UNIVERSITATSKLINIKUM HAMBURG-EPPENDORF

Institut fur Pathologie

Direktor: Prof. Dr. Guido Sauter

Expression von CDH17 in menschlichen Tumoren und

Normalgeweben:

Eine Tissue-Micro-Array-Studie an 14.948 Tumoren

Dissertation
zur Erlangung des Grades eines Doktors der Medizin

an der medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg

vorgelegt von:

Ramesh Pushpadevan

aus Hamburg

Hamburg 2024



Angenommen von der

Medizinischen Fakultat der Universitdt Hamburg am: 27.11.2024

Veroffentlicht mit Genehmigung der

Medizinischen Fakultat der Universitat Hamburg.

Prifungsausschuss, der/die Vorsitzende: Prof. Dr. Thilo Hackert

Prufungsausschuss, zweiter Gutachter: Prof. Dr. Guido Sauter



Inhalt

I Y 0] =7 1 (0 T U SURPPPRPRPN 5
1.1 Cadherin Superfamilie ... 5
L2 HINTEIGIUNG ... 7
1.3 SHTUKIU e 8
1.4 Funktion und Expression im Normalgewebe............cccceeviviiiiiiiiii e, 11
ST = 11 o] (0o = P USRPPPPN 13
1.6 Mogliche Pathophysiologie von CDHL7..........coovviiiiiiiieeeeeeeeciiee e, 18
1.7 Potential von CDH17 in Diagnostik und Therapi€..........cccccvvvvvviiiiieeeeeeeennns 19
1.8 ZIEISEIZUNQ ..ot 21

2. Material und MethOdeN.........cooo oo 22
2.1 Tissue-Micro-Array-TeChNIK..........ccouuuiiiiiiiii e 22
2.2 TMAs fur die Cadherin 17-Studi€...........coooviiiiiiiiiiiiiiiiieeee 28
2.3 IMMUNNISTOCNEMIE.......coiiiiiiiiii e 35
2.4 Immunhistochemische FArbung.........cccccvviiiiiiiiiie 43
SIS - 11 1] SRR 44

S EIQEDNISSE ... 45
3.1 Technische ASPEKLE .......coooiiiiiiiiiie 45
3.2 Cadherin 17 im Normalgewebe ... 45
3.3 Cadherin 17 iN TUMOTEIN ......uuiiiiiiieeeeiieieie ettt 51
3.4 Vergleich mit CK20 UNA SATB2.......oiiiiieieeeieiee e 69

A, DISKUSSION ...ttt e e e e e e e e e e e e 72

5. ZUSAMMENTASSUNG .. .cciitiieiiiiie e e e e e e e e et eeeeaaaas 82

6. ENGIISNh SUMMAIY ... e 83

7. ADKUIZUNGSVEIZEICNNIS ..ot 84

8. LIteraturverzeiChNis .........coooe oo 86

9. DANKSAGUNG ... 105

J0. LEDENSIAUT . .. e 106



11. Eidesstattliche Erklarung



1. Einleitung
1.1 Cadherin Superfamilie

Cadherin 17 ist ein transmembranes Glykoprotein, das der Cadherin-Superfamilie
angehort. Bei diesen handelt es sich um Zelladhasionsproteine, die in Abhangig-
keit von der extrazellularen Kalziumkonzentration den physischen Kontakt zwi-
schen zwei benachbarten Zellen vermitteln kénnen (Takeichi 1977; Yoshida und
Takeichi 1982; Takeichi 1988; Takeichi 2018). Dieser Prozess erfolgt dabei in der
Regel durch die homophile Dimerisierung (Nagar et al. 1996; Shapiro et al. 1995a)
von zwei gleichen Cadherinproteinen an zwei benachbarten Zellen. Neben der
Zelladhasion konnen Cadherine eine Vielzahl von anderen Funktionen wahrneh-
men (Vieminckx und Kemler 1999), wie beispielsweise die Einflussnahme auf
Embryogenese (Nose und Takeichi 1986), Zelldifferenzierung (Fiorino und Harri-
son 2016), Zellproliferation (Stockinger et al. 2001) oder Zellpolaritat (McNeill et al.

1990). Das Aufgabenspektrum ist insgesamt dabei sehr breit und divers.

Hinsichtlich ihrer Struktur kann man Cadherine in drei Abschnitte unterteilen: So
haben sie einen c-terminalen intrazellularen, einen transmembranen und einen n-
terminalen extrazellularen Bereich (Hatta et al. 1988). Da tiber 100 verschiedene
Vertreter der Cadherin-Superfamilie beim Menschen bekannt sind (Brasch et al.
2012), existiert bezuglich der drei Proteinabschnitte ein gewisser Variationsspiel-
raum. Anhand der Anzahl der extrazellularen Doméane, der Konservierung von
Aminosauresequenzen und anderen Parametern lassen sich die einzelnen Cad-

herinvertreter zu verschiedenen Subfamilien zusammenfassen.

Eine dieser Subfamilien ist die Gruppe der klassischen Cadherine. Sie sind an der
Bildung von ,Adherens Junctions®, einer Form des Zell-Zell-Kontakts, beteiligt.
Essenziell fur ihre Zelladh&sionsfunktion ist hierbei ihre Verankerung im Zytoske-
lett Uber ihre interzellulare Domane (Ozawa und Kemler 1998). Uber Catenine, die
als Verbindungsstiicke fungieren (Ozawa et al. 1989), sind sie mit Aktin, einem
Bestandteil des Zytoskeletts verbunden (Hirano et al. 1987; Ozawa et al. 1990).
Der bekannteste Vertreter dieser Subfamilie ist CDH1, auch E-Cadherin genannt.
Die Benennung der klassischen Cadherine erfolgt nach dem Gewebe, in dem sie
zuerst entdeckt worden sind. So bezieht sich der Name E-Cadherin auf die Tatsa-

che, dass dieses im Epithel entdeckt worden ist. Eine weitere wichtige Subfamilie



sind die desmosomalen Cadherine, die, wie ihr Name bereits impliziert, an der
Bildung von Desmosomen, einer weiteren Form des Zell-Zell-Kontakts, beteiligt
sind. Analog zu den klassischen Cadherinen sind auch die desmosomalen Cadhe-
rine mit dem Zytoskelett der Zelle verankert. In diesem Fall sind die Cadherine mit
Intermediarfilamenten anstelle von Aktin verbunden (Franke et al. 1992). Ein be-
rihmter Vertreter der desmosomalen Cadherine ist Desmoglein. Die n&chste wich-
tige Subgruppe innerhalb der Superfamilie ist die Gruppe der Protocadherine. Sie
umfassen den Grol3teil der Cadherin-Superfamilie und haben beziglich ihrer
Funktion eine enge Assoziation mit dem Gehirn bzw. Nervensystem (Sano et al.
1993; Kohmura et al. 1998). Eine im Gegensatz zu den Protocadherinen sehr klei-
ne Fraktion sind die 7-D-Cadherine. Von dieser Subgruppe sind nur CDH16/KSP-
Cadherin und CDH17/LI-Cadherin (Berndorff et al. 1994) bekannt (Wendeler et al.
2006; Thomson et al. 1995). Im Gegensatz zu klassischen Cadherinen, welche 5
extrazellulare Domanen besitzen, haben CDH16 und CDH17 gemal dem Namen
ihrer Fraktion 2 zusatzliche extrazellulare Doméanen (Wendeler et al. 2006; Bern-
dorff et al. 1994; Kreft et al. 1997; Thomson et al. 1995). Abbildung 1 zeigt eine

Ubersicht Gber die verschiedenen Subfamilien der Cadherin-Superfamilie.
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Abbildung 1: Unterschiedlichen Cadheringruppen: Klassische Cadherine binden tber Catenine
Aktin, wahrend desmosomale Cadherine Uber Verbindungsproteine Intermediarfilamente binden.
Quelle: (GelRRner 2015).

1.2 Hintergrund

CDH17 ist ein Genprodukt aus dem gleichnamigen CDH17-Gen, welches auf dem
8.Chromosomen auf g22.1 (Kremmidiotis et al. 1998) lokalisiert ist. Das Gen um-
fasst 90142 Basenpaare und aus diesem konnen je nach Quelle 4-5 unterschied-
lich gespleildte Transkripte entstehen (Church et al. 2011; Gene: CDH17
(ENSGO00000079112) - Summary - Homo_sapiens - GRCh37 Archive browser 108
2023; CDH17 protein expression summary - The Human Protein Atlas 2022; Cun-
ningham et al. 2022). Die molekulare Masse der daraus resultierenden Proteine
kann je nach Transkript, aus dem sie translatiert worden sind, zwischen 92,2 kDa
und 16,6 kDa variieren (Church et al. 2011; Gene: CDH17 (ENSG00000079112) -
Summary - Homo_sapiens - GRCh37 Archive browser 108 2023; CDH17 protein
expression summary - The Human Protein Atlas 2022; Cunningham et al. 2022).
Das aus dem ,Haupt-Transkript* CDH17-201 hervorgehende CDH17 Protein um-

fasst 832 Aminosauren und weist als posttranslationale Modifikation Glykosylie-



rungen an den Stellen Asn149, Asn184, Asn250, Asn419, Asn456, Asn546,
Asn587, and Asn722 auf (CDH17 - Cadherin-17 - Homo sapiens (Human) | Uni-
ProtkB | UniProt 2023; UniProt: the Universal Protein Knowledgebase in 2023
2023; Cummins et al. 2022; Fukuda et al. 2021; Sayers et al. 2022; Cunningham
et al. 2022).

In der Literatur ist CDH17 unter den alternativen Namen HPT-1 (Dantzig et al.
1994), LI-Cadherin und BILL-Cadherin bekannt. Dies ist darauf zurtickzuftihren,
dass CDH17 hinsichtlich seiner Entdeckungsgeschichte erstmals in der Leber und
im Gastrointestinaltrakt von Ratten nachgewiesen wurde (Berndorff et al. 1994).
Basierend auf dieser Tatsache entstand der Name Liver-Intestine-Cadherin (kurz:
Li-Cadherin) (Berndorff et al. 1994). Spater hatte man entdecken kénnen, dass Li-
Cadherin ebenfalls in der murinen Milz von B-Lymphozyten exprimiert wird und
Auswirkung auf deren Differenzierung und Uberlebenszeit hatte (Ohnishi et al.
2000; Ohnishi et al. 2005; Funakoshi et al. 2015). Folglich entstand mit BILL-
Cadherin ein zweiter alternativer Name, auch wenn die Rolle von Cadherin 17 im

menschlichen Immunsystem weiterhin unschlissig bleibt.

1.3 Struktur

Cadherin 17 lasst sich &hnlich wie andere Mitglieder der Cadherin Superfamilie in
einen intrazellularen, transmembranen und extrazellularen Bereich unterteilen.

CDH17 weist jedoch mehrere strukturelle Besonderheiten auf.

Die intrazellulare Domane von CDH17 ist beispielsweise betrachtlich kiirzer und
umfasst eine Sequenz von 18-25 Aminosauren (Berndorff et al. 1994; Wendeler et
al. 2006; Jung et al. 2004). Damit entspricht sie ungefahr 11%-16% der Grol3e der
intrazellularen Domanen (ca. 150-160 Aminosauren lang (Hatta et al. 1988) von
klassischen Cadherinen (Jung et al. 2004). Der intrazelluléare Bereich ist auRerdem
hinsichtlich seiner Aminosequenz zwischen den unterschiedlichen Vertretern der
klassischen Cadherinen am starksten konserviert (Hatta et al. 1988). Die intrazel-
lulare Doméane von CDH17 zeigt zu diesen jedoch keine Sequenzhomologie
(Berndorff et al. 1994). Dies kann funktionelle Griinde haben. Wahrend bei klassi-
schen Cadherinen die intrazellulare Doméne essenziell fur die Zelladhasion ist
(Ozawa und Kemler 1998), konnten Studien zeigen, dass die intrazellulare Doma-

ne von CDH17 fiur die Zelladhasionsfunktion keine Relevanz zu haben scheint und



diese auch keine Bindung mit Cateninen oder Elementen des Zytoskeletts eingeht
(Kreft et al. 1997).

Der extrazellulare Bereich von CDH17 wiederum setzt sich aus 7 Domanen bzw.
Repeats (auch EC genannt) zusammen, womit CDH17 2 Doméanen mehr besitzt
als klassische Cadherine (Berndorff et al. 1994; Kreft et al. 1997). Es wurde vor-
geschlagen, dass die zwei zusétzlichen Domé&nen durch Genduplikationen ent-
standen seien (Jung et al. 2004). Jung et al entdeckte namlich, dass bei CDH17
die Repeats 1-2 auf genomischer Ebene und hinsichtlich der Aminosauresequenz
Ahnlichkeiten mit den Repeats 3-4 sowie den ersten beiden Repeats von klassi-
schen Cadherinen aufweisen. Ferner konnte man eine Homologie zwischen den
Repeats 3-7 von CDH17 und den Repeats 1-5 von klassischen Cadherinen be-
obachten. Folglich, so vermutet es Jung et al, muss CDH17 durch partielle Gen-
dublikation aus einem Vorlaufercadherin mit 5 Repeats entstanden sein (Jung et
al. 2004; Gel3ner 2015).

Die extrazellulare Domane von Cadherinen besteht normalerweise aus 7 Beta-
Strangen, die zusammen ein ,Greek-Key“-Motiv bilden (Overduin et al. 1995;
Shapiro et al. 1995b). Uber den ersten am N-Terminus befindenden Repeat
(EC1), der Uber einen Tryptophanrest verfiigt (Boggon et al. 2002; Shapiro et al.
1995a), erfolgt die Dimerisierung Uber das sogenannte ,Strand-swap“-Mandver
(Shapiro et al. 1995a). Hierbei interagieren die auf EC1 befindenden Tryptophan-
reste von den beiden Cadherinen mit einer ebenfalls auf EC1 befindenden dazu
komplementéaren hydrophoben Bindungstasche des jeweils anderen Cadherins
(Shapiro et al. 1995a). Es kommt folglich zu einem ,Tausch® von Strangen zwi-
schen den jeweiligen EC1-Doménen von den beiden Cadherinen (Shapiro et al.
1995a). Zwischen den Repeats befinden sich Bindungsstellen fur Calcium, an de-
nen jeweils 3 Calciumionen binden kdnnen (Nagar et al. 1996). Die Bindung von

Calcium starkt hierbei das Gesamtkonstrukt (Nagar et al. 1996).

Bei Cadherin 17 gibt es strukturelle Unterschiede, aufgrund dessen dieses kein
Strand-swap-Mandver durchfiihren kann (Gray und Sotomayor 2021). So ist EC1
bei CDH17 um ein Beta-Strang langer und besitzt den fiir die Dimerisierung es-
sentiellen und bei klassischen Cadherinen konservierten Tryptophanrest nicht
(Gray und Sotomayor 2021). AuRerdem beinhaltet der EC2-Repeat von CDH17 in
seiner Sekundarstruktur eine zusatzliche Alpha-Helix (Gray und Sotomayor 2021)
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und besitzt in der Ubergangsregion zu EC3 keine Bindungsstellen fiir Calcium
(Gray und Sotomayor 2021). Diese strukturellen Gegebenheiten fihren dazu, dass
der Dimerisierungsprozess von CDH17 von der konventionellen Form abweicht
(Gray und Sotomayor 2021).

Obwohl CDH17 und CDH16 zu derselben Subfamilie gehéren und mehrere struk-
turelle Gemeinsamkeiten aufweisen, &hneln sie sich hinsichtlich ihrer Aminoséu-
resequenz nur zu 30%, wahrend die Ahnlichkeit zwischen Vertretern der klassi-
schen Cadherine ca. 50% betragt (GelRner 2015). Zwischen CDH17 und CDH16
ist der transmembrane Bereich am starksten konserviert mit einer Sequenzahn-
lichkeit von 58% (Gel3ner 2015).

Insgesamt ist Gberraschend anzumerken, dass trotz der strukturellen Gemeinsam-
keiten mit CDH16 auf der einen Seite und der Unterschiede mit den klassischen
Cadherinen auf der anderen Seite, CDH17 bezuglich seiner Aminoséaurensequenz
letzteren immer noch zu 28% ahnlich ist (Gel3ner 2015). Eine detaillierte Darstel-

lung der Sequenzéhnlichkeiten zwischen den einzelnen Domanen ist in Abbildung

2 zu sehen.
total
LI-Cadherin 80%
murin‘/human
27% 37% 37% 23% 27% 24% 25% 58% 29% 29%
Ksp-Cadherin 78%
murin‘/human
E/U (murin) 32% 32% 34% 26% 95% 35%  18% 30% 18% 28%

E /Ksp (murin) 20% 23% 35% 20% 27% 15% 14%

E-Cadherin

murin‘/human

E/P (murin) 66% 61% 53% 45% 35% 67% 76%

E/N (munn) 59% 54% 45% 44% 29% 48% 58% 46%

Abbildung 2: Ausmalie der Aminosaurekonservierung zwischen den einzelnen Domé&nen von Li-
und Ksp-Cadherin (CDH16). Zum einen werden die humanen Varianten mit den murinen vergli-
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chen und zum anderen werden die unterschiedlichen Cadherinvarianten miteinander verglichen.
Darliber hinaus werden beide Proteine auch mit E-Cadherin verglichen. Quelle: (Gel3ner 2015).

1.4 Funktion und Expression im Normalgewebe

Der Human Protein Atlas beschreibt im Normalgewebe vor allem eine CDH17-
Expression im Dinndarm, Kolon, Rektum und Appendix nachweisen. Des Weite-
ren wird in einem weitaus geringerem Ausmal3 ebenfalls eine Expression in glat-
ten Muskelzellen, Milz, Gallenblase und im Magen angezeigt (CDH17 protein ex-
pression summary - The Human Protein Atlas 2022) (Abbildung 3).

RNA EXPRES SION OVERVIEW'

Consensus dataset RNA tissue specificity: Tissue enriched (intesting) Organ Alphabetical

nTPM
350

300
250
200
150

100

30

Abbildung 3: RNA-Expression von CDH17 im Normalgewebe. Quelle: (CDH17 protein expression
summary - The Human Protein Atlas 2022)

Fraglich ist hinsichtlich der niedrigen CDH17-RNA-Expression, ob sich diese auch
in eine tatsachliche Proteinexpression im Magen lbersetzen lasst. So gibt es bei-
spielsweise Studien, die keine Expression von CDH17 im Magen nachweisen
konnten (Dong et al. 2007; Grétzinger et al. 2001). Interessant bei den Ergebnis-
sen des Human-Protein-Atlas ist aul3erdem, dass trotz der Tatsache, dass CDH17
bzw. LI-Cadherin erstmals in der Leber von Ratten entdeckt worden ist, keine
CDH17-Expression in der menschlichen Leber nachgewiesen werden konnte
(CDH17 protein expression summary - The Human Protein Atlas 2022; Wong et
al. 2003).

