eine heterogene
Gruppe invasiver Karzinome, bestehend aus Adenokarzinomen mit Anteilen
spindelzelliger, plattenepithelialer oder mesenchymaler Differenzierung. Uber die
genaue Definition dieser Entitat treffen einige Autoren jedoch noch unterschiedliche
Aussagen (Langlands et al., 2016, Pezzi et al., 2007). Diese metaplastischen
Mammakarzinome machen 0,2-5% aller Mammakarzinome aus (Lakhani et al.,
2012). Innerhalb dieser Gruppe werden diejenigen mit plattenepithelialen Anteilen
verschiedensten Ausmafes mit 11-60% angegeben (Cimino-Mathews et al., 2016;
Jung et al., 2010). Eine altere, gezieltere Studie identifizierte in einer Kohorte von
1000 Patientinnen mit invasiven Mammakarzinomen einen Anteil von insgesamt
3,6% mit plattenepithelialen Foci (Fisher et al., 1975; Fisher et al., 1983). Im Magen
wurde bisher nur Uber 4 Falle von Plattenepithelkarzinomen berichtet (darunter 3
PeCa, 1 PeCa in situ) (Callery et al., 1985; Oono et al., 2010; Takita et al., 2005;
Vaughan et al.,, 1977). Auch das adenosquamdse Magenkarzinom mit
plattenepithelialer Differenzierung von definitionsgemafy =25% gilt mit <0,5% aller
Magenkarzinome als Seltenheit (Chen et al., 2015). Pankreaskarzinome werden als
adenosquamas eingestuft, wenn sie einen plattenepthelialen Anteil von mindestens
30% aufweisen (Hruban et al., 2007; Gill et al., 2019). Dieser Entitat wird ein Anteil
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von 0,38-10% der Pankreaskarzinome zugeschrieben, die meisten Studien

sprechen allerdings von maximal 4% und die bisher grote Studie wies einen Anteil
von nur 0,4% auf (Baylor & Berg, 1973; Borazanci et al., 2015; Kardon et al., 2001).
Lediglich Voong et al. berucksichtigten in ihrer Studie an 3651 Praparaten samtliche

Anteile plattenepithelialer Differenzierung und identifizierten eine solche in 1,2%

aller Falle, innerhalb derer 31,6% einen Anteil von <30% hatten (Voong et al., 2010).

Auch in Bezug auf das Kolon gibt es sehr seltene Fallberichte Uber plattenepitheliale

Differenzierung in undifferenzierten oder Adenokarzinomen (Onishi et al., 1996;

Santos et al., 1992). Tabelle 13 zeigt eine Darstellung der gut erforschten Haufigkeit

von Plattenepitheldifferenzierung in Urothelkarzinomen.
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Shapur et al., 2011 HB 760 29 /
Ehdaie et al., 2012 HB 2031 3,3 /
Shah et al., 2013 HB 589 54 /
Mitra et al., 2014 HB 2444 5,8 0,9
Lee et al., 2014 HB 355 59 /
C.E.Lietal, 2016 HB nicht invasiv 158 6 /
Lee et al., 2014 oH 341 6,7 /
Tang et al., 2016 oH 687 7,7 1,2
Krasnow et al., 2017 HB invasiv 303 7,9 0,7
Kastritis et al., 2006 HB,U,NB 446 9,5 /
Rink et al., 2012 oH 1648 9,9 /
Linder et al., 2013 HB 1211 10 /
Wasco et al., 2007 HB 448 10 /
Kim et al., 2010 oH pTa-pT3NOMO 238 10,1 /
Moschini et al., 2017 HB 1067 10,2 /
Monn, Kaimakliotis, Pedrosa et al.,
2015 HB 624 10,9 /
Xylinas et al., 2013 HB 1983 11,4 /
Sefik et al., 2018 HB invasiv 146 11,6 /
Erdemir et al., 2007 HB 223 12,1 /
Soave et al., 2015 HB 485 12,6 /
Kim et al., 2012 HB 1013 13 1,3
Turker et al., 2012 HB 379 13 2
Perez-Montiel et al., 2006 NB high-grade 108 13 /
Monn, Kaimakliotis, Cary et al.,
2015 HB invasiv 411 13,6 /
Lopez-Beltran et al., 1988 HB papillar 145 13,8 2,8
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Lietal., 2017 HB pT1 1676 14 /
Gluck et al., 2014 HB invasiv 348 14,9 /
Lopez-Beltran et al., 1988 HB solide 45 15,6 /
Erdemir et al., 2008 HB 236 15,7 /
Makise et al., 2015 oH 140 16 /
Yang et al., 2002 HB invasiv 310 16,8 /
unresektabel/

Hsieh et al., 2015 HB, oH metastasierend 206 18 /
Langner et al., 2006 oH 268 18 /
Liu et al., 2017 HB 244 19,3 /
Minato et al., 2018 HB invasiv 101 19,8 /
Jankovic Velickovic et al., 2011 oH 44 20 /
Vecchioli Scaldazza & Morosetti,

1992 HB 224 20,1 /
Lopez-Beltran et al., 2007 HB 115 21 /
Antunes et al., 2007 HB 113 221 /
Xuetal,, 2017 HB nicht invasiv 869 22,4 1,2
Jang et al., 2013 oH 56 23,2 /
Minato et al., 2017 HB invasiv 38 23,7 /
Fung et al., 1991 HB invasiv 39 28 /
Choi et al., 2014 HB invasiv 73 32 /
Mazzucchelli et al., 1994 HB invasiv 70 33 /
Lopez-Beltran et al., 2007 NB 30 43,3 /
Jozwicki et al., 2005 HB invasiv 38 47 /
Jenkins et al., 1990 HB invasiv 125 58 /
Martin et al., 1989 HB invasiv 100 60 /

Tabelle 13: Plattenepithelialer Differenzierung in Urothelkarzinomen (Literatur). Sortiert nach
ansteigender Haufigkeit. HB: Harnblase, oH: obere Harnwege, NB: Nierenbecken, U: Ureter.
Berichte liber gemischte Varianten nicht angegeben, wenn nicht spezifiziert, ob plattenepithelial
beinhaltet war.

In Zusammenschau ist aus der Variabilitdt dieser Daten zu entnehmen, dass das
Erkennen von fokaler plattenepithelialer Differenzierung unter den Bedingungen der
Routinediagnostik nicht trivial ist. Moglicherweise ist die nicht komplett konsequente
Registrierung des Befundes ,fokale plattenepitheliale Differenzierung” bedingt
durch die unklare klinische Bedeutung dieses Befundes. Allerdings gibt es
verschiedene Daten, die auf eine klinische Bedeutung einer fokalen
Plattenepithelmetaplasie hindeuten. Metaplastische Mammakarzinome haben
insgesamt eine schlechtere Prognose als die sehr aggressiven triple-negativen
Mammakarzinome (TNBC) (Tray et al., 2019). Dabei scheint ein plattenepithelialer
Anteil mit zwar niedrigerem Staging im Vergleich zu z.B. gemischt
plattenepithelial/spindelzelligem einherzugehen, dafir aber mit haufiger
Lymphknoten-Beteiligung (Leyrer et al., 2017; Rakha et al., 2015). Pai et al.
berichten, dass metaplastische Mammakarzinome mit einem plattenepithelialen
Anteil von >90% ein kirzeres krankheitsfreies Uberleben zeigten als bei Anteilen
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<40% und sprechen sich daher fir eine Quantifizierung des Anteils im Rahmen der
Prognosestellung aus (Pai et al., 2016). Adenosquamodse Karzinome des Pankreas
werden im Vergleich zu den reinen Adenokarzinomen mit schlechterer
Differenzierung, haufigeren Lymphknoten-Metastasen und perineuraler Invasion,
insgesamt aggressiverem Verlauf und schlechterer Prognose assoziiert (Boyd et al.,
2012; Madura et al., 1999; Voong et al., 2010). Aktuell liegt fir diese Entitat der
Cutoff bei mind. 30% plattenepithelialem Anteil. Es wird jedoch von mehreren
Autoren empfohlen, Karzinome mit jeglicher plattenepithelialer Beteiligung in diese
Kategorie mit aufzunehmen da auch ein sehr geringer Anteil fur ein aggressives
Verhalten sprechen kénnte (Kardon et al., 2001; Murakami et al., 2003). So fanden
bspw. Voong et al. in ihrer Studie keinen Unterschied in Uberlebensraten zwischen
Patienten mit >30% oder <30% plattenepithelialem Anteil (Voong et al., 2010). Bei
Urothelkarzinomen zeigten bspw. Ehdaie et al.,, dass eine plattenepitheliale
Differenzierung mit schlechterem Gesamt- und krankheitsspezifischem Uberleben
assoziiert ist (Ehdaie et al., 2012). Makise et al. fand hingegen, wie viele andere
Autoren, dass eine Assoziation mit Uberlebensdaten in multivariaten Analysen nicht
standhielt und spricht der plattenepithelialen Differenzierung aufgrund ihrer
Assoziation mit hohem Staging und Grading, haufiger lymphovaskularer Invasion
und Lymphknoten-Metastasen zwar eine Rolle in der Progression der Erkrankung
aber keine individuelle prognostische Rolle zu (Makise et al., 2015). Eine
tabellarische Darstellung von Studien, welche die klinische Bedeutung einer fokalen
plattenepithelialen Differenzierung in Urothelkarzinomen untersucht haben, ist in

Tabelle 14 dargestellt.
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Izard et 3.387 oS/ hoch /
al., 2015 0,268 <0,001 0,519
Ehdaie et | 2.031 CSS,0S
al., 2012 invers
<0,001
Xylinas 1.984 CSS/ hoch haufig haufig
et al., 0,52 <0,001 <0,001 0,007
2013
Lietal., 1.676 CSs haufig hoch haufig
2017 invers 0,026 0,022 | <0,001
<0,001
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Rink et 1.648 haufig hoch haufig haufig
al., 2012 <0,05 <0,005 <0,005 | <0,005
Kim et 1.013 CSS /* /* hoch* /*| haufig®
al., 2012 0,71 0,14 <0,0001 0,95 0,05
Xu et al., 869 RFS | haufig* /* hoch*
2017 invers*® 0,008 0,909 | <0,001
<0,001
PFS /*
0,813
Yu et al., 770 CSS/ / hoch hoch haufig
2019 0,051 0,074 0,022 0,001 0,024
Lee et 696 CSss hoch* hoch* | haufig* I*
al., 2014 invers*® <0,001 <0,001 0,034 0,151
0,025
oS /*
0,053
Tang et 687 CSS /* hoch* hoch* haufig*
al., 2016 0,076 <0,001 <0,001 0,001
RFS /*
0,126
Monn, 624 oS/
Kaimakli 0,213
otis,
Pedrosa
et al,,
2015
Frazier et 531 CSS/
al., 1993 >0,05
Mitra et 518 | OS /0,40 hoch
al., 2014 RFS/ <0,001
0,79
Kastritis 446 0s/ gleich
et al., 0,720 0,210
2006
Lietal., 426 sch-
2018 lecht
0,019
Yang et 310 CSS/
al., 2002 0,06
Krasnow 303 | CSS/*0,7
etal., 0S/*0,6
2017
Scosyrev 295 besser*
et al.,, 0,09
2011
Langner 268 MFS hoch hoch
et al.,, invers <0,001 <0,001
2006 0,001
Liu et al., 244 hoch haufig
2017 0,003 0,04
Kim et 238 RFS haufig
al., 2010 invers 0,001
0,019
CSS/
0,353
Minato et 224 MFS
al., 2022 invers
0,027
oS
invers
0,048
Erdemir 223 invers* | haufig* hoch* hoch*
et al., <0,027 0,022 0,001 0,001
2007
Billis et 165 hoch*
al., 2001 <0,0001
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C.E.Li 158 oH
etal., haufig
2016 <0,001
HB/
0,1808
Sefik et 146 CSS/ hoch hoch /
al., 2018 0,743 0,040 0,020 0,723
oS/
0,626
Makise et 140 CSS/ hoch hoch haufig haufig
al., 2015 0,69 0,021 0,014 0,022 | 0,0006
0S /0,72
MFS /
0,99
Zargar- 126 os r* * /* I* gleich*
Shoshtari 0,73 0,81 0,16 0,74 0,77
etal., (n.a.)
2016
Antunes 113 CSss haufig hoch
et al,, invers 0,001 0,031
2007 0,002
Minato et 101 oS hoch haufig haufig
al., 2018 invers 0,020 0,048 0,044
0,024
RFS/
0,064
Martin et 100 sch-
al., 1989 lecht
<0,005
Jankovic 44 hoch hoch haufig
Velickovi <0,05 <0,05 | <0,005
cetal,
2011
Minato et 38 | DFS, OS haufig sch-
al., 2017 invers 0,009 lecht
<0,001 0,031
(n.a.)
Lopez- 145 HB / HB | HB hoch HB
Beltran et (115 0,169 TalT1 0,005 hoch
al., 2007 HB, NB / haufig NB / 0,05
30 0,273 0,021 0,106 NB /
NB) 0,439