Als Zelladh&sionsprotein erfillt CDH17 seine Funktion auf der basolateralen Seite
der Zellmembran, wo es sich aber nicht an der Bildung von komplexen Adhasi-
onsverbindungen wie ,Adherens Junctions” oder Desmosomen beteiligt (Angres et

al. 2001), sondern unabhangig, jedoch supportiv zu diesen Verbindungen die Zel-
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ladh&asion zwischen zwei benachbarten Zellen starken und damit die Gewebein-
tegritat gewahrleisten (Berndorff et al. 1994; Kreft et al. 1997) (Abbildung 4).

Intermediar-
Desmosomale s Filamente

LI-Cadherin

Abbildung 4 A: Expression von Li-Cadherin an der basolateralen Membran von Geweben und die
vom Zytoskelett unabh&ngige homophile Dimerisierung. B: Elektronenmikroskopische Darstellung
von der Li-Cadherin Expression. Adaptiert von (Vangala 2014). Urspringliche Quelle: (Wendeler
2004).

Zudem ist CDH17 scheinbar auch an der Regulation des Wassertransports betei-
ligt, indem es die intestinale Kluft zwischen benachbarten Epithelzellen moduliert
(Weth et al. 2017; Ahl et al. 2011). Eine weitere Funktion von CDH17, welches
auch als Human-Peptide-Transporter-1 bekannt ist (CDH17 protein expression
summary - The Human Protein Atlas 2022) die protonenabhangige Peptidresorpti-
on bzw. die Resorption von peptiddhnlichen Arzneimitteln wie Betalaktamantibioti-
ka oder ACE-Hemmern im Gastrointestinaltrakt (Dantzig et al. 1994). Obwohl die
Namen BILL-Cadherin und LI-Cadherin eine Expression in der Leber und im Im-
munsystem implizieren, konnte dies beim Menschen in den korrespondierenden
Organen bisher noch nicht nachgewiesen werden. Ein weiterer Punkt, der noch
naher untersucht werden muss, ist die Einflussnahme von Cadherin 17 auf Signal-
kaskaden der Zellproliferation, Zelldifferenzierung und Apoptose im physiologi-
schen Zustand. Es konnte zwar nachgewiesen werden, dass CDH17 im Tumor-
gewebe beispielsweise den WNT-Pathway aktiviert (Liu et al. 2009), jedoch konn-
12



te dieselbe Wirkung bislang nicht im Normalgewebe eruiert werden, welches
Ruckschlisse auf eine mdgliche Funktion als Regulator fur Zellproliferation oder

Zelldifferenzierung erlauben kdnnte.

1.5 Pathologie
Hinsichtlich der Expression von Cadherin 17 in Tumoren beschreiben die Daten
vom The Cancer Genome Atlas (TCGA) eine RNA-Expression vor allem in Karzi-

nomen von Darm, Magen und Pankreas (National Cancer Institute 2023) (Abbil-
dung 5).
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Abbildung 5: RNA-Expression von CDH17 (in fpkm; fragments per kilobase of exon per million
mapped fragments) in verschiedenen Karzinomen. Die hier vorliegenden Daten wurden vom TCGA
Research Network (National Cancer Institute 2023) generiert. Quelle der Abbildung: (CDH17
transcriptomics data - The Human Protein Atlas 2023)

Diverse immunhistochemische Studien hatten eine CDH17-Expression ebenfalls
hauptséchlich in Tumoren aus dem Verdauungstrakt nachweisen kénnen. Die Ex-
pression beschrankte sich dabei aber nicht nur auf epitheliale Tumoren. So fand
sich eine CDH17-Positivitat neben kolorektalen Karzinomen (74,10%-100%) (Bian
et al. 2017; Panarelli et al. 2012), Adenokarzinomen des Osophagus (38,70%-
82%) (Altree-Tacha et al. 2017; Panarelli et al. 2012), Adenokarzinomen des Ma-
gens ( (Ge et al. 2008; Ota et al. 2021), Pankreaskarzinomen (18%-100%) (Lin et
al. 2014a; Panarelli et al. 2012), hepatozellularen Karzinomen (0%-72%) (Su et al.
2008; Wong et al. 2003) auch bei neuroendokrinen Neoplasien (12%-100%) (Pa-
narelli et al. 2012; Snow et al. 2015).

Des Weiteren gab es Arbeiten, die wie von der TCGA-Gruppe eine CDH17 Ex-

pression in Tumoren des weiblichen Geschlechtstrakts detektieren konnten (Alt-
13



ree-Tacha et al. 2017; Huang et al. 2012). Es ist daher aufféllig, dass die Positivi-
tatsraten zwischen den Studien bei manchen Entitaten teilweise sehr stark variier-

ten.

Eine detaillierte graphische Darstellung der Ergebnisse einer Literaturanalyse zur
CDH17 Expression in Tumoren ist in Abbildung 6 dargestellt. Die dazugehdrigen

Literaturverweise zu den untersuchten Tumorentitaten sind in Tabelle 1 aufgelis-

tet.

Neuroendokriner Tumor der Appendix (NET) x
Adenokarzinom des Kolons ( ”
Neuroendokriner Tumor des Kolorektums (NET) ><
Neuroendokriner Tumor des llleums (NET) !
Klarzelliges Ovarialkarzinom !
Endometricides Ovarialkarzinom e X
Muzindses Ovarialkarzinom ® x.
Duktales Adenokarzinom des Pankreas &} ® X @ @
Adenakarzinom des Osophagus .
Magenkarzinom (diffuser Typ) . X .
Magenkarzinom (gemischter Typ) o0
Magenkarzinom (nicht weiter spezifiziert) o © o O <ooED O O O 00
Magenkarzinom (intestinaler Typ) . ”
Seréses Qvarialkarzinom o X L
Neuroendokriner Tumor des Pankreas (NET) . X .
Adenokarzinom der Zervix . X .
Cholangiozellulires Karzinom @<
X

Urothelkarzinom
Pankreatisches ampulldres Karzinom

Hepatozelluldres Karzinom

.'.
X
@

Adenokarzinom der Lunge
Neuroendokriner Tumor der Lunge (NET)  §
Endometriumkarzinom (nicht weiter spezifiziert)
Adenckarzinom der Prostata

Papillires Schilddrisenkarzinom
Medullires Schilddrisenkarzinom
Follikuldres Schilddrisenkarzinom
Schilddriisenadenom

Gastrointestinaler Tumor des Stromas (GIST)
Malignes Melanom

Ovarialkarzinom (nicht weiter spezifiziert)
Plattenpithelkarzinom der Lunge
Kleinzelliges Lungenkarzinom

Epithloides Mesethliom

Papillares Nierenzellkarznom

Onkozytom

Klarzelliges Nierenzellkarzinom
Chromophobes Nierenzellkarzinom
Seminom

Plattenpithelkarzinom des Osophagus
Phaeochromazyom

Nebennierenadenom

| 899998 99988383888 5e §

Mammakarzinam

2
=

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Abbildung 6: Literaturdaten zur Haufigkeit der CDH17-Expression in Tumoren: Roter Punkt: Pro-
benzahl n: 1-10; gelber Punkt: Probenzahl n: 11-25; grtiner Punkt: Probenzahl n: >26, x: durch-
schnittliche Positivitatsrate.
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Tabelle 1: Literaturverweise zu den Daten aus Abbildung 6

Literaturverweise zu den einzelnen Punkten in Abbildung x

Adenokarzinom der Lunge

(Ma et al. 2019; Altree-Tacha et al. 2017; Brandler et al.
2015; Lin et al. 2014a)

Adenokarzinom der Prostata

(Altree-Tacha et al. 2017; Brandler et al. 2015; Lin et al.
2014a)

Adenokarzinom der Zervix

(Asaka et al. 2020; Lin et al. 2014a)

Adenokarzinom des Kolons

(Ma et al. 2019; Bian et al. 2017; Altree-Tacha et al. 2017;
Brandler et al. 2015; Lin et al. 2014a; Panarelli et al. 2012;
Rao et al. 2013)

Adenokarzinom des Osophagus

(Altree-Tacha et al. 2017; Mokrowiecka et al. 2013; Lin et
al. 2014a)

Cholangiozellulares Karzinom

(Zheng et al. 2021; Su et al. 2008; Panarelli et al. 2012;
Altree-Tacha et al. 2017)

Chromophobes Nierenzellkarzinom

(Lin et al. 2014a)

Duktales Adenokarzinom des Pankreas

(Ma et al. 2019; Altree-Tacha et al. 2017; Panarelli et al.
2012; Su et al. 2008; Takamura et al. 2003)

Endometrioides Ovarialkarzinom

(Altree-Tacha et al. 2017; Huang et al. 2012)

Endometriumkarzinom (nicht weiter spezifiziert)

(Ma et al. 2019; Brandler et al. 2015; Altree-Tacha et al.
2017; Lin et al. 2014a)

Epithloides Mesethliom

(Lin et al. 2014a)

Follikulares Schilddriisenkarzinom

(Altree-Tacha et al. 2017; Lin et al. 2014a)

Gastrointestinaler Tumor des Stromas (GIST)

(Lin et al. 2014a)

Hepatozellulares Karzinom

(Altree-Tacha et al. 2017; Panarelli et al. 2012; Ding et al.
2009; Wong et al. 2003; Su et al. 2008)

Klarzelliges Nierenzellkarzinom

(Altree-Tacha et al. 2017)

Klarzelliges Ovarialkarzinom

(Huang et al. 2012)

Kleinzelliges Lungenkarzinom

(Altree-Tacha et al. 2017; Lin et al. 2014a)

Magenkarzinom (diffuser Typ)

(Lee et al. 2010; Ge et al. 2008)

Magenkarzinom (gemischter Typ)

(Lee et al. 2010; Ge et al. 2008)

Magenkarzinom (intestinaler Typ)

(Ge et al. 2008; Lee et al. 2010; Tu et al. 2016)

Magenkarzinom (nicht weiter spezifiziert)

(Ota et al. 2021; Lopes et al. 2020; Ma et al. 2019; Altree-
Tacha et al. 2017; Tu et al. 2016; Lin et al. 2014a; Qiu et
al. 2013; Ryu et al. 2012; Panarelli et al. 2012; Sakamoto
et al. 2012; Wang et al. 2012; Su et al. 2008; Dong et al.
2008; Park et al. 2007; Ito et al. 2005; Ko et al. 2005)

Malignes Melanom

(Lin et al. 2014a)

Mammakarzinom

(Ma et al. 2019; Altree-Tacha et al. 2017; Brandler et al.
2015; Lin et al. 2014a)

Medullares Schilddriisenkarzinom

(Lin et al. 2014a)

Muzindses Ovarialkarzinom

(Huang et al. 2012; Altree-Tacha et al. 2017)

Nebennierenadenom

(Lin et al. 2014a)

Neuroendokriner Tumor der Appendix (NET)

(Snow et al. 2015)

Neuroendokriner Tumor der Lunge (NET)

(Snow et al. 2015)

Neuroendokriner Tumor des llleums (NET)

(Snow et al. 2015)

Neuroendokriner Tumor des Kolorektums (NET)

(Snow et al. 2015)

Neuroendokriner Tumor des Pankreas (NET)

(Panarelli et al. 2012; Johnson et al. 2015; Snow et al.
2015)

Onkozytom

(Lin et al. 2014a)

Ovarialkarzinom (nicht weiter spezifiziert)

(Brandler et al. 2015; Ma et al. 2019; Lin et al. 2014a)

Pankreatisches ampullares Karzinom

(Altree-Tacha et al. 2017; Brandler et al. 2015; Lin et al.
2014a)

Papillares Nierenzellkarznom

(Lin et al. 2014a)

Papillares Schilddriisenkarzinom

(Altree-Tacha et al. 2017; Lin et al. 2014a)

Phaeochromozytom

(Lin et al. 2014a)

Plattenepithelkarzinom der Lunge

(Lin et al. 2014a; Altree-Tacha et al. 2017)
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Plattenepithelkarzinom des Osophagus (Altree-Tacha et al. 2017; Panarelli et al. 2012)
Schilddrisenadenom (Lin et al. 2014a)

Seminom (Altree-Tacha et al. 2017)

Seroses Ovarialkarzinom (Altree-Tacha et al. 2017; Huang et al. 2012)
Urothelkarzinom (Altree-Tacha et al. 2017; Rao et al. 2013)

Mehrere Arbeiten haben untersucht, welchen Einfluss CDH17 in Tumoren auf die
Prognose hat und inwiefern eine Expression mit molekularen oder histopathologi-

schen Tumorparametern korreliert.

So hat Li et al. in In-vitro-Versuchen mit Zelllinien von Magenkarzinomen eine
Uberexpression von CDH17 gefunden und diese Uberexpression war mit einer
verstarkten Lymphknotenmetastasierung assoziiert (Li et al. 2017a). Als Li et al.
das CDH17 ausgeschaltet hatte, war die Proliferationsrate verringert und die
Apoptoserate erhoht (Li et al. 2017a). Auch Lee et al. fanden eine Uberexpression
von CDH17 in Magenkarzinomen (Lee et al. 2010). Besonders war in dieser Ar-
beit, dass Patienten, deren Tumor in einem niedrigen Stadium war und keine be-
fallenen Lymphknoten hatten, einen statistisch signifikanten Uberlebensvorteil hat-
ten, wenn die Tumoren CDH17 exprimierten im Vergleich zu Patienten mit CDH17
negativen Tumoren im gleichen Stadium (Lee et al. 2010). Mit fortschreitendem
Tumorstadium verschwand jedoch der Uberlebensvorteil (Lee et al. 2010). Ito et al
hingegen fand eine verstarkte Expression von CDH17 in fortgeschritteneren Sta-
dien als in anfanglichen Stadien und stellte einen signifikanten Zusammenhang
zwischen einer schlechteren Prognose und einer erhéhten CDH17-Expression fest
(Ito et al. 2005).

Andere Arbeitsgruppen konnten beim Magenkarzinom eine enge Korrelation zwi-
schen einer Uberexpression von CDH17 und einer Lymphknotenmetastasierung
(Ko et al. 2004; Ge et al. 2008),einer Lymphgefallinvasion (Wang et al. 2012),
dem Tumorstadium (Wang et al. 2012; Ge et al. 2008), der Tumorgréf3e (Tu et al.

2016) und einer Fernmetastasierung (Tu et al. 2016) konstatieren.

Allerdings gab es auch Arbeitsgruppen, die einen fur die Patienten positiven Zu-
sammenhang zwischen Tumorparametern und einer CDH17 Expression fanden.
So war eine CDH17-Negativitat bzw. reduzierte CDH17-Expression beim Magen-
karzinom mit einer geringeren Uberlebenszeit (Lopes et al. 2020) und einer haufi-
geren Lymphknotenmetastasierung (Lopes et al. 2020; Park et al. 2007) verbun-
den.
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Die Arbeitsgruppe Meng et al konnte hingegen beim Magenkarzinom keinen signi-
fikanten Zusammenhang zwischen der CDH17-Expression und molekularen sowie
histopathologischen Tumorparametern wie Uberlebenszeit oder Lymphknotenme-

tastasierung erkennen (Meng et al. 2015).

Beim kolorektalen Karzinom konnten mehrere Arbeitsgruppen eine Herunterregu-
lation von CDH17 in einem Teil der Falle nachweisen und diese verminderte Ex-
pression von CDH17 war unter anderem mit einer geringeren Differenzierung
(Kwak et al. 2007; Varghese et al. 2007), einem héheren Tumorstadium (Takamu-
ra et al. 2004), Lymphgeféaf3invasion (Takamura et al. 2004), Lymphknotenmetas-
tasierung (Takamura et al. 2004) und einer schlechteren Uberlebenszeit (Kwak et
al. 2007; Wang et al. 2020) verbunden.

Beim hepatozellularen Karzinom scheint laut der aktuellen Studienlage eine Uber-
expression von CDH17 mit fur die Patienten schlechten Tumorparametern zu kor-
relieren. So war CDH17 je nach Studie mit einem hoéheren Tumorstadium (Kmeid
et al. 2021), einer Mikrogefal3invasion (Ding et al. 2009), einer Lymphknotenmeta-
stasierung (Fan et al. 2011; Lee et al. 2017), einer schlechteren Uberlebenszeit
(Ding et al. 2009), einem kiirzen remissionsfreien Uberlebensintervall (Ding et al.

2009) assoziiert.

Bezuglich des cholangiozellularen Karzinoms kamen zwei Arbeitsgruppen zu ge-
gensatzlichen Ergebnissen. So stand bei der Arbeitsgruppe Takamura et al eine
CDH17-Negativitat in cholangiozellularen Karzinomen im Zusammenhang mit ei-
ner starkeren Angiogenese, geringeren Differenzierung und einer insgesamt
schlechteren Uberlebenszeit (Takamura et al. 2010). Im Kontrast dazu korrelierte
eine Uberexpression von CDH17 bei der Arbeitsgruppe Zheng et al mit einer
schlechteren Uberlebenszeit und einem kiirzeren remissionsfreien Uberlebensin-
tervall (Zheng et al. 2021).

Die Arbeitsgruppe Huang et al konnte bei Ovarialkarzinomen eine Hochregulie-
rung von CDH17 nachweisen und diese korrelierte mit Tumorwachstum und einer

schlechteren Prognose (Huang et al. 2012).
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1.6 Mogliche Pathophysiologie von CDH17

Es ist nach wie vor ungeklart, oo CDH17 ein potenzielles Proto-Onkogenprotein
oder ein Tumorsuppressor ist. So scheint eine Herunterregulierung von CDH17
mit einer starkeren Lymphknotenmetastasierung, einer hamatogenen Metastasie-
rung und einem héherem Tumorstadium bei kolorektalen Karzinomen zu korrelie-
ren (Takamura et al. 2004; Kwak et al. 2007), wahrend bei anderen Tumorentité-
ten der gegenteilige Fall (Zheng et al. 2021; Fan et al. 2011, Ding et al. 2009;
Kmeid et al. 2021; Lee et al. 2017; Huang et al. 2012) zu zutreffen scheint. Stu-
dien konnten zeigen, dass CDH17 potenziell mehrere Interaktionspartner hat, die
bei der Onkogenese eine Rolle spielen konnten. So konnten Arbeiten zeigen, dass
CDH17 den NF-kB-Pathway aktiviert, tber welchen es die MMP2 und MMP9-
Expression bei Magenkarzinomen beeinflusst und mit einer starkeren Anzahl von
Blut- sowie Lymphgefal3en korreliert (Wang et al. 2013; Jiang et al. 2019). Eine
Suppression von CDH17 hingegen hatte dann eine Suppression der Proliferation,
Migration und Invasion von Magenkarzinomen zur Folge (Jiang et al. 2019). Bei
kolorektalen Karzinomen konnte man wiederum eine Interaktion mit verschiede-
nen Catenin wie a-, B-, und p120-Catenin nachweisen (Bartolomé et al. 2014a,;
Bartolomé et al. 2014b). Ein weiterer kritischer Interaktionspartner scheint a231
Integrin zu sein, da die Interaktion mit diesem bei Zelllinien von kolorektalen Meta-
stasen mit einer verstarkten Adhasion und stéarkeren Proliferation verbunden war
(Bartolomé et al. 2014a; Bartolomé et al. 2014b). Uber das sogenannte RGD-
Motiv kann CDH17 namlich diesen binden und eine pro-metastastische Wirkung
entfalten (Bartolomé et al. 2014a; Bartolome et al. 2014b). Eine Arbeit konnte zei-
gen, dass kolorektale Lebermetastasen eine verstarkte Koexpression von CDH17
und a2B1 Integrin aufweisen und ebenfalls den Schluss einer Prometastatischen
Wirkung auf Grundlage dieser Interaktion nahelegen (Yoshimura et al. 2009). Ab-

bildung 7 zeigt eine Ubersicht (iber potenzielle Interaktionspartner fiir CDH17.
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Abbildung 7: Mdgliche Pathophysiologie und Interaktionspartner von CDH17, die die Entstehung
von Tumoren und Metastasen begiinstigen kénnten. Quelle der Abbildung: (Casal und Bartolomé
2018).