Tabelle 14: Klinische Bedeutung fokaler plattenepithelialer Differenzierung in
Urothelkarzinomen (Literatur). Auffiihrung signifikanter, in multivariater Analyse bestehender
Assoziationen im Vergleich zu reinen Urothelkarzinomen, sortiert nach absteigender Studiengréf3e.
LVI: Lymphovaskulére Invasion, CSS: Cancer Specific Survival, OS: Overall Survival, DFS:
Disease Free Survival, MFS: Metastasis Free Survival, PFS: Progress Free Survival, RFS:
Recurrence Free Survival, /: keine signifikante Assoziation, *:plattenepitheliale und glandulare
Anteile, HB: Harnblase, NB: Nierenbecken, oH: obere Harnwege, n.a.: neoadjuvant. Genaue
Organe und eingrenzende pathologische Parameter wurden im Interesse der Ubersichtlichkeit
nicht angefiihrt.

Moglicherweise ware eine zuverlassigere (z.B. durch den Einsatz einer
immunhistochemischen Zusatzuntersuchung) Identifizierung einer
Plattenepitheldifferenzierung die Voraussetzung, um klare Studienergebnisse zur
klinischen Relevanz dieses Befundes zu erzielen. Da CK13 sowohl
Plattenepithelmetaplasien wie auch Urothel farbt, kommt die CK13
Immunhistochemie hierfur nicht in Frage. Auch beim Warthin-Tumor der
Speicheldriusen, einem weiteren Tumor in den top 19 unserer CK13-Rangliste, sind
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plattenepitheliale Metaplasien und auch plattenepitheliale Karzinome bekannt
(Damjanov et al., 1983; Kim & Kim, 2019). Eine de novo CK13 Expression in einem
malignen Tumor ist nicht immer mit einer plattenepithelialen Tumormorphologie
assoziiert. Dies ist tumorbiologisch nicht Uberraschend, denn es ist gut bekannt,
dass im Rahmen der mit der Tumorprogression einhergehenden zellularen
Entdifferenzierung es zu einer zunehmenden Deregulierung der Expression von
zahlreichen Genen kommt, welche im Vergleich zu der Ausgangszelle entweder
vermindert oder vermehrt exprimiert werden kénnen (Bishop & Weinberg, 1996).
Die aberrante Expression vieler dieser Gene ist tumorbiologisch funktionell nicht
relevant (Greenman et al., 2007; Stratton, 2011; Wood et al., 2007). Dies durfte
auch fur CK13 zutreffen, denn fur dieses Intermediarfilamentprotein sind keine
signifikanten tumorsuppressiven oder onkogenen Funktionen bekannt. Gerade
angesichts fehlender onkogener Eigenschaften des CK13 Proteins ist davon
auszugehen, dass eine de novo Expression von CK13 in Tumoren, welche nicht
von Urothel oder Plattenepithel ausgehen und nicht mit einer fokalen
plattenepithelialen Differenzierung assoziiert sind, eher einen biologisch
irrelevanten ,Bystander-Effekt® darstellen. Der Bystander-Effekt beschreibt
Reaktionen benachbarter (Nichtziel-) Zellen auf von stressexponierten Zielzellen
freigesetzte Faktoren. Stress 16st sowohl in den direkt betroffenen als auch in
umstehenden Zellen aufgrund der Vielfalt an Mechanismen eine komplexe
biologische Reaktion aus. Es gibt Hinweise auf eine Beteiligung von unter anderem
RNA, Proteinfaktoren und DNA-Molekilen und somit Signalwegen, die zu
Veranderungen in der Genexpression fuhren kénnen (Verma & Tiku, 2017).

Die statistisch signifikante Assoziation zwischen einer verminderten CK13
Expression und einem hohen Malignitatsgrad beziehungsweise einer ungunstigen
Prognose in unseren 176 Zervixplatteneptihelkarzinom-Patientinnen und die
signifikante statistische Beziehung zwischen einem CK13 Expressionsverlust und
einem hohen Malignitdtsgrad in einer Zusammenstellung von 1.151
Plattenepithelkarzinomen von 11 verschiedenen Ursprungsorganen passt gut zu
Daten einer Reihe friherer Studien, welche bereits Uber einen Zusammenhang
zwischen CK13 Verlust und ungunstigem Tumorverlauf bei
Plattenepithelkarzinomen berichtet hatten. Tabelle 15 zeigt eine Zusammenstellung
von Studien, welche die Beziehung zwischen der CK13 Expression und
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Patientenprognose oder histopathologischen Malignitatsparametern  beim
Plattenepithelkarzinom untersucht hatten, zusammen mit Angaben Uber
identifizierte statistisch signifikante Zusammenhange.
c
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keine
Yagyuu et al., 2015 Mundhdhle PeCa 94 | (EFS) keine | keine
Hartanto et al., 2015 Mundhohle PeCa 41 keine
Kitamura et al., 2012 Mundhohle PeCa 213 invers
Sakamoto et al., 2011 Mundhohle PeCa 143 invers
Wils et al., 2020 Mundhdhle Dysplasie 84 invers
Schaaij-Visser et al.,
2010 Mundhdhle Leukoplakie 48 keine
Mundhdhle & Pharynx
Depondt et al., 1999 PeCa 26 invers | invers
Mundhdhle & Pharynx
Safadi et al., 2019 PeCa 100 invers
Yanagawa et al., 2007 Zunge PeCa 121 invers
Pandey et al., 2021 Zunge PeCa 146 | positiv* keine | invers
Xu etal.,, 2018 Kopf & Hals PeCa 106 invers
He et al., 2015 Osophagus PeCa 106 invers
van Bommel et al.,
1994 Zervix PeCa 80 | positiv** keine | keine | invers
Carrilho et al., 2004 Zervix PeCa 54 invers
Nair et al., 1997b Zervix PeCa 106 invers
Kruse et al., 2004 Zervix CIN 90 invers
Southern et al., 2001 Zervix CIN 59 invers***
Cohen et al., 1997 Lunge NSCLC 66 | keine
Kim et al., 2004 Magen Adenokarzinom 329 invers
Harnblase
Reedy et al., 1990 Urothelkarzinom 7 positiv
Harntrakt
Schaafsma et al.,, 1990 | Urothelkarzinom 59 invers

Tabelle 15: Prognostik (Literatur). Beziehung zwischen CK13-Expression und Patientenprognose.

EFS: Event Free Survival, *in Kombination mit Involucrin, ** in Gruppe mit LK-Metastasen, *** in
high-grade Lé&sionen.

Bei einem Teil der Studien mit inkonklusiven Daten durfte eine eher geringe Zahl
der untersuchten Patienten eine Teilursache fur das Fehlen eindeutiger
Zusammenhange dargestellt haben. Einige, insbesondere grof3ere Studien hatten
aber signifikante Assoziationen gezeigt. So fanden Pandey et al. in einer
Untersuchung der CK13 und Involucrin (IVL) Expression von 146 PeCa der Zunge,
dass ein Verlust der beiden mit schlechter Differenzierung und einem reduzierten 5-

Jahres Gesamtuberleben assoziiert ist und empfehlen die Kombination als
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prognostischen Biomarker (Pandey et al., 2021). Auch Kitamura et al. zeigten in 213
Fallen oraler Leukoplakien und PeCa eine Abnahme der CK13 Expression mit
Voranschreiten der Entdifferenzierung und schlugen eine Kombination von CK13-
ICK17+ als Marker flr maligne Transformation vor (Kitamura et al., 2012). Van
Bommel et al. zeigten an 80 PeCa der Zervix lediglich in der Gruppe mit
Lymphknoten-Metastasen  eine  geringere  Rezidivrate und  besseres
Gesamtuberleben bei CK13 Positivitat. Dazu war die CK13 Expression hoher in
besser differenzierten als in wenig differenzierten Karzinomen (van Bommel et al.,
1994). Auch fur Urothelkarzinome der Harnblase konnten Schaafsma et al. an 59
Proben zeigen, dass die Expression von CK13 mit steigendem Grading abnahm
und in infiltrierenden Karzinomen komplett verloren ging (Schaafsma et al., 1990).
Insgesamt war eine reduzierte CK13 Expression bei Plattenepithelkarzinomen von
4 verschiedenen Ursprungsorganen, namlich Mundhdhle (incl. Zunge), Pharynx,
Zervix sowie Kopf und Hals Tumoren mit ungunstiger Prognose und bei
Plattenepithelkarzinomen von 5 verschiedenen Ursprungsorganen mit ungunstigem
histologischem Phanotyp assoziiert. Da fur das Protein CK13 keine
tumorsuppressiven Eigenschaften bekannt sind, ist am ehesten davon auszugehen,
dass auch der Verlust der CK13 Expression keine spezifische tumorbiologische
Rolle spielt, sondern eher eine ,Bystander-Lasion“ darstellt welche im Rahmen der
Tumordedifferenzierung entstanden ist. Der Verlust von Proteinen im Rahmen der
Tumorentdifferenzierung betrifft meistens primar Proteine, welche fur Tumorzellen
nicht essenziell sind, beziehungsweise nicht unbedingt bendtigt werden. Ein Verlust
von CK13 scheint bei einigen Tumoren schon fruh in der Tumorentwicklung
aufzutreten, denn ein CK13 Verlust wurde bei Plattenepithelien verschiedener
Organe auch in dysplastischen beziehungsweise prakanzerdsen Lasionen
gefunden, bevor es zur Entstehung eines invasiven Karzinoms kam (Kitamura et
al., 2012; Carrilho et al., 2004; Ueno et al., 2003). Die Befunde zur Untersuchung
von CK13 in Dysplasien und Karzinomata in situ sind in Tabelle 16 dargestellt. Es
wurde auch vorgeschlagen, dass die CK13 Immunhistochemie ein Hilfsmittel zur
objektiveren Diagnose einer Dysplasie von Plattenepithel darstellen kénnte (Abé et
al., 2017; Bloor et al., 2001; Garcia et al., 2016; Ikeda et al., 2020; Yagyuu et al.,
2015). Eine Kombination mit den Markern Ki-67 und CK19 oder CK17 konnte in der
Unterscheidung zwischen oralen plattenepithelialen Dysplasien und CIS zusatzlich
helfen (Kobayashi et al., 2010; Mikami et al., 2011).
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Noguchi et al.,
2011 V(n=8) SV(n=8)
Hasegawa et al.,
2017 11%(n=9) 0%(n=19)
Kobayashi et al.,
2010 100%(n=57) 89%(n=36) 16%(n=75) 11,5%(n=26)
Mikami et al.,
2011 100%(n=71) | 100%(n=102) 6,5%(n=152) 4% (n=82)
Bloor et al., 2001 100%(n=9) 100%(n=7) 0%(n=7) 52,2%(n=23)
Nobusawa et al.,
2014 100%(n=43) 51%(n=63) 28%(n=40)
Mundhéhle Farrukh et al., fokal in fokal in
2015 56,2%(n=16)* | 59,5%(n=37)
Ikeda et al., 2020 ~77%(n=30) ~85%(n=46) 40%(n=53)
Noguchi et al.,
2017 100%(n=1)
Wils et al., 2021 47%(n=53)
Ohkura et al.,
2005 LV(n=1) LV(n=5) SV(n=4) SV(n=21)
Kitamura et al.,
2012 30%(n=20) 50%(n=8) 16,7%(n=6) 3%(n=105)
Ibrahim,
Warnakulasuriya
et al., 1998 100%(n=40)
Lippe Garcia et al., 2016 100%(n=33) 95%(n=20)
(aktinische | dos Santos et al.,
Cheilitis) 2003 62,5%(n=8) 83%(n=18) 75%(n=8)
Raspollini et al., 100%
2007 (n=428)
Carrilho et al., SCC:
2004 22,2%(n=9) 25%(n=40)
SCC: 50-
75%(n=23)
Smedts et al., 75-100% 75-100% 50-75% divers**:
1994 (n=16) (n=25) (n=26) 0%(n=16)
Zemix SCC: 69,8%
(n=106)
AdenoCa:
Nair et al., 1997 97%(n=72) 76%(n=93) 33% (n=42)
Malecha &
Miettinen, 1992 28,6%(n=7) 58,3%(n=12)
Southern et al.,
2001 100%(n=49) 76%(n=10)
Litvinov et al., 75-100%
1996 (n=39)
Malecha &
Larynx Miettinen, 1991 60%(n=10)*** 60%(n=20)
Ueno et al., 2003 100%(n=3) 81,8%(n=11)
Osophagus Takashima et al.,
2012 69%(n=64) 48%(n=66)*
Sinus Murakami & Saito, fokal in
piriformis 1990 100%(n=2) 100%(n=3) 40%(n=5) 85,7%(n=7)
Dasgupta et al., 85%
Vulva | 558 (n=54)"***