1.7 Potential von CDH17 in Diagnostik und Therapie

Das diagnostische Potential von CDH17 in der Diagnostik scheint sich vor allem in
der Diskriminierung von Metastasen kolorektaler Karzinome von Metastasen an-
deren Ursprungs oder von Primartumoren anderer Organe zu zeigen. So konnte
Vangala im Jahre 2014 entdecken, dass Metastasen, die aus CDH17 positiven
kolorektalen Karzinomen entstammen, CDH17 weiterhin exprimieren. In seiner
Arbeit waren 95% aller untersuchten primaren kolorektalen Karzinome, tiber 85%
aller kolorektalen Lungenmetastasen sowie 100% der kolorektalen Lebermetasta-
sen Li-Cadherin positiv. Im Vergleich dazu exprimierten nur 7,4% der Lungena-
denokarzinome und keines der hepatozellularen Karzinome CDH17. Fur die Un-
terscheidung von kolorektalen Lungenmetastasen und Lungenadenokarzinomen
anhand der Li-Cadherinexpression ergab sich hierbei eine Sensitivitat von 88,9%
und eine Spezifitat von 92,6% (Vangala 2014).

Auch andere Studien fanden, dass CDH17 ein guter Marker fir Adenokarzinome
des Verdauungssystems ist (Su et al. 2008) und sensitiver fur diese ist als CDX2
(Panarelli et al. 2012). Im Panel mit CDX2 und GPA33 ist es besonders hilfreich
bei der Identifizierung von Patienten mit einer guten Prognose beim Magenkarzi-
nom (Lopes et al. 2020). AuRerdem scheint CDH17 bei Magenkarzinomen ein
sensitiverer Marker zu sein als CK20 und CDX2 (Altree-Tacha et al. 2017). Beim
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duktalen Pankreaskarzinom wurde es bereits von Kuhlmann et al. als relevanter
Marker validiert (Kuhlmann et al. 2017) und Zheng at al. konnte zeigen, dass
CDH17 beim cholangiozellularen Karzinom besser dafir geeignet sein konnte, die
Uberlebenszeit zu antizipieren als CA-19-9 (Zheng et al. 2021). Ein anderes Ge-
biet, wo CDH17 diagnostisches Potential zeigt, ist bei der Validierung von histolo-
gischen Subtypen von mit HPV assoziierten endozervikalen Adenokarzinomen.
Gemeinsam mit PAX8 und CLDN18 als Panel erh6ht es die diagnostische Prazisi-
on und den prognostischen Wert von histologischen Klassifikationen, welches vor
allem bei der Identifikation des gastrischen Immunoph&anotyps vom Zervixkarzi-
nom eine Rolle spielt (Asaka et al. 2020; Asaka et al. 2021).

Hinsichtlich des therapeutischen Potentials gibt es bereits Anséatze, in denen
CDH17 eine Rolle spielen kénnte. So ist die Aktivierung von TRAILZ2 ein therapeu-
tisches Konzept beim Kolonkarzinom, das aktuell untersucht wird. Es kann die
Apoptose einleiten und Tumorwachstum inhibieren. Mithilfe eines tetravalenten
bispezifischen Antikérpers, der sowohl TRAIL2 als auch CDH17 aktiviert, kann die
Tumorprogession inhibiert werden. Dies funktioniert jedoch nur bei CDH17 positi-
ven Tumorzellen. Bei CDH17 negativen Tumorzellen erreicht die Potenz nur ein

Tausendstel davon (Garcia-Martinez et al. 2021).

Ein weiterer Ansatz, bei welchem CDH17 relevant sein konnte, ist die photodyna-
mische Therapie. So hat beispielsweise Lum et al. den Photosensitizer IR700 mit
CDH17-Antikorpern konjugiert, damit dieser von CDH17 positiven Zelle aufge-
nommen werden kann, damit diese zur Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies

anregen. Dies fuhrt zum Zelltod von eben jenen Tumoren (Lum et al. 2020).

Ferner konnte die Arbeitsgruppe Liu et al. zeigen, dass eine Inhibition von Li-
Cadherin die Wirkung von Cisplatin in Tumorzelllinien von Magenkarzinomen stark
erhoht (Liu et al. 2018). Bei Pankreaskarzinomen konnte eine andere im nachfol-
genden Jahr in vivo bei Mausen und in vitro bei Tumor-Zelllinien nachgewiesen
werden, dass eine Inhibition von CDH17 zu einer gesteigerten Caspase-3 Aktivitat
fuhrt, was wiederum mit einem langsameren Tumorwachstum sowie einer lange-
ren Uberlebenszeit einherging (Liu et al. 2019b). Zusammenfassend kann man
hier folglich anmerken, dass eine direkte Inhibition von CDH17 das Potential be-
sitzt zum einen die Zytostatika-Sensitivitdt von Tumoren zu erhéhen und zum an-
deren auch direkt tumor-suppressiv zu wirken.
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Das RGD-Motiv von CDH17 kdnnte ebenfalls ein relevantes Target fur die Tu-
mortherapie in der Zukunft darstellen (Casal und Bartolomé 2019; Bartolomé et al.
2018). Uber das RGD-Motiv kdnnen CDH17 und andere Cadherine a2B1-Integrin
aktivieren (Bartolomé et al. 2014a), um Metastasen sowie Tumorwachstum zu be-
gunstigen. Antikorper, die diese Interaktion blockieren, konnten bei Zelllinien von
kolorektalen Karzinomen, Pankreas- und Mammakarzinomen sowie Melanomen,

diese in ihrer Onkogenese stark einschranken (Bartolomé et al. 2018).

1.8 Zielsetzung

Die in der Literatur existierenden Daten zur Expression von CDH17 in Tumoren ist
teilweise widersprichlich. Unter Verwendung der Immunhistochemie haben ver-
schiedene Autoren bisher 43 verschiedene Tumortypen untersucht. Die in den
einzelnen Entitaten beobachteten CDH17 Positivitaten variieren aber teilweise
erheblich. Beispielsweise variierte die Zahl der CDH17-positiven Fallen bei dukta-
len Adenokarzinomen des Pankreas von 9%-100% (Ma et al. 2019; Panarelli et al.
2012), bei hepatozellularen Karzinomen von 0%-72% (Su et al. 2008; Wong et al.
2003), bei serosen Karzinomen des Ovars von 6%-76% (Altree-Tacha et al. 2017;
Huang et al. 2012), bei endometrioiden Karzinomen des Ovars von 29%-89% (Alt-
ree-Tacha et al. 2017; Huang et al. 2012), bei Adenokarzinomen des Magen von
16%-93 % (Ge et al. 2008; Ota et al. 2021), bei Adenokarzinomen des Osopha-
gus von 39%-82% (Altree-Tacha et al. 2017; Panarelli et al. 2012) und bei kolorek-
talen Karzinomen von 74%-100% (Ma et al. 2019; Panarelli et al. 2012). Diese
widerspriichlichen Daten sind sehr wahrscheinlich durch die verschiedene Ver-
wendung unterschiedlicher Antikérper, verschiedener Farbeprotokolle und vonei-
nander abweichenden Kriterien fur die Definition CDH17-positiver Tumoren in den

einzelnen Studien.

Um die Haufigkeit der CDH17 Expression in Tumoren und die mégliche diagnosti-
sche Nutzlichkeit der immunhistochemischen CDH17 Bestimmung besser verste-

hen zu kdnnen, bedarf es einer Studie, bei der eine grol3e Zahl von Tumoren ver-

schiedener Tumorentitaten nach einem hoch standardisierten Verfahren analysiert
werden. Um diese Forderung zu erfillen, wurden in dieser Studie mehr als 14948

Tumorgewebeproben von 150 verschiedenen Tumortypen und Subtypen sowie 76
verschiedenen Kategorien von Normalgeweben immunhistochemisch in einem

Tissue-Microarray-Format untersucht.
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2. Material und Methoden
2.1 Tissue-Micro-Array-Technik

Die Tissue-Microarray (TMA) Methode ist ein 1998 erstmals beschriebenes Ver-
fahren zur Optimierung von Gewebeuntersuchungen mittels in situ Methoden (Ko-
nonen et al. 1998). Das Verfahren ermdglicht die gleichzeitige Untersuchung von
mehr als 600 Tumoren auf einem einzigen Objekttrager (Simon und Sauter 2003).
Tissue-Microarray-Blocke enthalten zylindrische Gewebefragmente von interessie-
renden Geweben, wie beispielsweise Tumoren, welche in einer definierten Anord-
nung senkrecht in den Paraffinblock eingebracht wurden. Mit Mikrotomen kénnen
von diesen TMA-Bl6cken Schnitte angefertigt werden, welche dann auf einen Ob-
jekttrager gebracht werden. Mit der Farbung eines solchen Schnittes mit einer mo-
lekularen In-situ-Methode, wie beispielsweise Immunhistochemie, Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung (FISH) oder RNA-in-situ-Hybridisierung werden gleichzeitig
600 Falle gefarbt, was zu einer massiven Beschleunigung von molekularen Ge-

webeuntersuchungen fihrt (Simon et al. 2004).

Die wesentlichste Limitierung der TMA-Methode ist der hohe Aufwand, der fir die
Herstellung der TMA-Blocke erforderlich ist. Die Herstellung von TMA-BIl6cken
beinhaltet 5 wesentliche Arbeitsschritte. Diese sind die Identifikation von geeigne-
ten Tumoren, die histologische Evaluation potenziell geeigneter Falle, die TMA-

Planung, die TMA-Herstellung und die Erstellung eines TMA-Datenfiles.
A. Identifikation von geeigneten Tumoren

Zur ldentifikation potenziell geeigneter Tumoren muissen zunachst existierende
Datenbanken durchforstet werden. Am UKE geschieht dies in der Regel durch
eine Volltextsuche im Pathologieinformationssystem. Hier wird nach interessieren-
den Tumortypen gesucht. Die so gefundenen Falle werden dann zunachst auf-
grund der ursprunglichen Pathologieberichte auf Eignung tGberpruft. Als geeignet
empfunden werden grof3e Tumoren mit eindeutiger Diagnose und fehlenden Hin-
weisen auf ausgedehnte Tumornekrosen oder ausgedehnte regressive Tumorver-
anderungen nach Therapie. Ausgeschlossen werden zu diesem Zeitpunkt auch
kleine Gewebeproben, welche zum Beispiel durch Stanzbiopsien oder Zangenbi-

opsien gewonnen wurden.

B. Histologische Evaluation potenziell geeigneter Falle
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Von den potenziell geeigneten Fallen werden alle Schnitte herausgesucht und von
einem Pathologen auf Brauchbarkeit Uberprift. Das Kriterium fur den Einschluss
eines Falles in eine TMA-Studie ist eine Tumorflache von mindestens einem 1 cm?
auf einem Schnitt. HE-Schnitte, welche diesem Kriterium gerecht werden, werden
von einem Pathologen ausgewahlt, welcher im Anschluss das stanzbare Tumor-
gewebe mit einem Filzstift markiert. Dabei wird das Tumorgewebe exakt an seiner
AuRRengrenze umfahren. Von den so identifizierten Schnitten werden in der Folge
die dazu gehorigen Paraffinblocke aus einem anderen Archiv herausgesucht und
von einer erfahrenen MTA auf Eignung fir die TMA-Herstellung Uberprift. Kriteri-
um fir die Eignung ist eine Blockdicke/-tiefe von mindestens 2mm. Die Verwen-
dung mdoglichst dicker Gewebebl6cke ist wichtig, weil die Blockdicke die Lange der
entnommenen Gewebezylinder definiert und damit einen Einfluss darauf hat, wie
viele Gewebeschnitte von einem TMA-Block entnommen werden kénnen mit einer

brauchbaren Anzahl von darauf enthaltenen Gewebeproben.
C. TMA-Planung

Nachdem nun feststeht, von welchen als initial geeignete Kandidaten identifizier-
ten Tumoren tatsachlich stanzbare Tumorblocke vorliegen, wird festgelegt, an
welcher Position jeder einzelne Tumor in dem TMA eingebracht werden soll. Die
hierfir verwendete TMA-Organisation ist in allen TMA-Blécken am UKE gleich.
Die TMA-Blocke bestehen aus sechs Sektoren, bezeichnet mit Grol3buchstaben
A-F. Diese Sektoren sind unterschiedlich grof3 und asymmetrisch angeordnet, um
eine eindeutige Orientierung am TMA zu ermoglichen, auch dann, wenn der her-
gestellte Schnitt aus Versehen ,verdreht* auf dem daftir vorgesehenen Objekttra-
ger aufgebracht wurde. Die 9 Zeilen der Sektoren werden mit Zahlen von 1-9, die
Spalten mit Kleinbuchstaben von a bis maximal r versehen. Abbildung 8 zeigt den
Aufbau eines UKE-TMAs schematisch.
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Abbildung 8: Schematischer Aufbau eines UKE-TMAs.

Die fur den TMA geeigneten Schnitte und Blécke werden in der vorgesehenen
Reihenfolge von Ala bis F9e sortiert und vor einem Tissue-Arrayer in Position ge-
bracht.

D. TMA-Herstellung

Die Herstellung von UKE-TMA-BI6cken erfolgt durch einen von Mitarbeitern der
Pathologie entwickelten halbautomatischen Gewebe-Arrayer (Martina und Christi-
an Mirlacher). Die wesentlichen Elemente des Arrayers sind in den Abbildungen 9
bis 18 dargestellt.
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Abbildung 9: Stanz- und Bohreinrichtung. Abbildung 10: Ubersicht tiber die Elektronik.

Abbildung 12: Einstellung des Geréats auf
Bohrmodus.
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Abbildung 13: Im Empfangerblock wird ein Loch  Abbildung 14: Wechsel zur Hohlnadel. Der
gebohrt. Spenderblock wird auf einem Minipodest in
unmittelbare Nahe zur Nadel gebracht.
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Abbildung 15: Vom Spenderblock wird Gewebe
entnommen

Abbildung 17: Ein Empfangerblock erhalt das Abbildung 18: Zusétzlich erhalten 5 weitere
entnommene Gewebe. Replikatempfangerbldcke das entnommene
Gewebe.

Diese beinhalten eine Umschaltvorrichtung, welche es ermdglicht, an einer absolut
identischen Position wahlweise entweder einen Bohrer (zur Herstellung von L6-
chern im TMA-Empfangerblock) oder eine Hohlnadel (zur Entnahme von Gewebe-
zylindern aus einem Spenderblock) zum Einsatz zu bringen, ein kleines Podest
zum Schutz des TMA-Empféangerblocks wahrend der Gewebeentnahme aus dem
Spenderblock, einen Mehrfachblockhalter zur parallelen Herstellung von bis zu 6
Replikaten eines TMAs und einen elektrischen Schrittmotor, welcher die Stanz-
/Bohreinrichtung automatisch von einer TMA-Position zur nachsten transportiert.
Die TMA-Herstellung beginnt mit der Herstellung eines 0,6 mm messenden Lo-
ches im Empfangerparaffinblocks an Position Ala. Hierflr wird ein elektrischer
Bohrer mit einem aufl3eren Durchmesser von 0,06 mm verwendet. Danach wird
der Empfangerblock mit dem Podest abgedeckt und die Umschaltvorrichtung von
Bohren auf Stanzen umgeschaltet. Mit einem Hohlzylinder mit einem inneren

Durchmesser von 0,6 mm wird dann von dem auf dem Podest liegen-den ersten
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Spenderblock ein Gewebezylinder entnommen. Durch Abgleich der Block-
oberflache mit der Tumormarkierung auf dem korrespondierenden HE-Schnitt

(Abbildung 19) wird es ermoglicht, den Tumor im Gewebeblock zu treffen.

Abbildung 19: Block und der dazugehérige Schnitt, bei dem die Tumoren mit einem Filzstift mar-
kiert worden sind.

Nach Entfernung vom Podest und Spenderblock wird das zylindrische Tumorge-
webefragment in das vorgestanzte Loch in Position Ala eingebracht. Dabei wird
fur das AusstolR3en der Zylinder ein Stahldraht verwendet. Danach wird der Mehr-
fachblockhalter auf Position 2 gebracht und es wird ein zweiter leerer Paraffinemp-
fangerblock an Position Ala angebohrt. AnschlieR3end wird unter Verwendung von
Podest und Hohlnadel aus dem gleichen Spenderblock ein weiterer Tumorzylinder
entnommen. Dabei wird darauf geachtet, dass die Entnahmestelle in unmittelbarer
Nachbarschaft der ersten Entnahmestelle liegt. Dies sorgt daftr, dass sich die
Replikate eines TMA-Blocks im Falle heterogener Tumoren so wenig wie moglich
voneinander unterscheiden. Der Prozess wird dann wiederholt, bis alle 6 Replikate
des Mehrfachblockhalters gefiillt sind. Durch die Verwendung eines zweiten Mehr-
fachblockhalters kdnnten gleichzeitig 7-12 Replikate hergestellt werden. Sind alle
Replikate aufgefillt, wird der elektrische Schrittmotor betétigt und die Stanz-
/Bohreinrichtung verschiebt sich auf Position Alb. Dann wird der gleiche Prozess,
wie vorher beschrieben, durchgefiihrt und wiederholt, bis die gesamte Tumorserie

abgearbeitet ist oder der TMA-Block an Position F9e vollstandig aufgefullt wurde.
E. TMA-Datenfile

Nach der Fertigstellung eines TMAs kénnen die fur die Herstellung bendétigten Bi-
opsienummern, welche fur die Zuordnung von Schnitten zu ihren Blocken unver-
zichtbar sind, aus dem TMA-File entfernt werden. Dies ist deswegen notwendig,
da Uber diese Patientennummern, wenn es einem Hacker gelange in das Patholo-
gieinformatiksystem einzudringen, die Klarnamen der Patienten einzusehen wa-
ren. Unter allen verfligbaren histopathologischen und molekularen Daten sowie
Verlaufsdaten, mit denen Gewebeproben tber die individuelle TMA-Koordinate
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verbunden sind, wird die Biopsienummer auch nicht mehr benétigt. So kann durch
Ausblendung der Blockidentifikationsnummer eine Pseudoanonymisierung oder
durch permanente Léschung sogar eine Anonymisierung erzielt werden. Tabelle 2
zeigt einen Ausschnitt aus einem so hergestellten TMA-File.