Tabelle 16: Studien. Ergebnisse aus Untersuchungen zur Positivitédtsrate von CK13 in Dysplasien,
Karzinomata in situ und invasiven Karzinomen. Falls keine Angabe liber Grad der Dysplasie:
Zuteilung in moderate Dysplasie. V:Verlust, LV: Leichter Verlust, SV: Schwerer Verlust
*Kategorieangabe: schwere Dysplasie/CIS, **AdenoCa, Adenosquaméses Ca, Neuroendokrines
Ca, ***larynx, epiglottis, pyriform sinus, ****differentiated vulvar intraepithelial neoplasia
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Bei der Besprechung der Rolle von Uberexpression und verminderter Expression
von CK13 in der Entstehung und Progression von Neoplasien muss der besondere
Status der Haut berlcksichtigt werden. Die Haut ist das einzige von Plattenepithel
bedeckte Organ, dessen Plattenepithel normalerweise CK13 negativ ist. Hierzu
passt, dass die Plattenepithelkarzinome der Haut das Plattenepithelkarzinom mit
der geringsten Positivitatsrate fur CK13 darstellen (39,1% in unserer Studie).
Allerdings muss fur die Haut davon ausgegangen werden, dass hier kein CK13
Expressionsverlust in einem Teil der Falle, sondern im reziproken Teil der Falle ein
Zugewinn von CK13 vorliegt. Es ware also damit zu rechnen, dass im Plattenepithel
der Haut der Nachweis von CK13 fur eine Dysplasie sprechen wirde und in
invasiven Plattenepithelkarzinomen der Haut fur eine ungunstigere Prognose oder
ein ungunstigeres Tumorstadium. Die wenigen Studien, die es zu diesem Thema
gibt, haben folgendes gezeigt: Nischt et al. wiesen 1988 erstmals eine CK13-
Expression, bzw. einen CK1/CK13-Switch von epidermaler zu mucosaler
Differenzierung in  differenzierten suprabasalen Bereichen epidermaler
Plattenepithelkarzinome von Mausen nach, was von anderen Untersuchern
bestatigt wurde (Mitsunaga et al., 1995; Nischt et al., 1988; Rundhaug et al., 1997;
Tong et al, 1998). Dies konnte in frihen Untersuchungen an kleinen
Patientenkollektiven (n<8) fiur humane epidermale Plattenepithelkarzinome
zunachst nicht bestatigt werden (Kuruc et al., 1989; Moll, Franke, et al., 1982; Suo
et al., 1993). Hudson et al. berichteten spater in einer gréReren Studie (n=71)
hingegen von einer de novo CK13-Expression in Plattenepithelkarzinomen der Haut
sowie von einer hochregulierten Genexpression. Sie fanden eine Expression in 58%
der gut, 43% der maRig und 0% der schlecht differenzierten
Plattenepithelkarzinome und lieferten damit Hinweise auf eine reziproke Korrelation
zu dem Tumorgrad (Hudson et al., 2010). In unserer Studie war die Zahl der
untersuchten Plattenepithelkarzinome der Haut (n=87) zu gering, um Beziehungen
zu Grad und Stadium zu evaluieren. Die gro3e Zahl der in unserer Studie
untersuchten urothelialen Neoplasien erlaubte bei Urothelkarzinomen der
Harnblase (n=980) eine umfassende Evaluation der Beziehung zwischen CK13
Immunfarbung und dem Tumorphanotyp. Die hierbei aufgefundene statistisch
signifikante Assoziation zwischen einem Verlust von CK13 in Tumorzellen und
einem hohen Malignitatsgrad beziehungsweise einem invasiven Tumorwachstum

von urothelialen Neoplasien entspricht im Wesentlichen den Befunden der meisten
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anderen Arbeitsgruppen bei Plattenepithelkarzinomen. In unserer Studie fand sich
eine CK13 Positivitat in 75,6% der nicht invasiven und 52,1% der muskelinvasiven
Urothelkarzinome. Frihere Studien hatten eine CK13 Positivitat von 0%-67% von
muskelinvasiven Urothelkarzinomen berichtet (Schaafsma et al., 1990; Worst et al.,
2014). Eine weitere Studie zeigte fir muskelinvasive Karzinome eine Positivitat von
88,9% bis 100% (Riedel et al., 2001). Berichte Uber die CK13 Positivitat in nicht-
invasiven Tumoren waren meist nur eingeschrankt vergleichbar mit unseren Daten.
Schaafsma et al. fanden eine CK13-Positivitat in 100% der immunhistochemisch
untersuchten nicht-invasiven pTa Tumoren, Celis et al. konnten dies mittels
Gelelektrophorese bestatigen (Celis et al., 1996; Schaafsma et al., 1990). Worst et
al. fanden in einer Kohorte, die neben den nicht-invasiven pTa Tumoren auch die in
unserer Studie nicht enhaltenen pTis und pT1 Tumoren umfasste, eine CK13-
Positivitat von 46,9% (Worst et al., 2014). Rubenwolf et al. hatten an
Harnblasenbiopsien Uber eine verminderte CK13 Expression im Urothel von
Patienten mit vorangegangener Blasenextrophie berichtet (Rubenwolf et al., 2021).
Die Blasenextrophie gilt als fakultative Prakanzerose fur die Entstehung von
urothelialen Neoplasien. Die Befunde von Rubenwolf et al. kdnnten somit darauf
hindeuten, dass auch im Falle von urothelialen Neoplasien der Verlust von CK13
auf eine Dysplasie hindeuten konnte. Studien an ausreichend grofl3en
Patientenkollektiven zur Klarung der Frage, ob dies von mdglicher klinischer
Bedeutung sein konnte, fehlen allerdings bisher.

Unsere Studie stellt mit 9.156 erfolgreich untersuchten Tumoren die mit Abstand
grofdte Studie zur CK13 Immunhistochemie an humanen Tumoren dar. Eine
PubMed® Suche mit den Kriterien Cytokeratin13/CK13/Keratin13/K13/KRT13,
immunohisto*, cancer/carcinoma/tumor hatte fir den Zeitraum bis zum 26.06.2022
65 Studien ergeben, welche immunhistochemisch die Expression von CK13 bei
Tumoren untersucht hatten. Die Ergebnisse der 53 anhand ihrer Entitaten
vergleichbaren Studien an insgesamt 2.880 Tumoren (31,5% der in unserer Studie
untersuchten Tumoren) im Vergleich zu unseren eigenen Daten ist in Abb. 43
dargestellt.
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Abb. 43: Studienergebnisse. Ergebnisse vorhandener Studien im Vergleich zu eigenen Daten.
Vergleichbare Daten mit der Unterscheidung UrothelCa, pTa G2 low vs. high grade waren nicht
vorhanden, weshalb die Kategorie UrothelCa, pTa G2 verglichen wurde.
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Abb. 43 Fortsetzung: Studienergebnisse. Ergebnisse vorhandener Studien im Vergleich zu

eigenen Daten.
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Literaturverweise zu den Daten aus Abb. 43:

Analkanal Plattenepithelkarzinom: (Lee et al., 2003)

Angiosarkom: (Agaimy et al., 2012)
Basalzellkarzinom: (Schirren et al., 1997)
Brenner Tumor: (Riedel et al., 2001)
Cholangiokarzinom: (Lee et al., 2003)

Endometriumkarzinom endometrioid: (Malecha & Miettinen, 1991)
Haut Plattenepithelkarzinom: (Hudson et al., 2010; Suo et al., 1993; van Dorst et al., 1998)
Hepatozellulares Karzinom: (Lee et al., 2003)

Invasives Mammakarzinom (NST): (Malecha & Miettinen, 1991; van Dorst et al., 1998; Yin et
al., 2022)

Kolon Adenokarzinom: (Lee et al., 2003; Madoz-Gurpide et al., 2007; van Dorst et al., 1998)
Larynx Plattenepithelkarzinom: (Malecha & Miettinen, 1991; Suo et al., 1993; Ueno et al.,
2003; van der Velden et al., 1997; van Dorst et al., 1998)

Leimyosarkom: (Miettinen, 1991)

Lunge Adenokarzinom: (Malecha & Miettinen, 1991; van Dorst et al., 1998)

Lunge kleinzelliges Karzinom: (Malecha & Miettinen, 1991; Sarbia et al., 1997)
Lunge Plattenepithelkarzinom: (Fukai et al., 1995; Suo et al., 1993; van Dorst et al., 1998)
Magen Adenokarzinom, diffuser Typ: (Kim et al., 2004)

Magen Adenokarzinom, intestinaler Typ: (Kim et al., 2004)

Magen Adenokarzinom (NST): (Lee et al., 2003; Taniére et al., 2001; van Dorst et al., 1998)
Merkelzellkarzinom: (Inoue et al., 1997)

Mesotheliom: (Malecha & Miettinen, 1991)

Mundhéhle PeCa: (Adami et al., 2017; Al-Eryani et al., 2016; Bloor et al., 2001; Farrukh et al.,
2015; Garcia et al., 2016; Hasegawa et al., 2017; Ibrahim, Bertelsen, et al., 1998; Kobayashi
et al., 2010; Malecha & Miettinen, 1991; Mikami et al., 2011; Romafiach et al., 2010; Suo et
al., 1993; Ueno et al., 2003; van Dorst et al., 1998)

Nierenzellkarzinom: (Leuschner et al., 1991; Malecha & Miettinen, 1991; van Dorst et al.,
1998)

Osophagus Adenokarzinom: (Taniére et al., 2001; van Dorst et al., 1998)

Osophagus Plattenepithelkarzinom: (Glickman et al., 2001; Lam et al., 1995; Lu et al., 2010;
Malecha & Miettinen, 1991; Sarbia et al., 1997; Suo et al., 1993; van Dorst et al., 1998)
Ovarialkarzinom endometrioid: (Riedel et al., 2001)

Ovarialkarzinom muzindés: (Riedel et al., 2001)

Ovarialkarzinom serés: (Malecha & Miettinen, 1991; Riedel et al., 2001)

Pankreas Adenokarzinom: (Lee et al., 2003; Malecha & Miettinen, 1991; Schissler et al.,
1992; van Dorst et al., 1998)

Pharynx Plattenepithelkarzinom: (Klijanienko et al., 1989; Murakami & Saito, 1990; Ueno et
al., 2003)

Pleomorphes Adenom: (de Araujo et al., 2000)

Prostata Adenokarzinom: (Liu et al., 2016; Malecha & Miettinen, 1991)
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Literaturverweise zu den Daten aus Abb. 43:

Sarkom (NOS): (Miettinen, 1991)
Schwannom: (Miettinen, 1991)

Speicheldriise Basalzelladenom: (de Araujo et al., 2000)

Synoviales Sarkom: (Lopes et al., 1994; Miettinen, 1991; Miettinen et al., 2000)

Thymom: (Fukai et al., 1993)

Urothelkarzinom (NST): (Malecha & Miettinen, 1991; Reedy et al., 1990; Riedel et al., 2001;
Schaafsma et al., 1990; Schaafsma et al., 1991; Worst et al., 2014)

Urothelkarzinom Nierenbecken: (Schaafsma et al., 1990)

Urothelkarzinom, pTa G2 & pTa G3: (Reedy et al., 1990; Schaafsma et al., 1990)
Urothelkarzinom, pT2-4 G3: (Reedy et al., 1990; Schaafsma et al., 1990; Worst et al., 2014)
Vulva Plattenepithelkarzinom: (Ansink et al., 1995; Malecha & Miettinen, 1991; Suo et al.,
1993; van Dorst et al., 1998)

Zervix Adenokarzinom: (lvanyi et al., 1990; Lang & Dallenbach-Hellweg, 1990; Nair et al.,
1997; Smedts et al., 1994; van Dorst et al., 1998)