Tabelle 2: Prinzipieller Aufbau eines TMA-Datenfiles. Hier in diesem Beispiel handelt es sich um
den TMA COL.11.2A. Namen sind bereits rausgeldscht worden (Anonymisierung)

Array Koordinate Alter bei Geschlecht Tumorentitat pT pN pM L R
Name Entnahme
COL11.2 A A5b 79 F Colon-CA (A- 3 2 0 1 0

denokarzinome

COL11.2A A5c 80 F Colon-CA (A- 2 2 0 1 0
denokarzinome

COL11.2 A A5d 54 F Colon-CA (A- 4 2 1 1 0
denokarzinome

COL11.2A Abe 49 M Colon-CA (A- 3 2 0 1 0
denokarzinome

2.2 TMAs fur die Cadherin 17-Studie

Fir die Cadherin 17-Studie wurde ein Normalgewebe-TMA und ein Set von meh-
reren Tumorgewebe-TMAs verwendet. Der Normalgewebe-TMA enthielt insge-
samt 608 Normalgewebeproben, wobei jeweils 8 Proben von 76 verschiedenen
Gewebekategorien vorlagen. Alle 8 Gruppen einer Gewebekategorie stammten
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von unterschiedlichen Individuen. Die Zusammensetzung des Normalgewebe-

TMAs ist in Tabelle 3 gezeigt

Tabelle 3: Zusammensetzung vom Normalgewebe-TMA.

Reihenfolge Organ Reihenfolge Organ

1 Endothel, Aorta 39 Rektum, Mukosa

2 Media, Aorta 40 Gallenblase, Epithel

3 Herz 41 Leber

4 Muskulatur, quergestreift 42 Pankreas

5 Zunge, Muskulatur 43 Parotis

6 Uterus, Myometrium 44 Glandula submandibularis

7 Appendix, Muskel 45 Glandula sublingualis

8 Osophagus, Muskel 46 Knochenmark

9 Magen, Muskel a7 Duodenum, Gll. duodenales

10 lleum, Muskel 48 Niere, Kortex

11 Colon descendens, Muskel 49 Niere, Mark

12 Nierenbecken, Muskel 50 Prostata

13 Harnblase, Muskel 51 Gll. vesiculosa

14 Penis, Corpus spongiosum 52 Epididymis

15 Ovar, Stroma 53 Hoden

16 Fett 54 Bronchus, Mukosa

17 Haut 55 Bronchus, Driisen

18 Haut, Haarfollikel und Talgdriise 56 Sinus paranasales

19 Lippe, orale Mukosa 57 Lunge

20 Mundhéhle 58 Brust

21 Tonsille, Oberflachenepithel 59 Endozervix

22 Analkanal, Haut 60 Endometrium, Proliferation

23 Analkanal, Ubergang Mukosa 61 Endometrium, Sekretion

24 Ektozervix 62 Eileiter, Mukosa

25 Osophagus, Plattenepithel 63 Plazenta friihe, Dezidua

26 Urothel (Nierenbecken) 64 Ovar, Corpus Luteum

27 Urothel (Harnblase) 65 Ovar, follikulére Zyste

28 Reife Plazenta, Amnion 66 Fruhe Plazenta

29 Lymphknoten 67 Reife Plazenta

30 Milz 68 Nebenniere

31 Thymus 69 Nebenschilddriuse

32 Tonsille 70 Schilddrise

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

34 Magen, Corpus 72 Cerebellum, Substantia grisea

35 Duodenum, Mukosa 73 Cerebrum, grau

36 lleum, Mukosa 74 Cerebrum, weil3

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

38 Colon descendens, Mukosa 76 Hypophyse, Vorderlappen

Das Tumor-TMA Patientenkollektiv bestand aus 18131 Tumoren von insgesamt
150 verschiedenen Tumortypen oder Subtypen. Die genaue Zusammensetzung
des Tumor-TMAs ist in Tabelle 4 dargestellt. Detaillierte Angaben zur histopatho-
logischen und molekularen Parametern lagen von 2351 Kolonkarzinomen, 598

Pankreaskarzinomen und 327 Magenkarzinomen vor. Bei der Mehrzahl der unter-
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suchten Tumoren lagen aus friheren Studien auRerdem auch Daten zur Expres-

sion von Zytokeratin-20 und SATB2 vor (Dum et al. 2022a; Dum et al. 2022b).

Tabelle 4 Genaue Zusammensetzung der Tumor-TMAS

Tumorgruppe Tumorentitat (n=150) Proben auf
TMA (n)
Pilomatrixom 35
- Basalzellkarzinom 88
3
£ Benigner Navus 29
§ Plattenepithelkarzinom der 90
g Haut
g Malignes Melanom 46
. Malignes Melanom mit 86
Lymphknotenmetastasierung
Merkelzellkarzinom 46
Plattenepithelkarzinom des 109
Larynx
Plattenepithelkarzinom des 60
Pharynx
Orales Plattenepithelkarzinom | 130
des Mundboden
Pleomorphes Adenom der 50
Parotisdriise
Warthintumor der Parotis 104
Adenokarzinom, NOS (Pa- 14
pillares Zystadenokarzinom)
Speicheldriisenkarzinom des 15
ol Ausflihrungsgangs
2 Azinuszellkarzinom der Spei- 181
§ cheldriise
2 Adenokarzinom NOS der 109
E Speicheldruse
S Adenoides zystisches Karzi- 180
2 nom der Speicheldriise
:cc) Basalzelladenokarzinom der 25
g Speicheldrise
= Basalzelladenom der Spei- 101
o cheldriise
E Epitheliales- 53
myoepitheliales
Karzinom
der Speicheldriise
Mucoepidermoides Karzinom 343
der Speicheldrise
Myoepitheliales Karzinom 21
der Speicheldrise
Myoepitheliom 11
der Speicheldrise
Onkozytéres Karzinom der 12

Speicheldrise
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Polymorphes Adenokarzinom, | 41
low grade
(Speicheldriise)
Pleomorphes Adenom der 53]
Speicheldriise
Adenokarzinom 246
g @ der Lunge
& g Plattenepithelkarzinom der 130
S £ Lunge
; é Kleinzelliges Karzinom 20
< e der Lunge
& 3 Epitheloides Mesotheliom 39
% § Mesotheliom, sonstige 76
- o
Thymom 29
Plattenepithelkarzinom der 78
Vagina
Plattenepithelkarzinom der 130
Vulva
Plattenepithellkarzinom der 128
Zervix
Adenokarzinom der Zervix 21
Endometrioides Endometri- 236
umkarzinom
Serdses Endometriumkarzi- 82
2] nom
§ Karzinosarkom des Uterus 48
g Endometriumkarzinoma, high 13
& grade, G3
= Klarzelliges Endometriumkar- | 8
_'§ zinom
% Endometrioides Ovarialkarzi- 110
i nom
g Serdses Ovarialkarzinom 559
§ Muzindses Ovarialkarzinom 96
E Klarzelliges Ovarialkarzinom 50
Karzinosarkom des Ovars 47
Granulosazelltumor des 37
Ovars
Leydigzelltumor des Ovars
Sertolizelltumor des Ovars
Sertoli-Leydigzelltumor des
Ovars
Steroidzelltumor des Ovars 3
Brenner-Tumor 41
Invasives Mammakarzinom 545
o (NST)
g Lobulares Mammakarzinom 193
D Medullares Mammakarzinom 23
E
g Tubulares Mammakarzinom 20
Es Muzin6ses Mammakarzinom 29
Phylloider Brusttumor 50
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Tumoren der Harnwege

Adenomatoser Polyp, low- 50
grade Dysplasie

Adenomatoser Polyp, high- 50
grade Dysplasie

Adenokarzinom des Kolons 2532
Adenokarzinom des Magens, 226
diffuser Typ

Adenokarzinom des Magens, | 224
intestinaler Typ

Adenokarzinom des Magens, 62
gemischter Typ

Adenokarzinom des Osopha- | 133
gus

Plattenepithelkarzinom des 125
Osophagus

Plattenepithelkarzinom des 89
Analkanals

Cholangiozellulares Karzinom | 50
Adenokarzinom der Gallen- 31
blase

Klatskintumor der Gallenblase | 41
Hepatozellulares Karzinom 300
Duktales Adenokarzinom des | 662
Pankreas

Pankreatisch ampullares 119
Karzinom

Azinuszellkarzinom des Pan- 16
kreas

Gastrointestinaler Stromatu- 50
mor (GIST)

Nicht invasives papillares 177
Urothelkarzinom,

pTa G2 low grade

Nicht invasives papillares 141
Urothelkarzinom,

pTa G2 high grade

Nicht invasives papillares 219
Urothelkarzinom, pTa G3
Urothelkarzinom, pT2-4 G3 1318
Plattenepithelkarzinom der 22
Blase

Kleinzelliges neuroendokrines | 23
Karzinom der Blase

Sarkomatoides Urothelkarzi- 25
nom

Urothelkarzinom (Nierenbe- 62
cken)

Klarzelliges Nierenzellkarzi- 1287
nom

Papillares Nierenzellkarzinom | 368
Klarzelliges 26
(tubulares) papillares Nieren-
zellkarzinom

Chromophobes Nierenzell- 170
karzinom

Onkozytom 257
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Adenokarzinom der Prostata, 83
Gleason 3+3
Adenokarzinom der Prostata, 80
Gleason 4+4
Adenokarzinom der Prostata, 85
Gleason 5+5
) Adenokarzinom der Prostata 258
o (Rekurrenz)
% Kleinzelliges neuroendokrines | 19
= Karzinom der Prostata
8 Seminom 621
=
% Embryonales Karzinom des 50
= Hodens
=§ Leydigzelltumor des Hodens 30
E Sertolizelltumor des Hodens 2
§ Keimstrang-Stromatumor des | 1
8 Hodens
= Spermatozytischer Tumor des | 1
Hodens
Dottersacktumor 50
Teratom 50
Plattenepithelkarzinom des 80
Penis
Schilddriisenadenom 113
Papillares Schilddrusenkarzi- 391
nom
g Follikulares Schilddrusenkar- 154
_g zinom
% Medullares Schilddriisenkar- 111
% zinom
OE)_ Nebenschilddrisenadenom 43
g Anaplastisches Schilddriisen- | 45
z karzinom
'_g Nebennierenadenom 50
£ Nebennierenkarzinom 26
§ Phaeochromocytom 50
g Appendix, neuroendokriner 22
5 Tumor (NET)
5 Kolorektum, neuroendokriner 12
% Tumor (NET)
g lleum, neuroendokriner Tu- 49
c mor (NET)
.g Lunge, neuroendokriner 19
S Tumor (NET)
g Pankreas, neuroendokriner 97
@ Tumor (NET)
g Kolon/Rektum, neuroendokri- 12
5] nes Karzinom (NEC)
5 Gallenblase, neuroendokrines | 4
Karzinom (NEC)
Pankreas, neuroendokrines 14

Karzinom (NEC)
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Hodgkin-Lymphom 103
Kleines lymphatisches Lym- 50
phom, B-cell Typ (B-SLL/B-

CLL)

Diffuses groRes B-Zell Lym- 113
phom (DLBCL)

Follikulares Lymphom 88
T- Zell Non Hodgkin Lym- 25
phom

Mantelzell-Lymphom 18
Marginalzonen-Lymphom 16
Diffuses groRRes B-Zell- 16
Lymphom (DLBCL) im Hoden
Burkitt-Lymphom 5
Tenosynoviales Riesen- 45
zelltumor

Granularzelltumor 53
Leiomyom 50
Leiomyosarkom 87
Liposarkom 132
Maligner peripherer Nerven- 13
scheidentumor (MPNST)
Myofibrosarkom 26
Angiosarkom 73
Angiomyolipom 91
Dermatofibrosarkom protube- | 21
rans

Ganglioneurom 14
Kaposi-Sarkom 8
Neurofibrom 117
Sarkom, nicht weiter spezifi- 74
ziert (NOS)

Paragangliom 41
Ewing Sarkom 23
Rhabdomyosarkom 6
Schwannom 121
Synovialsarkom 12
Osteosarkom 43
Chondrosarkom 38
Rhabdoider Tumor 5
Summe 18131
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2.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein zentrales Verfahren der diagnostischen Pathologie.
Es ermoglicht die Visualisierung von spezifischen Proteinen an Gewebeschnitten.
Zu diesem Zweck kommen Antikdrper zur Anwendung, welche flr ein interessie-
rendes Protein spezifisch sind. Diese Antikdrper stammen in der Regel aus Labor-
tieren, meist Maus, Kaninchen oder Ratte. Da die Antikorper farblos sind, kann
eine erfolgreiche Bindung eines diagnostischen Antikorpers an sein Zielprotein nur
indirekt nachgewiesen werden. Hierfur werden sogenannte Sekundarantikorper
verwendet, welche aus einer anderen Tierspezies stammen und gegen den Fc-Tell
von Antikérpern der Spezies gerichtet sind, die zu dem Primarantikorper passen.
Diese Sekundarantikérper kobnnen auf verschiedene Weisen mit Detektionssyste-
men verbunden sein, welche eine Visualisierung der Antikérperbindung am
Schnittpraparat erlauben und tber verschiedene Verfahren auch eine erhebliche
Verstarkung der Signale ermoglichen. Das Prinzip der Antigen-Antikérper-Bindung
auf Gewebeschnitten ist in Abbildung 20 dargestellt. Verschiedene Konzepte fir
die Visualisierung und Amplifizierung von Antigen-Antikdrper-Bindungen sind in
den Abbildungen 21-27 dargestellt.

Hinsichtlich der Visualisierung und Amplifizierung gibt es verschiedene Konzepte.
Im Wesentlichen unterscheidet man hierbei zwischen der direkten und indirekten
Methode. Bei der direkten Methode (Abbildung 20) wird der fur ein Zielantigen
spezifische Primarantikorper direkt mit einem Enzym konjugiert, welches bei Sub-
stratgabe eine Farbreaktion auslost (IHC Sample Visualization 2022). Als Enzyme
kommen hierbei entweder alkalische Phosphatase oder Peroxidase in Frage
(Hantschke und Palmedo 2015).
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Abbildung 20: Direkte Methode zur Antikorpervisualisierung: Epitop wird vom Primarantikdrper
gebunden, der mit einem Enzym gekoppelt ist, der eine Farbreaktion katalysieren kann. Quelle der
Informationen: (Hantschke und Palmedo 2015)

Die zweite Mdglichkeit, um Antigene zu visualisieren, ist die indirekte Methode
(Abbildung 21), welche mehrere Unterformen hat. Bei der konventionellen Form
sind die Farbenzyme nicht an dem Priméarantikorper konjugiert, sondern an einem
Sekundarantikorper, der den Fc-Teil des Primarantikorpers bindet (Hantschke und
Palmedo 2015). Ein grof3er Vorteil der indirekten Methode gegenuber der konven-
tionellen direkten Methode ist die hdhere Sensitivitat, da sich mehrere Sekun-
darantikdrper an einen Primarantikérper binden kénnen (Direct vs indirect immu-
nofluorescence | Abcam 2022). Diese Sensitivitat der indirekten Methode lasst
sich sogar noch weiter verbessern durch die zusatzliche Gabe eines Tertidranti-
korpers im Sinne einer doppelt indirekten Methode (Abbildung 22) (Hantschke und
Palmedo 2015).
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Sekundarer
Antikorper

Chromogen

Epitop

Primarer Antikdrper

Abbildung 21; Indirekte Methode zur Antikdrpervisualisierung: Priméarantikdrper wird von einem
Sekundarantikdrper gebunden. Anstelle des Primarantikorpers ist dieser mit dem Enzym konju-
giert. Quelle der Informationen: (Hantschke und Palmedo 2015)

Tertidrer
Antikérper

Sekundarer

Antikérper Chromogen

Priméarer Antikérper

Abbildung 22: Doppelt indirekte Methode zur Antikdrpervisualisierung: Zuséatzliche Gabe eines
tertiaren Antikorpers. Quelle der Informationen: (Hantschke und Palmedo 2015)

Ferner muss nicht jeder neue Primarantikdrper zeit- und kostenaufwéandig mit ei-

nem Farbenzym konjugiert werden, sondern man kann anstelle dessen standardi-
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sierte Sekundarantikérper verwenden. Der Nachteil der indirekten Methode sind
potenzielle unspezifische Kreuzreaktion sowie eine starkere Hintergrundfarbung
(Direct vs indirect immunofluorescence | Abcam 2022; Hantschke und Palmedo
2015).

Neben den konventionellen Formen der direkten sowie der indirekten Methode
existieren noch weitere Unterformen. So kann man beispielsweise bei der indirek-
ten Form biotinylierte Sekundarantikorper verwenden, die mit einer hohen Bin-
dungsaffinitat Avidin-Biotin-Enzymkomplexe (Abbildung 23) oder Streptavidin-
Enzymkomplexe (Abbildung 24) (Hantschke und Palmedo 2015). Vorteile dieser
Variation sind die vergleichsweise sehr einfache Produktion von biotinylierten Se-
kundarantikorpern, die bis zu 150 Biotinmolekule tragen kbénnen, sowie die bei

dieser Methode erzielten hohen Signalwerte (Hantschke und Palmedo 2015).

Avidin-Biotin-
Komplex mit mit
konjugiertem Enzym

Biotinylierter
sekundarer
Antikorper

n Primarer Antikorper

Abbildung 23; Avidin-Biotin-Methode zur Antikdrpervisualisierung: Bindung eines Komplexes aus
Avidin, Biotin und Enzymen an einen biotiylierten Sekundéarantikérper. Quelle der Informationen:
(Hantschke und Palmedo 2015)
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Konjugiertes Enzym |

Biotinylierter
sekundarer
Antikorper

Primarer Antikdrper

Abbildung 24: Streptavidin-Methode zur Antikdrpervisualisierung: Bindung eines Streptavidin-
Enzym-Komplexes an einen biotinylierten Sekundarantikdrper. Quelle der Informationen:
(Hantschke und Palmedo 2015)

Weitere alternative Verfahren sind die EPOS-Methode und die PAP bzw. APAAP-
Methode. Bei der EPOS-Methode (Abbildung 25), auch Enhanced-Polymer-One-
Step-Staining genannt, wird von sogenannten Dextranpolymern gebraucht ge-
macht (Hantschke und Palmedo 2015). Diese kettenartigen Makromolekile sind
mit zahlreichen Farbenzymen und Primarantikorpern konjugiert. Da diese Polyme-
re das Antigen direkt binden, gehdrt dieses Verfahren zu den direkten Visualise-
rungsverfahren. Jedoch ist es auch hier mdglich die Polymere mit Sekundaranti-
korpern anstelle von Primérantikorpern zu konjugieren (Abbildung 26) (Hantschke
und Palmedo 2015).
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Abbildung 25: EPOS-Methode zur Antikorpervisualisierung: Nutzung von Dextrapolymern, die mit
Priméarantikdrpern und Enzymen konjugiert sind. Quelle der Informationen: (Hantschke und Palme-
do 2015)

Sekundérer
Antikérper

Abbildung 26: Variation der EPOS-Methode zur Antikérpervisualisierung: Nutzung von Dextranpo-
lymern, die anstelle von Priméarantikérpern mit Sekundarantikérpern konjugiert sind. Quelle der
Informationen: (Hantschke und Palmedo 2015)

Die andere Methode, die PAP- bzw. APAAP-Methode (Abbildung 27), beinhaltet
wiederum die Nutzung von sogenannten Enzym-Antikdrper-Komplexen, die Uber
einen Brickenantikdrper mit dem Priméarantikorper verbunden sind (Hantschke
und Palmedo 2015). Der Briickenantikdrper bindet Giber seinen Far-Teil den Fc-Teil
von dem Primarantikérper und dem Antikdrper, der mit dem Farbenzym einen

Komplex bildet (Hantschke und Palmedo 2015). Damit dies méglich sein kann, ist
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es wichtig, dass sowohl die komplexbildenden Antikdrper als auch die Primaranti-
korper aus derselben Spezies stammen. Beziglich der Namensgebung der Me-
thode ist hierbei zu erwéhnen, dass man je nachdem, ob der Enzym-
Antikdrperkomplex Peroxidase oder Alkalische Phosphatase enthélt, von der
PAP(Peroxidase-Anti-Peroxidase) - oder APAAP(Alkalische-Phosphatase-Anti-
Alkalische-Phosphatase) -Methode spricht (Hantschke und Palmedo 2015).

o w

® @
P

Briickenantikorper Briickenantikérper

H o “ o

Abbildung 27: PAP / APAAP-Methode zur Antikrpervisualisierung: Bindung eines solchen Kom-
plexes einen Primarantikdrper Uber einen sogenannten Bruckenantikorper. Quelle der Informatio-
nen: (Hantschke und Palmedo 2015)

Das Prinzip der Immunhistochemie erscheint einfach und nachvollziehbar, doch ist
die Methode in der klinischen Routine und im Forschungsalltag mit zwei substan-

ziellen Problemen behaftet. Diese sind:

Erstens: Die verfugbaren Antikdrper gegen ein Zielprotein reflektieren die gesamte
Bandbreite einer physiologischen Immunreaktion und da jedes Versuchstier nach
Beimpfung mit einem diagnostisch relevanten Protein tausende verschiedene An-
tikdrper gegen das gleiche Protein herstellt, gibt es zwischen Antikdrpern ver-
schiedener Anbieter gegen ein bestimmtes interessierendes Zielprotein praktisch
immer signifikante Unterschiede. Die Unterschiede betreffen die Spezifitat der An-
tigen-Antikdrper-Bindung, die Signal-to-noise-Ratio, die Tendenz unspezifischen
Hintergrund zu bilden und die fir den Antikorper optimalen Farbeprotokolle. Far-
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bungen, die mit zwei verschiedenen Antikérpern in zwei unterschiedlichen Labo-

ren erzielt wurden, sind deswegen kaum miteinander vergleichbar.

Zweitens: Die Zielproteine einer immunhistochemischen Féarbung sind in der diag-
nostischen Pathologie praktisch immer formalinfixiert. Die Formalinfixierung fuhrt
zu einem Crosslinking (Vernetzung) von Proteinen untereinander und mit DNA-
Strukturen (Hoffman et al. 2015). Aus diesem Grund kdnnen im nativen Zustand
normalerweise zugangliche Epitope vernetzt und damit nicht mehr zugénglich ge-
macht werden (Werner et al. 2000). Es entstehen auch neue Epitope, welche Ur-
sache einer Kreuzreaktion sein kbnnen. Das Verfahren der hitzeinduzierten
Epitop-Demaskierung (Heat induced epitope retrieval, HIER) stellt ein Verfahren
zur Verfugung, welches dieses Crosslinking zumindest teilweise aufhebt und fur
viele Antikorper eine immunhistochemische Farbung formalinfixierter Gewebe-
schnitte ermdglicht (Ezaki 1996). Da aber nicht davon ausgegangen werden kann,
dass die Proteine, welche zuerst formalinfixiert sind und dann im Rahmen der
Epitop-Demaskierung bei 120 Grad Celsius gekocht werden, sich gleich verhalten
wie unfixierte Proteine, missen Antikorper fur die Immunhistochemie speziell vali-
diert werden. Die internationale Arbeitsgruppe fur die Antikdrpervalidierung
(IWGAV) vertritt die Ansicht, dass eine derartige Validierung nur durch zwei Me-
thoden mdglich sei, entweder durch den Vergleich der Immunhistochemiebefunde
mit Expressionsdaten, die durch eine andere Methode erhoben wurden oder aber
durch den Vergleich der Farbeergebnisse mit den Farbeergebnissen eines zwei-

ten unabhangigen Antikorpers (Uhlen et al. 2016).
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2.4 Immunhistochemische Farbung

Der erste Schritt des immunhistochemischen Farbeprotokolls ist die Vorbereitung.
Bei dieser werden die Schnitte zunéchst mit Xylol entparaffiniert, bevor sie an-
schlielBend rehydriert werden mit einer absteigenden Alkoholreihe bis hin zu destil-
liertem Wasser. Im nachsten Schritt werden im Rahmen der Vorbehandlung die
Schnitte mit der Dako-Target Retrieval Solution (Agilent, CA, USA; #52367) fur 5
min bei 121°Grad Celsius autoklaviert. Im Anschluss werden die Schnitte zweimal
mit destilliertem Wasser und einmal fir 5 min mit TBS-T Puffer gespult. Die ge-
spulten Schnitte werden danach im dritten Schritt in einer feuchten Kammer aus-
gelegt, wo dann die endogene Peroxidase-Aktivitat mithilfe der Dako Peroxidase
Blocking Solution (Agilent, CA, USA; #52023) fur 10 Minuten blockiert wird, bevor
erneut mit TBS-T Puffer in 3 Zyklen a 5min gespult wird. Im vierten Schritt wird der
priméare Antikorper spezifisch fir das CDH17 Protein (Maus, monoklononal,
MSVA-517M, MS Validated Antibodies, Hamburg, Deutschland) in einer Verdin-
nung von 1 zu 150 gegeben und mit diesem werden die Schnitte fir 60min bei
einer Temperatur von 37° C inkubiert. Nach einem erneuten Spulvorgang mit TBS-
T Puffer werden die gebundenen Antikdrper mit dem the-EnVisionKit (Agilent, CA,
USA; #K5007) visualisiert. Dieser Prozess wird bei einer Temperatur von 37°C
durchgefiihrt und nimmt 30min in Anspruch. Auf einen letzten Sptilvorgang folgend
werden die Schnitte dann mit Hamalaun gegengeféarbt. Eine genaue tabellarische
Darstellung des Farbeprotokolls ist in Tabelle 5 zu finden. Im Sinne der Antikér-
pervalidierung wurde der Normalgewebe-TMA zusatzlich mit dem Referenzanti-
korper EPR3996 vom Hersteller Abcam bei einer Verdiinnung von 1:150 bei ei-

nem ansonsten gleichbleibenden Farbeprotokoll immunhistochemisch untersucht.
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Tabelle 5:Tabellarische Darstellung des Farbeprotokolls

Vorbereitung der Objekttrager —>Herstellung von 2,5 pm Schnitten

->Schnitte tber Nacht bei 60°C im Brutschrank

—>Entparaffinierung der Schnitte mit Xylol und bis zu destilliertem Wasser
absteigender Alkoholreihe

Vorbehandlung - Schnitte werden im entsprechenden TEC-Puffer (pH 7,8) fur 5 Minuten bei
121°C autoklaviert

->zweimaliges Spilen mit destilliertem Wasser

—>einmaliges Spulen mit TBS-T Puffer a 5 Min

Peroxidaseblock ->Schnitte in feuchter Kammer auslegen
—>Behandlung mit einer Peroxidase-Blocking-Solution (#S2023) RTU fur 10
Minuten
—dreimaliges Spilen mit TBS-T Puffer fur 5 Minuten

Antikorperinkubation -1:150 verdinnter Primé&rantikdrper (MSVA 517-M) bzw. 1:150 verdinnter

Referenzantikbrper ERP3996 zur Validierung wird gegeben; Inkubationsdau-
er:60 Min bei 37°C

—>dreimaliges Spiilen & 5 Minuten mit TBS-T Puffer

—>Inkubation mit Sekundérantikrper via EnVision mouse/rabbit (#K5007)
-dreimaliges Spilen a 5 Minuten mit TBS-T Puffer

Visualisierung ->Behandlung mit DAB Chromogen (#5007) fir 10min bei Raumtemperatur
und anschlieBendem Spiilen mit destilliertem Wasser

->Gegenfarbung mit Hamatoxylin fir 3 Minuten und anschlieRendem Blauen
mithilfe von Leitungswasser

->Dehydrierung mit aufsteigender Alkoholreihe bis Xylol

->AbschlieRendes Eindecken der behandelten Schnitte

Far Tumorgewebe wurde die Prozentzahl an Cadherin 17 positiven Zellen ge-
schatzt und die Farbeintensitat semi-quantitativ erfasst (0, 1+, 2+, 3+). Fur die sta-
tistische Analyse wurden die Farberesultate in 4 Gruppen kategorisiert: Negativ:
Keine Farbung; schwach: Farbeintensitat 1+ in < 70% aller Zellen oder Farbein-
tensitat von 2+ in < 30% aller Tumorzellen, mafig: Farbeintensitat von 1+ in >70%
aller Tumorzellen, Farbeintensitat von 2+ in > 30% aber in < 70% aller Zellen oder
Farbeintensitat von 3+ in < 30% aller Tumor Zellen; kraftig: Farbeintensitat von 2+

in > 70% aller Zellen oder Farbeintensitat von 3+ in > 30% aller Tumorzellen.

2.5 Statistik

Statistische Berechnungen wurden mit der JIMP 16 Software (SAS Institut Inc. NC,
USA) exekutiert. Kontingenztabellen und Chi Quadrat- Tests wurden mit der Fra-
gestellung einer eventuellen signifikanten Assoziation zwischen einer CDH17-

Anfarbung sowie dem Tumorphanotyp durchgefihrt.
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3. Ergebnisse

3.1 Technische Aspekte

Von 18131 Tumoren waren 14948 auswertbar (82,44 Prozent). Ursachen fir nicht
interpretierbare Gewebeproben waren entweder das Fehlen von Gewebematerial
einzelner Tumoren auf den TMA-Schnitten oder aber das Fehlen von eindeutigen
Tumorzellen in den Gewebespots. Von allen 76 Normalgewebekategorien waren
mindestens vier Gewebeproben auswertbar, sodass alle Zelltypen dieser Gewebe

bewertet werden konnten.

3.2 Cadherin 17 im Normalgewebe

Eine starke membrandse, vorwiegend basolaterale CDH17-Immunfarbung fand
sich in allen epithelialen Zellen des Dinndarms, des Kolorektums und der Appen-
dix. Eine mafig starke CDH17-Farbung fand sich auch in oberflachlichen Epithel-
zellen des Ubergangsepithels des Analkanals und der Gallenblase. Im Gegensatz
dazu waren intrahepatische Gallengange entweder CDH17-negativ oder wiesen
lediglich eine schwache fokale Farbung auf. Eine kraftige CDH17-Anfarbung fand
sich auch in den Epithelzellen der Ausfihrungsgange des Pankreas, wahrend die
Schaltsticke (,intercalated ducts“) CDH17-negativ waren. In einzelnen Fallen fand
sich fokal eine membrantse CDH17 Anfarbung einzelner Endometriumdrisen
oder von einzelnen Endometriumzellen. Eine schwache bis maRiggradige memb-
randse CDH17-Positivitat fand sich auch in einzelnen inflammatorischen Zellen,
welche einem Unterkollektiv dendritischen Zellen entsprechen dirfte und meist mit
epithelialen Zellschichten vergesellschaftet waren. Représentative Bilder von
Normalgewebebefunden mit dem MSVA-517M sind in den Abbildungen 28-35 ge-
zeigt. Der Vergleich des MSVA-517M Antikdrpers mit dem Referenzantikérper
EPR3996 zur Validierung ist in Abbildung 36 gezeigt. Eine CDH17-Farbung war
nicht nachweisbar in Sklettmuskulatur, Herzmuskulatur, glatter Muskulatur, Myo-
metrium des Uterus, Fettgewebe, Haut, Mundschleimhaut der Lippe, Oberfla-
chenepithel der Mundhdhle und der Mandeln, Ektozervix, Plattenepithel der Spei-
serohre,Niere, Urothel des Nierenbeckens und der Harnblase, Dezidua, Plazenta,
Thymus, Ohrspeicheldrise, submandibularen sowie sublingualen Drisen, respira-
torischen Epithelien, Prostata, Samenblase, Hoden, Nebenhoden, Brust, Eier-
stock, Gebarmutterhals, Eileiter, Nebenniere, Nebenschilddriise, Hypophyse und

Gehirn.
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Abbildung 29

. Kraftige membrandse Anfarbung des Kolons
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Abbildung 30: MaRig starke membrantse Immunfarbung vom pankreatischen Ausfihrungsgang

Abbildung 31: MaRig starke Anfarbung des Gallenblasenepithels
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Abbildung 32: Fokal schwache Anfarbung des Endometriums

Abbildung 33: Fokal schwache Anféarbung von vereinzelten mit Epithelzellen assoziierten Entziin-

dungszellen.
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Abbildung 35: Keine CDH-17-Anfarbung in der Niere.
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Abbildung 36: Gegenuberstellung vom Antikdrper MSVA-517M (obere Reihe) und vom Refe-
renzantikdrper EPR3996 (untere Reihe) in den Organen Kolon (A und E), lleum (B und F), Gallen-

blase ( C und G) und Tonsille (D und H). Die Immunfarbungen des MSVA-517M-Antik6rpers wur-
den durch den Referenzantikdrper bestatigt.
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3.3 Cadherin 17 in Tumoren
Eine CDH17 Immunfarbung war in 2917 (19,5%) der 14984 auswertbaren Tumo-
ren nachweisbar. Dartiber fanden sich 485 (3,24%) mit schwacher, 453 (3,02%)

mit makiger und 1917 (13,23%) mit starker CDH17 Farbung. Insgesamt fand sich

in 53 (35,33 %) der 150 untersuchten Tumorkategorien mindestens ein Fall mit
nachweisbarer CDH17 Positivitat. In 26 (17,3%) der 150 untersuchten Tumorkate-

gorien fand sich mindestens ein Fall mit einer starken CDH17 Positivitat. Die er-

hobenen CDH17 Befunde sind in Tabelle 6 organsystematisch dargestellt. Tabelle

7 und Abbildung 37 zeigen eine Rangliste der Tumorkategorien nach der Haufig-

keit und Intensitat der CDH17 Farbung. Représentative Bilder von CDH17-

positiven Tumoren sind in den Abbildungen 38-45 gezeigt.

Tabelle 6: CDH17 Féarbung in humanen Tumoren.

Organsysteme Tumorentitat (n=150) Proben auf | Analysier- Negativ Schwach | MaRig | Kréftig
TMA (n) bar (n) (%) (%) stark (%)
(%)
Tumoren der Pilomatrixom 35 24 100,0 0,0 0,0 0,0
Haut Basalzellkarzinom 88 75 100,0 0,0 00 |00
Benigner Navus 29 29 100,0 0,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom der 90 87 100,0 0,0 0,0 0,0
Haut
Malignes Melanom 46 45 100,0 0,0 0,0 0,0
Malignes Melanom mit 86 76 100,0 0,0 0,0 0,0
Lymphknotenmetastasierung
Merkelzellkarzinom 46 41 100,0 0,0 0,0 0,0
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Organsysteme Tumorentitat (n=150) Proben auf | Analysierbar | Negativ | Schwach | MaRig | Kréftig
TMA (n) (n) (%) (%) stark (%)
(%)
Tumoren des Plattenepithelkarzinom des 109 104 99,0 1,0 0,0 0,0
Kopfs und des Larynx
Nackens Plattenepithelkarzinom des 60 58 98,3 1,7 0,0 0,0
Pharynx
Orales Plattenepithelkarzi- 130 127 100,0 0,0 0,0 0,0
nom des Mundboden
Pleomorphes Adenom der 50 48 100,0 0,0 0,0 0,0
Parotisdriise
Warthintumor der Parotis 104 99 99,0 1,0 0,0 0,0
Adenokarzinom, NOS 14 12 91,7 0,0 8,3 0,0
(Papillares Zystadenokarzi-
nom)
Speicheldrusenkarzinom 15 14 92,9 7,1 0,0 0,0
des Ausfiihrungsgangs
Azinuszellkarzinom der 181 139 98,6 14 0,0 0,0
Speicheldrise
Adenokarzinom NOS der 109 66 95,5 0,0 15 3,0
Speicheldruse
Adenoides zystisches 180 90 100,0 0,0 0,0 0,0
Karzinom der Speicheldru-
se
Basalzelladenokarzinom 25 25 100,0 0,0 0,0 0,0
der Speicheldriise
Basalzelladenom der Spei- 101 97 100,0 0,0 0,0 0,0
cheldriise
Epitheliales-myoepitheliales | 53 53 100,0 0,0 0,0 0,0
Karzinom der Speicheldri-
se
Mucoepidermoides Karzi- 343 329 99,7 0,3 0,0 0,0
nom der Speicheldriise
Myoepitheliales Karzinom 21 21 100,0 0,0 0,0 0,0
der Speicheldriise
Myoepitheliom der Spei- 11 11 100,0 0,0 0,0 0,0
cheldruse
Onkozytares Karzinom der 12 12 100,0 0,0 0,0 0,0
Speicheldrise
Polymorphes Adenokarzi- 41 38 100,0 0,0 0,0 0,0
nom, low grade (Speichel-
druse)
Pleomorphes Adenom der 53 41 100,0 0,0 0,0 0,0