Zervix Plattenepithelkarzinom: (Carrilho et al., 2004; Fay et al., 2009; Ivanyi et al., 1990;
Malecha & Miettinen, 1991; Nair et al., 1997; Smedts et al., 1994; Suo et al., 1993; van
Bommel et al., 1994; van Dorst et al., 1998)
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Die teilweise deutlich diskrepanten Befunde friherer Untersucher unterstreichen die
Bedeutung von umfassenden Studien von Tumormarkern an einer breiten Palette
von verschiedenen Tumoren. Hervorzuheben ist, dass unsere Untersuchung nicht
nur die relative Haufigkeit der CK13 Expression in Tumoren wiedergibt (Rangliste)
sondern dass sich auch eine signifikante Zahl von Tumoren fand, welche fraher in
Publikationen als haufig CK13 positiv beschrieben wurden, in unserer Analyse aber
immer CK13 negativ waren. Dieser Teilaspekt unserer Daten ist von grol3er
Bedeutung, um das diagnostische Potenzial der CK13 Immunhistochemie optimal
einordnen zu konnen. Die hohe Zahl der untersuchten Tumoren wurde mdglich
durch die Anwendung der Tissue-Microarray Technik und die Uber viele Jahre am
UKE aufgebaute Geweberessource. Die TMA Methode ist optimal dafur geeignet
Tumorkollektive wie beispielsweise Tumoren unterschiedlicher Herkunft,
unterschiedlichen Stadiums oder unterschiedlicher Prognose miteinander zu
vergleichen (Shergill et al., 2004). Fir derartige, vergleichende Untersuchungen ist
die TMA Methode wahrscheinlich besser geeignet als die friher klassischerweise
verwendeten Grol3schnitte von Paraffinblocken. Die zwei wesentlichsten Nachteile
von GroRschnittuntersuchungen sind die praktische Unmoglichkeit die
Schnittlagerungszeit (Zeitspanne von der Anfertigung eines Schnittes bis zu seiner
immunhistochemischen Anfarbung) fur ein groRes Projekt an 20.000 Tumoren zu
standardisieren und die ungleiche Grof3e der an Grol3schnitten verwendeten
Gewebe. Einzelne Grolschnitte enthalten typischerweise nur kleine Tumorareale,
wahrend andere eine Tumorflache von bis zu 3x1,5cm aufweisen. Naturgemalf}
treten Artefakte oder biologisch irrelevante fokale Befunde in den groReren
Tumorarealen eher zu Tage als in Praparaten mit nur kleinen Tumoranteilen (Taqi
et al., 2018; Voduc et al., 2008). Die einzige Studie welche bisher die prognostische
Bedeutung von molekularen Parametern an Grofdschnitten und TMAs von
identischen Blocken an einem Kollektiv von mehr als 500 Tumoren untersucht hat
fand beim Mammakarzinom eine Uberlegenheit der TMA Methode (Torhorst et al.,
2001). Obwohl an Grof3schnitten 40% der Félle p53 positiv waren und an vier
verschiedenen TMAs nur jeweils ca. 20%, erwiesen sich die p53 Befunde aller vier
TMAs als hochgradig statistisch signifikant (p<0,0001), wahrend die gréliere Zahl
von p53 positiven Befunden an Gro3schnitten nicht mit der Prognose assoziiert war.
Angesichts der GroRe unserer Studie war es ein zentrales Anliegen, die

verwendeten Reagenzien und Antikorper optimal zu validieren. Zu diesem Zweck
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wurden die mit dem Antikbrper MSVA-613M erzielten Farbeergebnisse mit
Farbedaten eines zweiten unabhangigen anti-CK13 Antikérpers (EP69, BioSB)
verglichen und auch mit RNA-Daten von drei verschiedenen offentlich zuganglichen
Datenbanken (Human Protein Atlas (HPA), Genotype-Tissue Expression (GTEXx)
Project, FANTOMS5 Project). Um sicherzustellen, dass hierbei eine méglichst breite
Palette von unterschiedlichen Proteinen auf mogliche Kreuzreaktivitaten getestet
wurde, wurden 76 verschiedene Normalgewebe mit beiden Antikdrpern inkubiert.
Die Untersuchung von praktisch allen adulten Geweben eines Menschen durfte am
ehesten sicherstellen, dass den Antikorpern alle in relevanter Menge exprimierten
Proteine fur eine Bindung ,angeboten” wurden, sodass aus dem Fehlen einer
Farbung ein weitgehendes Fehlen von Kreuzreaktionen eines Antikdrpers gefolgert
werden kann. Flr die Validitat unseres Assays spricht der Nachweis einer
signifikanten CK13 Immunfarbung in allen Organen mit dokumentierter CK13 RNA
Expression von Osophagus, Speicheldriise, Harnblase, Vagina, Zervix und Tonsille,
wovon die meisten von Plattenepithel oder Urothel bedeckt sind.
Immunhistochemisch mittels MSVA-613M zusatzlich nachweisbare einzelne CK13
positive Zellen oder Gruppen von Zellen im Endometrium, Basalzellen der Prostata,
Samenblase oder im respiratorischen Epithel, wo eine CK13 RNA Expression nicht
beschrieben worden war, wurden durch identische Farbungen mit dem zweiten
unabhangigen Antikdrper EP69 (BioSB) bestatigt (Abb. 44). In diesen Organen
machen die CK13 positiven Zellen nur einen kleinen Anteil der Gesamtzellzahl aus,
sodass die von diesen Zellen gebildeten CK13 RNAs in der Gesamt-RNA eines

gesamten Organs untergehen und nicht detektiert werden.
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9) h)
Abb. 44: Farbeergebnisse. Antikbrper MSVA-613M vs. BioSB-EP 69
a&b) Endometrium, Sekretionsphase c&d) Prostata e&f) Samenblase g&h) Bronchus

Zusammengefasst erlauben die Daten unserer Studie einen umfassenden
Uberblick (iber die CK13 Expression in normalen und neoplastischen humanen
Geweben. Die CK13 Expression dominiert in urothelialen Neoplasien und in
Plattenepithelkarzinomen verschiedener Organe. In diesen beiden Tumorgruppen
korreliert ein progredienter CK13 Expressionsverlust mit aggressiver Erkrankung
und ungunstiger Prognose. Die Klarung der praktischen klinischen Bedeutung der
CK13 Immunhistochemie als Marker fur Dysplasie und Prognose in urothelialen und
plattenepithelialen Neoplasien erfordert die Durchfuhrung weiterer Studien.
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5. Zusammenfassung