Speicheldrise
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Organsysteme Tumorentitat (n=150) Proben auf | Analysier- Negativ Schwach | MaRig | Kréftig
TMA (n) bar (n) (%) (%) stark (%)
(%)
Tumoren der Adenokarzinom der Lunge 246 182 90,1 55 3,3 1,1
BUNG e e R U aN o nepithelkarzinom der | 130 72 100,0 0,0 0,0 0,0
und des Thymus
Lunge
Kleinzelliges Karzinom der 20 14 100,0 0,0 0,0 0,0
Lunge
Epitheloides Mesotheliom 39 33 100,0 0,0 0,0 0,0
Mesotheliom, sonstige 76 61 100,0 0,0 0,0 0,0
Thymom 29 28 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren des Plattenepithelkarzinom der 78 70 100,0 0,0 0,0 0,0
weiblichen Geni- Vagina
taltrakts Plattenepithelkarzinom der 130 126 100,0 0,0 0,0 0,0
Vulva
Plattenepithellkarzinom der | 128 125 99,2 0,0 0,8 0,0
Zervix
Adenokarzinom der Zervix 21 19 47,4 31,6 21,1 0,0
Endometrioides Endometri- | 236 203 97,0 25 0,5 0,0
umkarzinom
Serdses Endometriumkar- 82 68 91,2 8,8 0,0 0,0
zinom
Karzinosarkom des Uterus 48 34 100,0 0,0 0,0 0,0
Endometriumkarzinoma, 13 12 100,0 0,0 0,0 0,0
high grade, G3
Klarzelliges Endometrium- 8 7 100,0 0,0 0,0 0,0
karzinom
Endometrioides Ovarialkar- | 110 86 93,0 1,2 0,0 5,8
zinom
Serdses Ovarialkarzinom 559 520 99,8 0,2 0,0 0,0
Muzingses Ovarialkarzinom | 96 72 38,9 19,4 111 30,6
Klarzelliges Ovarialkarzi- 50 42 97,6 2,4 0,0 0,0
nom
Karzinosarkom des Ovars a7 35 97,1 2,9 0,0 0,0
Granulosazelltumor des 37 35 100,0 0,0 0,0 0,0
Ovars
Leydigzelltumor des Ovars 4 4 100,0 0,0 0,0 0,0
Sertolizelltumor des Ovars 1 1 100,0 0,0 0,0 0,0
Sertoli-Leydigzelltumor des | 3 3 100,0 0,0 0,0 0,0
Ovars
Steroidzelltumor des Ovars | 3 3 100,0 0,0 0,0 0,0
Brenner-Tumor 41 38 100,0 0,0 0,0 0,0
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Organsysteme Tumorentitat (n=150) Proben auf | Analysier- Negativ Schwach | MaRig | Kréftig
TMA (n) bar (n) (%) (%) stark (%)
(%)
Tumoren der Invasives Mammakarzinom | 545 427 100,0 0,0 0,0 0,0
Brust (NST)
Lobulares Mammakarzinom | 193 158 100,0 0,0 0,0 0,0
Medullares Mammakarzi- 23 22 100,0 0,0 0,0 0,0
nom
Tubuldres Mammakarzinom | 20 20 100,0 0,0 0,0 0,0
Muzinéses Mammakarzi- 29 28 100,0 0,0 0,0 0,0
nom
Phylloider Brusttumor 50 49 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren des Adenomatéser Polyp, low- 50 50 0,0 2,0 8,0 90,0
Verdauungstrakts | grade Dysplasie
Adenomatdser Polyp, high- | 50 47 0,0 2,1 8,5 89,4
grade Dysplasie
Adenokarzinom des Kolons | 2532 2035 1,9 4,6 12,8 80,7
Adenokarzinom des Ma- 226 164 57,3 8,5 20,7 13,4
gens, diffuser Typ
Adenokarzinom des Ma- 224 159 38,4 20,8 12,6 28,3
gens, intestinaler Typ
Adenokarzinom des Ma- 62 57 52,6 19,3 14,0 14,0
gens, gemischer Typ
Adenokarzinom des Oso- 133 77 51,9 28,6 10,4 9,1
phagus
Plattenepithelkarzinom des | 125 64 100,0 0,0 0,0 0,0
Osophagus
Plattenepithelkarzinom des 89 81 100,0 0,0 0,0 0,0
Analkanals
Cholangiozellulares Karzi- 50 49 75,5 18,4 4,1 2,0
nom
Adenokarzinom der Gallen- | 31 31 54,8 29,0 9,7 6,5
blase
Klatskintumor der Gallen- 41 39 82,1 10,3 51 2,6
blase
Hepatozellulares Karzinom 300 289 88,2 8,7 1,4 1,7
Duktales Adenokarzinom 662 452 59,5 26,1 10,0 4,4
des Pankreas
Pankreatisch-ampulléres 119 63 30,2 25,4 19,0 25,4
Karzinom
Azinuszellkarzinom des 16 14 71,4 21,4 7,1 0,0
Pankreas
Gastrointestinaler Stroma- 50 48 100,0 0,0 0,0 0,0

tumor (GIST)
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Organsysteme Tumorentitat (n=150) Proben Analysierbar Negativ Schwach | MaRig Kréaftig
auf TMA (n) (%) (%) stark (%)
() (%)
Tumoren der Nicht invasives papilla- 177 154 99,4 0,6 0,0 0,0
Harnwege res Urothelkarzinom,
pTa G2 low grade
Nicht invasives papilla- 141 124 100,0 0,0 0,0 0,0
res Urothelkarzinom,
pTa G2 high grade
Nicht invasives papilla- 219 181 99,4 0,6 0,0 0,0
res Urothelkarzinom,
pTa G3
Urothelkarzinom, pT2-4 1318 619 99,4 0,3 0,0 0,3
G3
Plattenepithelkarzinom 22 21 100,0 0,0 0,0 0,0
der Blase
Kleinzelliges neuroendo- | 23 23 100,0 0,0 0,0 0,0
krines Karzinom der
Blase
Sarkomatoides Urothel- 25 24 100,0 0,0 0,0 0,0
karzinom
Urothelkarzinom (Nie- 62 59 100,0 0,0 0,0 0,0
renbecken)
Klarzelliges Nierenzell- 1287 1202 99,4 0,5 0,1 0,0
karzinom
Papillares Nierenzellkar- | 368 334 97,3 1,2 0,9 0,6
zinom
Klarzelliges (tubulares) 26 25 100,0 0,0 0,0 0,0
papillares Nierenzellkar-
zinom
Chromophobes Nieren- 170 136 100,0 0,0 0,0 0,0
zellkarzinom
Onkozytom 257 219 99,5 0,5 0,0 0,0
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Organsysteme Tumorentitat (n=150) Proben Analysierbar | Negativ Schwach | MaRig Kréaftig
auf TMA | (n) (%) (%) stark (%)
(n) (%)
Tumoren der Adenokarzinom der 83 82 100,0 0,0 0,0 0,0
mannlichen Prostata, Gleason 3+3
Genitalorgane Adenokarzinom der 80 72 97,2 1,4 1,4 0,0
Prostata, Gleason 4+4
Adenokarzinom der 85 81 90,1 9,9 0,0 0,0
Prostata, Gleason 5+5
Adenokarzinom der 258 252 93,3 5,2 0,8 0,8
Prostata (Rekurrenz)
Kleinzelliges neuroendo- 19 18 94,4 5,6 0,0 0,0
krines Karzinom der
Prostata
Seminom 621 516 100,0 0,0 0,0 0,0
Embryonales Karzinom 50 28 96,4 0,0 3,6 0,0
des Hodens
Leydigzelltumor des 30 28 100,0 0,0 0,0 0,0
Hodens
Sertolizelltumor des 2 2 100,0 0,0 0,0 0,0
Hodens
Keimstrang-Stromatumor | 1 1 100,0 0,0 0,0 0,0
des Hodens
Spermatozytischer Tu- 1 1 100,0 0,0 0,0 0,0
mor des Hodens
Dottersacktumor 50 35 94,3 2,9 2,9 0,0
Teratom 50 25 100,0 0,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom 80 70 100,0 0,0 0,0 0,0

des Penis
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Organsysteme Tumorentitat (n=150) Proben Analysierbar | Negativ | Schwach | MaRig | Kréaftig
auf TMA (n) (%) (%) stark (%)
(n) (%)
Tumoren der endo- Schilddriisenadenom 113 112 100,0 0,0 0,0 0,0
krinen Organe und = s childdrasen- 391 380 100,0 0,0 0,0 0,0
neuroendokrln'e karzinom
Tumoren/Karzinome = i o Sehilddrasen- | 154 150 1000 | 0,0 00 |00
karzinom
Medullares Schilddriisen- 111 109 100,0 0,0 0,0 0,0
karzinom
Nebenschilddrisenadenom | 43 30 100,0 0,0 0,0 0,0
Anaplastisches Schilddrii- 45 42 100,0 0,0 0,0 0,0
senkarzinom
Nebennierenadenom 50 28 100,0 0,0 0,0 0,0
Nebennierenkarzinom 26 25 100,0 0,0 0,0 0,0
Phaeochromozytom 50 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Appendix, neuroendokriner | 22 14 0,0 7,1 7,1 85,7
Tumor (NET)
Kolorektum, neuroendokri- 12 12 0,0 8,3 0,0 91,7
ner Tumor (NET)
lleum, neuroendokriner 49 49 0,0 2,0 4,1 93,9
Tumor (NET)
Lunge, neuroendokriner 19 19 68,4 53 10,5 15,8
Tumor (NET)
Pankreas, neuroendokriner | 97 91 54,9 25,3 7,7 12,1
Tumor (NET)
Kolorektum, neuroendokri- 12 10 50,0 10,0 20,0 20,0
nes Karzinom (NEC)
Gallenblase, neuroendo- 4 4 100,0 0,0 0,0 0,0
krines Karzinom (NEC)
Pankreas, neuroendokri- 14 13 61,5 30,8 7,7 0,0

nes Karzinom (NEC)
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Organsysteme Tumorentitat (n=150) Proben auf | Analysierbar | Negativ | Schwach | MaRig | Kréftig
TMA (n) (n) (%) (%) stark (%)
(%)
Tumoren des Hodgkin-Lymphom 103 99 99,0 1,0 0,0 0,0
hamatopoetischen
und lymphati- Kleines lymphatisches 50 48 1000 | 0,0 0,0 0,0
schen Systems Lymphom, B-Zell Typ (B-
SLL/B-CLL)
Diffuses grof3es B-Zell 113 107 100,0 0,0 0,0 0,0
Lymphom (DLBCL)
Follikulares Lymphom 88 80 100,0 0,0 0,0 0,0
T-Zell-Non-Hodgkin- 25 24 100,0 0,0 0,0 0,0
Lymphom
Mantelzell-Lymphom 18 16 100,0 0,0 0,0 0,0
Marginalzonen-Lymphom 16 15 100,0 0,0 0,0 0,0
Diffuses groRRes B-Zell- 16 16 100,0 0,0 0,0 0,0
Lymphom (DLBCL) im
Hoden
Burkitt-Lymphom 5 3 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren des Tenosynoviales Riesen- 45 40 100,0 0,0 0,0 0,0
Weichteilgewebes | zelltumor
und des Kno- Granularzelltumor 53 47 100,0 0,0 0,0 0,0
chens Leiomyom 50 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Leiomyosarkom 87 87 98,9 11 0,0 0,0
Liposarkom 132 128 100,0 0,0 0,0 0,0
Maligner peripherer 13 13 100,0 0,0 0,0 0,0
Nervenscheidentumor
(MPNST)
Myofibrosarkom 26 26 100,0 0,0 0,0 0,0
Angiosarkom 73 66 100,0 0,0 0,0 0,0
Angiomyolipom 91 90 100,0 0,0 0,0 0,0
Dermatofibrosarkom protu- | 21 19 100,0 0,0 0,0 0,0
berans
Ganglioneurom 14 13 100,0 0,0 0,0 0,0
Kaposi-Sarkom 8 6 100,0 0,0 0,0 0,0
Neurofibrom 117 89 100,0 0,0 0,0 0,0
Sarkom, (NOS) 74 72 100,0 0,0 0,0 0,0
Paragangliom 41 38 100,0 0,0 0,0 0,0
Ewing Sarkom 23 20 100,0 0,0 0,0 0,0
Rhabdomyosarkom 6 6 100,0 0,0 0,0 0,0
Schwannom 121 107 100,0 0,0 0,0 0,0
Synovialsarkom 12 11 100,0 0,0 0,0 0,0
Osteosarkom 43 36 100,0 0,0 0,0 0,0
Chondrosarkom 38 25 100,0 0,0 0,0 0,0
Rhabdoider Tumor 5 4 100,0 0,0 0,0 0,0
Summe 18131 14948
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Tabelle 7: CDH17 in Tumoren (Rangliste). Die Rangliste ist nach der "mindestens-schwach"-

positiven Spalte (gelb) sortiert

Rangliste CDH17

= schwach (%)

= malig starke
(%)

kraftig (%)

Neuroendokriner Tumor des lleums (NET) | 100,00 98,0 93,9
Neuroendokriner Tumor des Kolorektums 100,00 91,7 91,7
(NET)

Adenomatoser Polyp, low-grade Dysplasie | 100,00 98,0 90,0
Adenomatoser Polyp, high-grade Dyspla- 100,00 97,9 89,4
sie

Neuroendokriner Tumor der Appendix 100,00 92,9 85,7
(NET)

Adenokarzinom des Kolons 98,13 93,5 80,7
Pankreatisches ampullares Adenokarzi- 69,84 44,4 25,4
nom

Magenkarzinom, intestinaler Typ 61,64 40,9 28,3
Muzindses Ovarialkarzinom 61,11 41,7 30,6
Adenokarzinom der Zervix 52,63 21,1 0,0
Neuroendokrines Karzinom des Kolorek- 50,00 40,0 20,0
tums (NEC)

Adenokarzinom des Osophagus 48,05 19,5 9,1
Magenkarzinom, gemischter Typ 47,37 28,1 14,0
Adenokarzinom der Gallenblase 45,16 16,1 6,5
Neuroendokriner Tumor des Pankreas 45,05 19,8 12,1
(NET)

Magenkarzinom, diffuser Typ 42,68 34,1 13,4
Duktales Adenokarzinom des Pankreas 40,49 14,4 4,4
Neuroendokrines Karzinom des Pankreas 38,46 7,7 0,0
(NEC)

Neuroendokriner Tumor der Lunge (NET) 31,58 26,3 15,8
Azinuszellkarzinom des Pankreas 28,57 7,1 0,0
Cholangiozellulares Karzinom 24,49 6,1 2,0
Klatskin Tumor der Gallenblase 17,95 7,7 2,6
Hepatozelluldres Karzinom 11,76 3,1 1,7
Adenokarzinom der Lunge 9,89 4,4 11
Adenokarzinom der Prostata, Gleason 5+5 | 9,88 0,0 0,0
Serdses Endometriumkarzinom 8,82 0,0 0,0
Adenokarzinom, NOS (Papillares Zysta- 8,33 8,3 0,0
denokarzinom)

Karzinom des Speicheldrisenausfuh- 7,14 0,0 0,0
rungsganges

Endometrioides Ovarialkarzinom 6,98 5,8 5,8
Adenokarzinom der Prostata (Rekurrenz) 6,75 1,6 0,8
Dottersacktumor 571 2,9 0,0
Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom 5,56 0,0 0,0
der Prostata

Adenokarzinome NOS der Speicheldriise 4,55 4,5 3,0
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Rangliste CDH17

= schwach (%)

> maRig starke

kraftig (%)

(%)
Embryonale Karzinome des Hodens 3,57 3,6 0,0
Endometrioides Endometriumkarzinom 2,96 0,5 0,0
Karzinosarkoma der Ovarien 2,86 0,0 0,0
Adenokarzinom der Prostata, Gleason 4+4 | 2,78 1,4 0,0
Papillares Nierenzellkarzinom 2,69 15 0,6
Klarzelliges Ovarialkarzinom 2,38 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom des Pharynx 1,72 0,0 0,0
Azinuszellkarzinom der Speicheldriise 1,44 0,0 0,0
Leiomyosarkom 1,15 0,0 0,0
Warthintumor der Parotis 1,01 0,0 0,0
Hodgkin-Lymphom 1,01 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom der Larynx 0,96 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom der Zervix uteri 0,80 0,8 0,0
Urothelkarzinom, pT2-4 G3 0,65 0,3 0,3
Nicht-invasives papillares Urothelkarzi- 0,65 0,0 0,0
nom, pTa G2 low grade
Klarzelliges Nierenzellkarzinom 0,58 0,1 0,0
Nicht-invasives papillares Urothelkarzi- 0,55 0,0 0,0
nom, pTa G3
Onkozytom 0,46 0,0 0,0
Mucoepidermoides Karzinom der Spei- 0,30 0,0 0,0
cheldrise
Serdses Ovarialkarzinom 0,19 0,0 0,0
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Grafische Darstellung des Rankings der CDH17-IHC-Ergebnisse

Abbildung 37
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Abbildung 38: Kolorektales Adenokarzinom: Kraftige membrandse CDH17 Positivitat aller Tumor-
zellen.

Abbildung 39: Adenokarzinom des Magens (intestinaler Typ): Alle Tumorzellen zeigen eine kraftige
Anfarbung ihrer Zellmembran mit dem CDH17 Antikorper.
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Abbildung 40: Adenokarzinom (")sop.hagus: Kraftige membrantse CDH17 Positivitat in einem hoch
differenzierten Adenokarzinom des Osophagus.

Abbildung 41: Duktales Adenokarzinom des Pankreas: MaRig starke bis kraftige CDH17 Positivitat
(membrands) aller Tumorzellen.
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Abbildung 42: Adenokarzinom der Cervix uteri: maRig starke CDH17 Anféarbung der Zellmembra-
nen eines zervikalen Adenokarzinoms.

Abbildung 43: Adenokarzinom der Prostata: maRig starke bis kraftige membrandse CDH17 Positi-
vitét der Mehrzahl der Karzinomzellen.
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Abbildung 44: Adenokarzinom der Lunge: Wie bei den meisten Adenokarzinomen der Lunge ist in
diesem Préparat keine CDH17 Anfarbung nachweisbar.

Abbildung 45: Serdses high-grade Karzinom des Ovars: Kein Nachweis einer CDH17 Anfarbung.
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Eine CDH17 Positivitat war besonders haufig in kolorektalen Neoplasien (98,13%-
100%) und neuroendokrinen Neoplasien des Gastrointestinaltrakts (50-100%) auf-
findbar. Die n&chsthaufigsten Tumorentitaten umfassen andere gastrointestinale
Adenokarzinome (42,68%-61,64%), muzinése Ovarialkarzinome (61,11%), Azi-
nuszellkarzinome des Pankreas (28,57%), Adenokarzinome des Zervix uteri
(52,63%), pankreatisch-biliare Adenokarzinome (40,49%-69,84%), andere neuro-
endokrine Neoplasien (5,56%-100%) und prostatische Adenokarzinome (0%-
9,88%). Eine CDH17 Positivitat in weniger als 10 % der Falle, meist mit geringer
oder maRig starker Intensitat, fand sich auch in 29 zusatzlichen Tumorentitaten.
9,89 % von 182 untersuchten Adenokarzinomen der Lungen waren CDH17-

positiv.

Vergleiche zwischen der CDH17 Anfarbung und histopathologischen oder moleku-
laren Tumorparametern lief3en sich bei Karzinomen des Colons, des Pankreas
und dem Magen anstellen. Die entsprechenden Befunde sind in den Tabellen 8-10
dargestellt. In kolorektalen Adenokarzinomen fand sich ein signifikanter Zusam-
menhang zwischen einer reduzierten CDH17 Anfarbung und einem fortgeschritte-
nen pT-Stadium (p=0,0147), einer nodalen Lymphmetastasierung (p= 0,0041),
einer Blutgefal3invasion (p= 0,0025), einer Lymphgefaiinvasion (p= 0,0054) einer
Tumorlokalisation im rechten Colon (p=0,0033) und dem Vorliegen einer Mikrosa-
telliteninstabilitat (p<0,0001). Beim Magen- und Pankreaskarzinom war das Aus-
malfd der CDH17 Anfarbbarkeit nicht mit histopathologischen oder molekularen

Tumorparametern assoziiert.
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Tabelle 8: CDH17-Anfarbung und histopathologischen oder molekularen Tumorparameter beim
Kolonkarzinom.

CDH17 Immunhistochemie

n negativ schwach maRig stark kraftig p
pT1 72 1.4 1.4 9.7 87.5 0.0147
pT2 376 0.8 4.0 12.0 83.2
pT3 1098 1.8 3.8 13.2 81.1
pT4 398 35 75 12.8 76.1
pNO 1020 1.2 3.4 12.7 82.6 0.0041
pN+ 916 2.8 57 12.8 78.7
VO 1389 1.5 3.7 12.5 82.3 0.0025
V+ 517 3.1 7.0 13.3 76.6
LO 647 1.1 26 12.2 84 .1 0.0054
L1 1267 24 52 13.1 79.3
links 1061 1.0 45 127 81.7 0.0033
rechts 359 3.9 45 15.9 75.8
MS instabil 77 6.5 14.3 16.9 62.3 <0.0001
MS stabil 1041 1.0 4.1 1.7 83.2
RAS-Mut. 325 0.6 34 11.4 84.6 0.2103
Wildtyp 424 1.7 59 10.8 81.6
BRAF Wildtyp 16 12.5 18.8 12.5 56.3 0.0012
BRAF V600E Mutation 106 0.0 1.9 11.3 86.8

Tabelle 9: CDH17-Anfarbung und histopathologischen oder molekularen Tumorparameter beim
Magenkarzinom.

CDH17 Immunhistochemie

n negativ schwach maRig stark kraftig p
pT1-2 53 434 15.1 15.1 26.4 0.8428
pT3 120 50.8 15.0 14.2 20.0
pT4 121 471 18.2 17.4 17.4
pNO 36 47 .4 13.2 14.5 25.0 0.5188
pN+ 105 48.2 17.9 16.1 17.9
MS stabil 37 351 243 13.5 27.0 0.4097
MS instabil 248 46.4 18.1 16.9 18.5
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Tabelle 10: CDH17-Anfarbung und histopathologischen oder molekularen Tumorparameter beim

Pankreaskarzinom.

CDH17 Immunhistochemie

manig

n negativ  schwach stark stark p
Tumorstadium pT1 14 571 28.6 14.3 0 0.4336
pT2 58 50.0 29.3 12.1 8.6
pT3 300 61.3 23.7 10.7 43
pT4 21 57.1 38.1 48 0
Grad 1 14 50.0 21.4 14.3 14.3 0.4654
2 282 57.8 25.9 1.7 4.6
3 80 67.5 225 6.3 3.8
Lymphknotenmetastasen  pNO 84 61.9 23.8 9.5 4.8 0.9386
pN+ 308 58.4 26 11 45
Resektionsstatus RO 204 58.3 23.5 12.3 59 0.4398
R1 165 61.2 26.7 85 36
MMR-Status MS stabil 358 59.8 251 10.6 45 0.5619
MS instabil 2 100.0 0 0 0
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3.4 Vergleich mit CK20 und SATB2

Eine vergleichende Analyse von CDH17 und zwei weiteren, in friheren Studien
(Dum et al. 2022a; Dum et al. 2022b) untersuchten Markern fir gastrointestinale
Differenzierung (CK20 und SATB2), konnte bei 21564 Tumoren von 31 Tumorty-
pen vorgenommen werden, bei denen Daten fir alle 3 Marker vorlagen. Das Er-
gebnis dieser Vergleichsuntersuchung ist in Abbildung 46 graphisch dargestellt.
Die Daten zeigen, dass der immunhistochemische CDH17 Nachweis im Vergleich
zu den anderen Parametern bei kolorektalen Adenomen und Karzinomen gering-
gradig und bei gastralen und pankreatischen Adenokarzinomen deutlich sensitiver
war. Beispielsweise waren kolorektale Karzinome positiv fir CDH17 in 98,13%, fur
SATB2 in 86,40% (Dum et al. 2022a) und fur CK20 in 93,40% (Dum et al. 2022b).
Adenokarzinome des Magens waren positiv fir CDH17 in 51,36%, fir SATB2 in
19,06% (Dum et al. 2022a) und fur CK20 in 36,01% (Dum et al. 2022b). Adeno-
karzinome des Pankreas waren positiv fur CDH17 in 44,08%, fur SATB2 in 5,02%
(Dum et al. 2022a) und fur CK20 in 23,46% (Dum et al. 2022b). Im Vergleich dazu
fand sich in Adenokarzinomen der Lunge eine Positivitat fur CDH17 in 9,89%, fur
SATB2 in 9,90% (Dum et al. 2022a) und fur CK20 in 4,90% (Dum et al. 2022b).
Die vergleichende Untersuchung der drei Marker als Unterscheidungsmerkmale
fur Adenokarzinome gastrointestinalen bzw. pankreatisch-biliaren Ursprungs ver-
sus Adenokarzinomen pulmonaler Herkunft ergab fur Cadherin 17 eine Sensitivitat
(fur gastrointestinale Neoplasien) von 76,4% bei einer Spezifitat von 97,1%. Fr
SATB2 war die Sensitivitat 66.2%, die Spezifitat 94,5% (Dum et al. 2022a)und fur
CK20 war die Sensitivitat 55.0% und die Spezifitat 90,0% (Dum et al. 2022b).

Eine vergleichende Darstellung der drei Marker in Adenokarzinomen der Lunge
und gastrointestinalen Adenokarzinomen ist in Abbildung 47 dargestellt. Im Ubri-
gen ergab der Vergleich von CDH17, SATB2 und CK20, dass von diesen drei
Markern eine SATB2 Positivitdt besonders haufig in mesenchymalen Neoplasien,
Nierenzellkarzinomen und Merkelzellkarzinomen vorkommt (Dum et al. 2022a),
wahrend CK20 haufig bei urothelialen Neoplasien und bei Merkelzellkarzinomen
positiv gefunden wird (Dum et al. 2022b). CDH17 ist in diesem Vergleich auffal-
lend haufig positivin Adenokarzinomen der Zervix uteri und in neuroendokrinen

Neoplasien.
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Appendix, neuroendokriner Tumor (NET) (n=14)
Adenomatéser Polyp, low-grade Dysplasie
Adenomatéser Polyp, high-grade Dysplasie
lleum, neuroendokriner Tumor (NET) (n=49)
Kolorektal, neurcendocrine tumor (NET) (n=12)
Adenokarzinom des Kolons (n=2035)

Pankreatisch ampullares Adenokarzinom (n=63)
Adenokarzinom des Magens, intestinaler Typ (n=159)
Muzinéses Karzinom der Ovarien (n=72)

Kolorektal, neuroendokrines Karzinom (NEC) (n=10)
Adenokarzinom des Osophagus (n=77)
Adenokarzinom des Magens, gemischter Typ (n=57)
Pankreas, neurcendokriner Tumor (NET) (n=91)
Adenokarzinom des Magens, diffuser Typ (n=164)
Duktales Adenokarzinom des Pankreas (n=452)
Pankreas, neurcendocrines Karzinom (NEC) (n=13)
Lunge, neuroendokriner Tumor (NET) (n=18)
Azinuszellkarzinom des Pankreas (n=14)
Cholangiozellulares Karzinom(n=49)
Hepatozellulares Karzinom (n=289)

Adenokarzinom der Lunge (n=182)

Adenokarzinom der Prostata, Gleason 5+5 (n=81)
Sertises Endometriumkarzinom (n=68)

Endometrioides Qvari inom(n=86)
Adenokarzinom der Prostata (Rekurrenz) (n=252)
Dottersacktumor (n=35)

Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom der Prostata (n=18)
Embryonales Karzinom des Hodens (n=28)
Endometrioides Endometriumkarzinom (n=203)
Karzinosarkom des Ovars (n=35)

Adenokarzinom der Prostata, Gleason 444 (n=72)
Papilléres Nierenzellkarzinom (n=334)

Klarzelliges Ovarialkarzinom (n=42)
Plattenepithelkarzinom des Pharynx (n=58)
Leiomyosarkam (n=87)

Hodgkin Lymphom (n=99)

Warthintumor der Parotis (n=99)
Plattenepithelkarzinom des Larynx (n=104)
Plattenepithellkarzinom der Zervix (n=125)

Nicht invasives papillares._..

Urothelkarzinom, pT2-4 G3 (n=619) '

Klarzelliges Nierenzellkarzinom (n=1202)

Nicht illares Uroth pTa G3 (n=181)
Onkozytom (n=218)

Seréses Ovarialkarzinom (n=520)

Gallenblase, neuroendokrines Karzinom (NEC) (n=4)
Merkelzellkarzinom (n=41)

Osteosarkom (n=36)

Dermatofibrosarkom protuberans (n=18)

Anaplastisches Schilddrisenkarzinom (n=42)

Sarkom, nicht weiter spezifiziert (NOS)
Chendrosarkom

Myofibrosarkom

Kleinzelliges Karzinom der Lunge

Pilomatrixom (n=24)

Endometriumkarzinoma, high grade, G3 (n=12)
Karzinosarkom des Uterus

Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom der Blase
T- Zell Non Hodgkin Lymphom (n=24)

Liposarkom (n=128)

Leiomyom (n=50)

Maligner peripherer Nervenscheidentumor (MPNST) (n=13)
Sarkomatoides Urothelkarzinom

Synovialsarkom (n=11)

Paragangliom (n=38)

Teratom

Mesotheliom, sonstige (n=61)

Malignes Melanom (n=45)

Plattenepithelkarzinom der Lunge (n=72)

Nicht invasives papilldres...

Angiosarkom (n=66)
Orales Plattenepithelkarzinom des Mundboden (n=127)
Plattenepithelkarzinom des Analkanals (n=81)

— CDH17 schwach
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w CDH17 kraftig
SATB2 schwach
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CK20 maRig
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Klarzelliges. ..

Gastrointestinaler Stromaltumor (GIST) (n=48)
Epitheloides Mesotheliom (n=33)

Medulldres Schilddrisenkarzinom (n=108)
Thymom (n=28)

Plattenepithelkarzinom der Vagina (n=70)
Plattenepithelkarzinom des Osophagus (n=64)
Schwannom (n=107)

—
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Invasives Mammakarzinom (NST) (n=427) |

Plattenepithelkarzinom des Penis (n=70)
Chromophobes Nierenzellkarzinom (n=136)
Phylloides Mammakarzinom (n=49)
Papilldres Schilddrisenkarzinom (n=380)
Plattenepithelkarzinom der Vulva (n=126)
Angiomyolipom (n=90)
Basalzellkarzinom(n=75)
Plattenepithelkarzinom der Haut (n=87)
Follikulares Lymphom (n=80)
Schilddrisenadenom (n=112)

Neurofibrom (n=88)

Lobuldres Mammakarzinom (n=158)
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Abbildung 46: Vergleichende Darstellung der Positivitatsraten von CDH17, SATB2 und CK20 in

mehreren Tumortypen.
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Vergleich von CDH17, SATB2 und CK20
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Abbildung 47: Darstellung von CDH17, SATB2 und CK20 bei Adenokarzinomen des Kolorektums,
Magens und der Lunge.
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4. Diskussion

In dieser Studie wurden 14948 Tumoren von 150 verschiedenen Tumortypen er-

folgreich immunhistochemisch untersucht. Der auRergew6hnliche Umfang unserer

Untersuchung ergibt sich aus dem Vergleich zu den friher durchgefihrten im-

munhistochemischen Studien zu CDH17 bei menschlichen Tumoren. Dabei waren

in 30 Studien insgesamt 6764 Tumoren von insgesamt 42 verschiedenen Tumor-

typen unter Verwendung von mindestens 7 verschiedenen Antikdrpern untersucht

worden (Tabelle 11). In diesen Studien wurden fur die Definition einer CDH17 Po-

sitivitat zudem unterschiedliche Kriterien verwendet, von denen einige in Tabelle

12 dargestellt sind. Die Bedeutung unserer aktuellen Studie ist nicht so sehr durch

die Tatsache begrindet, dass in unsere Studie mehr als doppelt so viele Tumoren

untersucht wurden als in allen bisherigen Studien zusammen, sondern viel mehr in

der vollstandigen Standardisierung des verwendeten Verfahrens.

Tabelle 11: Ubersicht tiber Antikérper gegen CDH17, die in bisherigen Studien verwendet worden

waren.

CDH17 - Antikorper

Art

Studien, die diesen Antikorper
verwendeten

Klon 1H3 Monoklonaler ,Anti- (Su et al. 2008; Altree-Tacha
Mouse“-Antikdrper et al. 2017; Panarelli et al.
2012; Johnson et al. 2015)
Klon 7C5 Monoklonaler ,Anti- (Zheng et al. 2021)

Mouse “-Antikorper

Klon EPR3997

Monoklonaler ,Anti-
Rabbit“-Antikdrper

(Lopes et al. 2020)

Klon SP183 Monoklonaler ,Anti- (Asaka et al. 2020; Ota et al.
Rabbit “-Antikdrper 2021; Snow et al. 2015)
Klon C-17 Polyklonaler ,Anti-Goat | (Huang et al. 2012; Dong et
“-Antikorper al. 2008; Ge et al. 2008; Ito et
al. 2005; Ko et al. 2005; Sa-
kamoto et al. 2012; Takamura
et al. 2003; Wong et al. 2003)
Klon EP86 Monoklonaler ,Anti- (Lin et al. 2014a)

Rabbit “-Antikdrper

Klon HPA023616 (vom
Human Protein Atlas &
Sigma-Aldrich)

Polyklonaler ,Anti-
Rabbit “-Antikdrper

(Bian et al. 2017)
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Tabelle 12: Exemplarische Beispiele fur verschiedene Definitionen und Cut-off-Werte flr eine posi-
tive Anfarbung aus 4 Studien.

Name der Studie Definition fiir eine CDH17-Positivitat

(Sakamoto et al. 2012) -> Positiv, wenn mindestens 10% aller Zellen sich anfar-
ben lassen. Alles unter diesem Cutoffwert wird als negativ
gewertert Keine Abstufung der Positivitdtsausmafe wurde
durchgefihrt.

(Takamura et al. 2003) -> Positiv, wenn mindestens 25% aller Zellen sich anféar-
ben lassen. Alles unter diesem Cutoffwert wird als negativ
gewertert. Keine Abstufung der Positivititsausmafe wurde
durchgefihrt.

(Brandler et al. 2015) ->Schwach positiv, wenn 1% - 5% der Zellen sich anfar-
ben lassen

->MaRig positiv, wenn sich 6%-20% der Zellen sich anfar-
ben lassen

->Stark positiv, wenn sich 21%-50% der Zellen anfarben
lassen

->Sehr stark positiv, wenn sich tiber 50% der Zellen anfar-
ben lassen

Alle Ergebnisse unter 1% geféarbte Tumorzellen, wird als
negativ bewertet.

(Snow et al. 2015) ->negativ, wenn sich nur weniger als 5% der Zellen anfar-
ben lassen

->schwach positiv, wenn sich 5%-25% der Zellen sich
anfarben lassen

->MaRig positiv, wenn sich 26%-50% der Zellen anfarben
lassen

->Stark positiv, wenn sich Giber 50% der Zellen anfarben
lassen
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Das TMA-Verfahren ist die einzig mogliche Methode, welche aus realistischer und
logistischer Sicht eine gewebebasierte Untersuchung von 14948 Tumoren ermdg-
licht. Die grof3e Zahl von Tumoren, welche in kurzer Zeit analysiert werden kann,
gilt als Hauptstarke der TMA-Methode (Kononen et al. 1998). Das maximale Aus-
mal3 der Standardisierung einer immunhistochemischen Untersuchung ist aber
mindestens gleich hoch einzuschatzen. Die Standardisierung betrifft nicht nur die
Farbung an sich, sondern auch die Schnittlagerungszeit und die Grol3e der unter-
suchten Tumorgewebsfragmente. Die Schnittlagerungszeit ist die Zeit zwischen
Herstellung eines Gewebeschnitts und seiner immunhistochemischen Anfarbung.
Mehrere Studien haben gezeigt, dass bereits eine Schnittlagerungszeit von mehr
als 2 Wochen flr viele Antikorper zu einer massiven Verminderung der Farbein-
tensitat fuhrt (Mirlacher et al. 2004; DiVito et al. 2004; Fergenbaum et al. 2004).
Da alle Schnitte dieser Studie an einem Tag von einer MTA hergestellt wurden
und an einem anderen Tag von einer MTA gefarbt wurden, ist die Schnittlage-
rungszeit fur alle Praparate komplett identisch. Die geringe Zahl von untersuchten
Schnitten fur diese Studie (n=44) erlaubte eine manuelle Anfarbung aller Prapara-
te an einem Tag in einem Satz von Reagenzien. Die manuelle Farbung hat ge-
genuber der Farbung in Automaten den Vorteil, dass sie eine hohe Flexibilitat bei
der Antigendemaskierung, bei der Auswahl und Anwendung von Reagenzien so-
wie bei den Optimierungen von Farbeprotokollen zulasst (Prichard 2014; Kim et al.
2016). Bei Verwendung von Farbeautomaten kann aufgrund der Schnittarchitektur
der Fluss von Reagenzien behindert werden und es dadurch in einigen Arealen zu

einer ungenugenden Anfarbung von Schnitten kommen.

Auch die fir alle Gewebeproben identische Grof3e von 0,6mm bei einem TMA hat
sich als relevanter Vorteil des Verfahrens erwiesen. Zwar wurde in friiheren Stu-
dien die Reprasentativitat von kleinen Gewebeproben flr einen gesamten Tumor
hinterfragt (Camp et al. 2000; Hoos et al. 2001), doch muss konstatiert werden,
dass ein grof3er Gewebeschnitt mit einer Tumormenge 3x 1 cm und einer Dicke
von 2 Mikrometer nur 0,04 Promille eines Tumors von 5cm Durchmesser aus-
macht, sodass die Repréasentativitat einer Gewebeprobe gleich welcher Art stark
limitiert ist. In einer Studie an mehr als 500 Mammakarzinomen hatte Torhorst et
al (Torhorst et al. 2001) gezeigt, dass im TMA von Mammakarzinomen zwar deut-
lich weniger p53 positive Falle gefunden werden kdnnen, dass aber nur in der

TMAs erhobene p53-Status und nicht der an Grof3schnitten bestimmte mit der Pa-
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tientenprognose assoziiert war (Torhorst et al. 2001). Die Autoren schlossen aus
ihrer Arbeit, dass die Untersuchung einer grol3en Tumormenge haufiger zur ldenti-
fikation von biologisch irrelevanten fokalen Befunden flhrt oder aber eine anstei-
gende Wahrscheinlichkeit fur Farbeartefakte mit der Grol3e des untersuchten Ge-
webes vorliegt (Torhorst et al. 2001). Auch Studien, welche die Beziehung zwi-
schen Grol3schnittbefunden und Befunden an TMAs mit einer unterschiedlichen
Anzahl von Gewebeproben pro Tumor untersucht haben, haben gezeigt, dass je
mehr Tumorgewebe von einem Patienten untersucht wird, die Rate von positiven
Fallen ansteigt (Hoos et al. 2001; Ye et al. 2020; Camp et al. 2000). Ungleiche zur
Untersuchung gelangten Tumormengen dirften deswegen immunhistochemische
Studien, welche klassische klinische Grol3schnittpraparate verwenden, kompromit-
tieren. Die Standardisierung der pro Tumor untersuchten Gewebemenge, durfte
ein Grund daflr sein, alle klinisch etablierten molekularen Prognosefaktoren auch
an TMA perfekt reproduziert werden konnten. Dazu geh6ért die Expression von ER,
PR, HER2, KI-67-Labeling-Index beim Mammakarzinom (Ruiz et al. 2006), p53-
Status bei Harnblasenkarzinomen (Wang et al. 2021; Wild et al. 2005) und der
PTEN-Status bei Prostatakarzinomen (Krohn et al. 2012). Die Tatsache, dass
Hunderte von unterschiedlich gefarbten Tumoren auf einem einzigen Schnitt vor-
liegen, unterstutzt auch die Standardisierung der immunhistochemischen Auswer-
tung durch einen Pathologen. Durch das permanente Vergleichen mit vielen ande-
ren Tumoren, wird es erleichtert, die Quantifizierung der Farbungen im Rahmen
einer immunhistochemischen Auswertung konstant zu halten (Guido Sauter, per-

sonliche Mitteilung).