Cytokeratin 13 (CK13) ist ein saures Typ | Cytokeratin mit hohem Molekulargewicht,
welches Uberwiegend in Urothel und Plattenepithel unterschiedlicher
Ursprungsgewebe exprimiert wird. Ein Verlust von CK13 wurde bereits mit der
Entstehung und Progression von Plattenepithelneoplasien in Zusammenhang
gebracht. Fur eine umfassende Bestimmung der CK13 Expression in normalen und
neoplastischen Geweben wurde ein Tissue-Microarray mit 10.439 Proben von 131
verschiedenen Tumorentitaten und Subentitdten sowie 608 Proben von 76
verschiedenen Normalgewebstypen immunhistochemisch untersucht. Eine CK13
Farbung zeigte sich in 42 (32,1%) der 131 Tumorkategorien, und 24 (18,3%) der
Tumorkategorien beinhalteten zumindestens einen Fall mit einer starken CK13
Positivitat. Die hochsten Positivitatsraten fanden sich fur CK13 in verschiedenen
Kategorien von urothelialen Neoplasien (52,1-92,3%) einschlief3lich von Brenner
Tumoren des Ovars (86,8%) und in Plattenepithelkarzinomen von verschiedenen
Ursprungsorten (39,1-77,6%), Warthin-Tumoren der Speicheldrisen (66,7%),
adenosquamdsen Karzinomen der Zervix uteri (33,3%), Thymomen (16%) und in
endometrioiden Karzinomen des Ovars (15,3%). 20 andere epitheliale oder
Keimzellneoplasien zeigten eine — meistens schwache — CK13 Positivitat in weniger
als 15% der Falle. In Harnblasenkarzinomen wurde eine verminderte CK13
Expression mit hoherem Malignitatsgrad und fortgeschrittenem pT Stadium in
Verbindung gebracht (jeweils p<0,0001). Fur Plattenepithelkarzinome der Zervix
uteri fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen verminderter CK13
Farbung und einem hohen Malignitatsgrad (p=0,0295) sowie einem verkurzten
rezidivfreien (p=0,0094) und Gesamtiberleben (p=0,0274). In einer kombinierten
Analyse von 1.151 Plattenepithelkarzinomen von 11 verschiedenen Ursprungsorten
fand sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer verminderten CK13
Expression und einem hohen Malignitatsgrad (p=0,0050). Zusammenfassend
bieten unsere Daten einen umfassenden Uberblick tber die CK13 Expression in
normalen und neoplastischen menschlichen Geweben. Die CK13 Expression
Uberwiegt in urothelialen Neoplasien und in Plattenepithelkarzinomen
verschiedener Organe, und ein Verlust der CK13 Expression geht in diesen

Tumoren mit einer aggressiven Erkrankung einher.
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6. English Summary

Cytokeratin 13 (CK13) is a type | acidic high molecular weight cytokeratin which is
mainly expressed in urothelium and in squamous epithelium of various sites of
origin. Loss of CK13 has been implicated in development and progression of
squamous epithelial neoplasms. To comprehensively determine CK13 expression
in normal and neoplastic tissues, a tissue microarray containing 10.439 samples
from 131 different tumor types and subtypes as well as 608 samples of 76 different
normal tissue types was analyzed by immunohistochemistry. CK13 immunostaining
was detectable in 42 (32,1%) of 131 tumor categories including 24 (18,3%) tumor
types with at least one strongly positive case. The highest rate of positive staining
was found in various urothelial neoplasms (52,1-92,3%) including Brenner tumor of
the ovary (86,8%) and in squamous cell carcinomas from various sites of origin
(39,1-77,6%), Warthin tumors of parotid glands (66,7%), adenosquamous
carcinomas of the cervix (33,3%), thymomas (16,0%), and endometroid carcinomas
of the ovary (15,3%). 20 other epithelial or germ cell neoplasms showed a — usually
weak - CK13 positivity in less than 15%. In bladder cancer, reduced CK13
expression was linked to high grade and advanced stage (p<0,0001 each). In
squamous cell carcinoma of the cervix, reduced CK13 immunostaining was related
to high grade (p=0,0295) and shortened recurrence-free (p=0,0094) and overall
survival (p=0,0274). In a combined analysis of 1.151 squamous cell carcinomas
from 11 different sites of origin, reduced CK13 staining was linked to high grade
(p=0,0050). In summary, our data provide a comprehensive overview on CK13
expression in normal and neoplastic human tissues. CK13 expression predominates
in urothelial neoplasms and in squamous cell carcinomas of different organs and a

CK13 expression loss goes along with aggressive disease in these tumors.
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7. AbkUrzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

APAAP Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase
A. Dest Destilliertes Laborwasser

bzw. beziehungsweise

Ca Karzinom

ca. circa

CIS Karzinoma in situ

CK Cytokeratin

DAB 3’3-Diaminobenzidin

DSP Desmoplakin

EMT Epithelial-mesenchymale Differenzierung
epithel. epithelial

EPOS Enhanced Polymer one-step

G Histopathologisches Grading

GIST Gastrointestinaler Stromatumor

Gl. Glandula

GTEXx Genotype-Tissue Expression Project
HE Hamatoxylin-Eosin

HIER Heat induced epitope retrieval

HIM Helix-Initiations-Motiv

HPA Human Protein Atlas

HPV Humanes Papillomvirus

HTM Helix-Terminations-Motiv

IF Intermediarfilament

IHC Immunhistochemie

IWGAV International Working Group for Antibody Validation
kalzif. kalzifizierend

kb Kilobase

kDa Kilodalton

LSAB Labeled Streptavidin-Biotin

LSCD Limbale Stammzellinsuffizienz

min Minute

&9



mm Millimeter

mRNA Messenger RNA

MTA Medizinisch-technische*r Assistent*in

MTA Multi Tumor Array

N Anzahl

NET Neuroendokriner Tumor

nm Nanometer

NOS Not otherwise specified (nicht anderweitig spezifiziert)
Nr. Nummer

NST No special type (ohne speziellen Typ)

NTA Normaltissue-Array (Normalgewebe-Array)

odont. odontogen

PAP Peroxidase-Anti-Peroxidase

PeCa Plattenepithelkarzinom

PG Plakoglobin

pH Pondus Hydrogenii

pM Fernmetastasen (p=pathologisch, M=Metastasen)
pN Regionare Lymphknotenmetastasen (p=pathologisch, N=Nodus)
PSA Prostataspezifisches Antigen

pT Ausbreitung des Primartumors (p=pathologisch, T=Tumor)
RT-PCR Reverse Transkiptase-Polymerase-Kettenreaktion
RTU Ready-to-use

SABC Streptavidin-Biotin-Enzymkomplex

SERM Selektiver Estrogen-Rezeptor-Modulator

TBST Tris-buffered-saline-with-Tween

TCGA The Cancer Genome Atlas

TEC Tris-EDTA-Citrat

TIC Tubulus-initiierende Zellen

TMA Tissue-Microarray

TNBC Triple-negatives Mammakarzinom

UKE Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
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