Das Hauptergebnis der vorliegenden Studie ist eine Rangliste aller untersuchten
Tumorentitaten nach der Haufigkeit eines positiven CDH17 Befundes. Es hilft bei
der ldentifikation von potentiellen Tumorentitaten, die von den verschiedenen An-
satzen einer Anti-CDH17-Therapie, wie sie mehreren Studien diskutiert werden
(Harding et al. 2023; Lum et al. 2020; Wong et al. 2021; Garcia-Martinez et al.
2021), profitieren kdnnten. Der Vergleich mit den Ergebnissen der Gesamtheit der

friheren Studie macht den Mehrwert der aktuellen Daten deutlich (Abbildung 48).
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Neuroendokriner Tumor des Kolorektums (NET)
Neuroendokriner Tumor des Illeums (NET)
Neuroendokriner Tumor der Appendix (NET)
Adenokarzinom des Kolons
Pankreatisches ampulldres Karzinom
Magenkarzinom (intestinaler Typ)
Muzinéses Ovarialkarzinom
Adenokarzinom der Zervix
Magenkarzinom (nicht weiter spezifiziert)
Adenokarzinom des Osophagus
Magenkarzinom (gemischter Typ)
Neuroendokriner Tumor des Pankreas (NET)
Magenkarzinom (diffuser Typ)
Duktales Adenokarzinom des Pankreas
Neuroendokriner Tumor der Lunge (NET)
Cholangiozellulares Karzinom
Hepatozellulares Karzinom
Adenokarzinom der Lunge
Ovarialkarzinom (nicht weiter spezifiziert)
Endometrioides Ovarialkarzinom
Adenokarzinom der Prostata
Endometriumkarzinom (nicht weiter spezifiziert)
Papillares Nierenzellkarznom
Klarzelliges Ovarialkarzinom
Klarzelliges Nierenzellkarzinom
Urothelkarzinom
Onkozytom
Seroses Ovarialkarzinom
Seminom
Schilddriisenadenom
Plattenpithelkarzinom des Osophagus
Plattenpithelkarzinom der Lunge
Phaeochromozytom
Papillares Schilddriisenkarzinom
Nebennierenadenom
Medulldres Schilddrisenkarzinom
Mammakarzinom
Malignes Melanom
Kleinzelliges Lungenkarzinom
Gastrointestinaler Tumor des Stromas (GIST)
Follikuléres Schilddriisenkarzinom
Epithloides Mesethliom

Chromophobes Nierenzellkarzinom
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Abbildung 48: Vergleich der Ergebnisse der Literaturanalyse zur CDH17-Expression mit den eige-
nen Daten. Roter Punkt: Probenzahl n: 1-10; gelber Punkt: Probenzahl n: 11-25; griiner Punkt:
Probenzahl n: >26, x: eigene Ergebnisse. Verweise auf die jeweilige Literatur der Datenpunkte sind
in Tabelle 1 zu finden.

So ist das Ergebnis unserer Studie Uber eine mogliche CDH17-Expression in den
verschiedensten Tumorentitaten einer bloRen Literaturanalyse hinsichtlich des
Umfangs und der Aussagekraft tberlegen. Dies ist zum einen darin begriindet,
dass nur fur 21 von 43 Tumorentiaten mehr als eine Studie verdffentlicht worden

ist und die Stichprobenzahl pro Entitat deutlich geringer ist. Zum anderen weichen
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die Ergebnisse dieser Studien teilweise enorm voneinander ab, womit es schwie-
rig ist, eine zuverlassige Aussage bezuglich der CDH17-Expression zu treffen.
Des Weiteren wurden in dieser Studie viele Tumorentitaten untersucht, welche
bisher nicht auf eine CDH17-Expression untersucht wurden, wodurch das Spekt-

rum der CDH17-Daten zu vielen Tumorarten erweitert wurde.

Unsere Daten zeigen eine besonders hohe CDH17-Expression in kolorektalen
Neoplasien, gefolgt von anderen Adenokarzinomen und neuroendokrinen Tumo-
ren des Gastrointestinaltraktes. Die besonders hohe Haufigkeit der CDH17 Positi-
vitat in kolorektalen und ilealen Neoplasien passt dabei gut zur besonders starken
CDH17 Expression in entsprechenden normalen intestinalen Epithelzellen. Unsere
in dieser Studie identifizierten CDH17 Positivitatsraten fur kolorektale Karzinome
(98,13%) sowie von neuroendokrinen Neoplasien des Kolorektums (50%-100%)
und des lleums (100%) waren im obersten Bereich der bisher publizierten Studien
angesiedelt. Frihere Studien hatten eine CDH17 Positivitat von 74,10%-100% in
kolorektalen Adenokarzinomen (Bian et al. 2017; Panarelli et al. 2012), 92,85% in
neuroendokrinen Neoplasien des Kolorektums (Snow et al. 2015), 91,66 % in neu-

roendokrinen Neoplasien des lleums (Snow et al. 2015) ergeben.

Eine weitere Gruppe von Neoplasien mit besonders haufiger CDH17 Positivitat in
unserer Studie bilden Adenokarzinome und neuroendokrine Neoplasien von Ma-
gen, Osophagus und Pankreas. Die publizierten Positivitatsraten fir Cadherin 17
liegen beim duktalen Adenokarzinom des Pankreas (Unserer Daten 40,49%) zwi-
schen 9,09%-100% (Ma et al. 2019; Panarelli et al. 2012), beim 6sophagealen
Adenokarzinom (Unsere Daten 48,05%) zwischen 38,70%-82,00% (Altree-Tacha
et al. 2017; Panarelli et al. 2012) und beim Adenokarzinom des Magens (Unsere
Daten: 51,13%) zwischen 23%-92,50% (Ota et al. 2021; Park et al. 2007). Fur
neuroendokrine Neoplasien des Pankreas hatten frihere Studien (Unsere Daten:
38,50%-45,05%) Uber einen Anteil von 12%-50,84% CDH17 positiven Fallen be-
richtet (Panarelli et al. 2012; Johnson et al. 2015). Dass die Rate CDH17 positiver
gastroosophagealer und pankreatischer Adenokarzinome geringer ist als beim
kolorektalen Karzinom, dirfte damit zusammenhangen, dass - im Gegensatz zu
den intestinalen Tumoren - nicht alle Neoplasien von CDH17 positiven Normalzel-
len ausgegangen sein durften. Der immunhistochemisch bestimmte CDH17-Status

konnte allerdings bei diesen Tumorentitaten pathogenetische Rickschlisse erlau-
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ben. Sehr wahrscheinlich haben sich CDH17 positive gastro6sophageale Adeno-
karzinome aus intestinalen Metaplasien entwickelt, wahrend CDH17-positive pan-
kreatische Adenokarzinome eher von intestinalen als von gastrischen IPMN ab-
stammen durften. Aufgrund der starken CDH17 Expression in intestinalen Meta-
plasien des Magens wurde die Nutzung der CDH17-Immunhistochemie von Grét-
zinger et al. zum Nachweis der Metaplasien propagiert (Grotzinger et al. 2001)
und in einer Studie an 30 Probanden, von denen insgesamt 77 Gewebeproben
durch Biopsien sowie 24 Gewebeproben durch Resektion gewonnen worden wa-
ren, validiert (Grotzinger et al. 2001). Tatsachlich fanden die Autoren eine hdhere
Sensitivitat der CDH17 Immunhistochemie als durch die alleinige Histologie fir
den Nachweis von intestinalen Metaplasien der Magenschleimhaut (Grotzinger et
al. 2001). Die Ausdehnung der CDH17-Expression korrelierte hierbei mit dem
Ausmalfi der intestinalen Metaplasie (Grotzinger et al. 2001).

Die grol3e Zahl von kolorektalen, gastrischen und pankreatischen Adenokarzino-
men, welche in dieser Studie analysiert worden war, erlaubte uns eine Evaluation
der mdglichen biologischen und klinischen Einflisse der CDH17 Expression in
diesen Tumoren. Der von uns nachgewiesene signifikante Zusammenhang zwi-
schen einer verminderten CDH17 Expression und ungunstigen histopathologi-
schen Tumorparametern beim kolorektalen Karzinom ware mit einer tumor-
suppressiven Rolle von CDH17 vereinbar. Passend zu dieser Annahme wurde in
einer funktionellen Analyse eine gesteigerte Tumorbildung in CDH17-Knockout-
Mausen gefunden und aufgrund von zuséatzlichen Daten wurde postuliert, dass
diese vermehrte Tumorbildung durch eine vermehrte nukleare Translokation von
YAP1 bedingt sein kdnnte (Chang et al. 2018). Als andere alternative Erklarungen
kadme ein funktionell nicht relevanter Verlust vom CDH17 Protein im Rahmen der
Tumorentdifferenzierung in Frage. Mit fortschreitender Tumorprogression und zel-
lularer Entdifferenzierung verlieren Tumorzellen regelmafig einen Teil ihrer nor-
malerweise exprimierten Proteine und aufgrund von zunehmend zahlreichen ge-
nomischen Veranderungen mit Deregulation der Expression zahlreicher Gene
(Danielsson et al. 2013). Dies betrifft nicht nur funktionell relevante Gene, sondern
ebenfalls viele tumorbiologisch unwichtige Proteine (Danielsson et al. 2013). Hier-
zu wirde passen, dass eine dhnliche Beziehungen fir SATB2 gefunden wurde
(Dum et al. 2022a; Liu et al. 2019a). SATB2 ist ein Protein, welches typischer-

weise in kolorektalem Epithel exprimiert wird und in einem kleinen Teil von fortge-
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schrittenen Tumoren verloren geht (Dum et al. 2022a; Liu et al. 2019a). Studien
zum Magen und Pankreaskarzinom hatten im Ubrigen auch Anhaltspunkte fir eine
maogliche onkogene Rolle von CDH17 ergeben (Li et al. 2017b; Lin et al. 2014b;
Liu et al. 2019b; Wang et al. 2013). In-situ-Studien zeigten, dass eine Storung der
CDH217-Funktion Zellproliferation, Koloniebildung und die Zellmotilitat hemmen
(Liu et al. 2019b). In den gleichen Studien flhrte eine CDH17 Suppression zu ei-
ner vermehrten Expression von BAD, Cytocrome C, cleaved Caspase 3 und
,cleaved PARP“ und einer verminderten Expression von BCL2, Survivin und pAkt
(Liu et al. 2019b). Ein Knockout von CDH17 fuhrte in Pankreaskarzinomfallen zu
apoptotischem Zelltod mdglicherweise bedingt durch eine vermehrte Caspase-3
Aktivitat (Liu et al. 2019b). Dass sich in unserer Studie keinerlei signifikante Zu-
sammenhange zwischen der CDH17 Expression und klinisch relevanten histopa-
thologischen Parametern beim Magen und Pankreaskarzinom fanden, spricht al-
lerdings gegen eine klinisch relevante onkogenen Rolle von CDH17 in diesen Tu-
mortypen. Unsere Befunde sprechen jedoch fir eine diagnostische Bedeutung der
CDH17 Immunhistochemie fur die Unterscheidung von Adenokarzinomen des
Gastrointestinaltrakts von Adenokarzinomen anderer Ursprungsorgane. Diese Un-
terscheidung ist in der klinischen Pathologie besonders wichtig und haufig in der
Lunge zu gewahrleisten. Die Lunge ist ein Organ, in dem Adenokarzinome nicht
nur haufig entstehen, sondern auch eines der Organe, in welches Adenokarzino-
me, insbesondere aus dem Gastrointestinaltrakt, besonders haufig metastasieren.
Das Vorliegen von Daten zu SATB2 und CK20, zwei anderen Markern, welche fur
die Unterscheidung von priméaren Adenokarzinomen der Lunge und Lungenmeta-
stasen herangezogen werden, erlaubte auch eine Einschatzung der Bedeutung
von CDH17 im Vergleich zu diesen beiden ,konkurrierenden“ Markern. Der Ver-
gleich zeigte, dass CDH17 (76%) fur die Identifikation von gastrointestinalen A-
denokarzinomen in der Lunge tendenziell sensitiver ist als CK20 (55%) und
SATB2 (66%). Dieser Befund passt zu Daten von Altree-Tacha et al, welche eine
hohere Sensitivitat fur CDH17 als fur CDX2 und CK20 (Altree-Tacha et al. 2017) in
Adenokarzinomen des Osophagus, Magens sowie des Kolorektums zeigten und
Panarelli et al, der eine hohere Sensitivitat fir CDH17 als fur CDX20 fur die Identi-
fikation von gastrischen Adenokarzinomen demonstrierte (Panarelli et al. 2012).
Des Weiteren berichteten Abouelkhair et al iber eine hohere Sensitivitat von
CDH17 als CDX20 fur die Identifikation kolorektaler Karzinome (Abouelkhair et al.
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2021). Bei bekannterweise gelegentlich bei Lungenkarzinomen anzutreffender
enterischer Differenzierung ist es nicht erstaunlich, dass Cadherin 17, CK20 und
SATB2 alle nicht komplett spezifisch flr gastrointestinale Adenokarzinome waren.
Die Spezifitat betrug fir CK20 90,0% (Dum et al. 2022b), fur CDH17 97,11% und
fur SATB2 94,5% (Dum et al. 2022a) in unserem Datensatz.

Die haufige CDH17 Expression in neuroendokrinen Tumoren aller Art und in A-
denokarzinomen der Cervix uteri unterscheidet CDH17 wesentlich von CK20 und
SATB2. Beide Befunde sind aber in Ubereinstimmung mit Daten friiherer Studien
(Dum et al. 2022a; Dum et al. 2022b). In einer Untersuchung an 150 hoch diffe-
renzierten neuroendokrinen Tumoren hatten Snow et al. eine CDH17 Positivitat
von 92,85 % in kolorektalen, 91,66% von ilealen, 40% von pankreatischen und in
7,69% von pulmonalen Tumoren gefunden (Snow et al. 2015). Asaka et al. be-
schrieben eine CDH17 Positivitat in 66 % der zervikalen Adenokarzinome und
schlugen vor, dass eine CDH17 Immunfarbung sensitiver fir den Nachweis des
intestinalen Subtyps zervikaler Adenokarzinome sei als die reine Histologie (Asaka
et al. 2020).

Aufgrund seiner Membranstéandigkeit ist CDH17 auch ein potenzielles Therapieziel
(Wong et al. 2021; Lum et al. 2020). Tatsachlich beschaftigten sich mehrere Ar-
beitsgruppen damit, Medikamente zu entwickeln, welche auf membrandses
CDH17 abzielen. Dazu gehoren beispielsweise die Ansatze von den Arbeitsgrup-
pen Wong et al und Lum et al (Lum et al. 2020; Wong et al. 2021). So hat Wong et
al einen bispezifischen Antikdrper namens ARB202 entwickelt, der sowohl CD3
als auch CDH17 bindet (Wong et al. 2021). Mit diesem wollte man eine vermehrte
Immunantwort durch zytotoxisische T-Zellen gegen CDH17 positive kolorektale
Karzinomzellen provozieren. Dieser Ansatz wurde im Xenograftmodel hinsichtlich
seiner Effektivitdt und seiner Sicherheit getestet, wobei sich dieser bewéhrt hat
(Wong et al. 2021). Lum et al wiederum verfolgten eine andere Herangehenswei-
se, um CDHL17 therapeutisch zu nutzen. Sie verwendeten in ihrer Arbeit den Anti-
korper ARB102, der spezifisch CDH17 bindet und gleichzeitig mit dem Photosen-
sitizer IR700 konjugiert worden ist (Lum et al. 2020). Diese wurde ebenfalls im
Xenograftmodell von Mausen gegen CDH17 positiven Pankreaskarzinomen sowie
gegen Zelllinien von CDH17 positiven gastrointestinalen Tumoren getestet. Nach-

dem diese den konjugierten Antikérper gebunden haben, wurde diese mittels Pho-
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totherapie bestrahlt und auf eine Reaktion tberpruft. Dabei konnte gezeigt wer-
den, dass diese Form der Therapie Tumorwachstum inhibieren kann (Lum et al.
2020). Die in dieser Studie dargelegte Rangliste CDH17 positiver Tumoren identi-
fiziert die Tumorarten, welche am ehesten von einer anti-CDH17 Therapie profitie-

ren konnten.

Angesichts der grof3en Zahl der in dieser Studie untersuchten Tumoren wurde der
verwendete immunhistochemische Ansatz ausgedehnt validiert, zum einen durch
den Vergleich mit einem unabhéngigen zweiten Antikérper, zum anderen durch
den Vergleich der immunhistochemischen Befunde in Normalgeweben mit RNA-
Daten, welche zu diesen Normalgeweben aus drei verschiedenen Datenbanken
(GTEx Portal 2022; CDH17 transcriptomics data - The Human Protein Atlas 2023;
Lizio et al. 2015; Karlsson et al. 2021) gewonnen werden. Um sicherzustellen,
dass potenzielle Kreuzreaktivitdten auch identifiziert wurden, wurde die Antikor-
pervalidierung an einem sehr grof3en, fast vollstandigen Kollektiv von menschli-
chen Normalgeweben durchgefihrt. Fur die Validitat unseres Assays spricht der
Nachweis einer signifikanten Immunfarbung in allen Organen mit dokumentierter
CDH17 RNA-Expression (Kolorektum, Appendix, Dinndarm, Duodenum). Dazu
fand sich ein Nachweis von CDH17 in Gallenblasenepithel, Pankreasausfuh-
rungsgéangen, einzelnen Zellen in Endometrium und Tonsille. Die Menge der
CDH17-positiven Zellen ist moglicherweise in den Organen Gallenblasen, Pan-
kreas, Tonsille und Uterus zu klein, um bei einer RNA-Analyse von gesamten Or-
ganen nachweisbar zu werden. Die Befunde unser CDH17-Anfarbungen wurden
durch den Nachweis identischer Befunde mit einem zweiten unabhangigen Anti-
korper (ERP3996 von Abcam) bestatigt (Abbildung 36).

Zusammengefasst ergeben die Daten dieser Studie eine umfassende Ubersicht
Uber die CDH17 Expression in normalen und neoplastischen Geweben. Die Be-
funde sprechen fir eine nitzliche diagnostische Anwendung der CDH17 Immun-
histochemie als Teil eines Panels fur die Unterscheidung von metastasierten gast-
rointestinalen Adenokarzinomen von primaren pulmonalen Adenokarzinomen und
eventuell auch der Identifikation von intestinalen Subtypen von Adenokarzinomen

in Magen, Osophagus und Endozervix.
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5. Zusammenfassung

Cadherin-17 (CDH17) ist ein Zelladh&sionsprotein, das vor allem in Epithelzellen
des Darms vorkommt. CDH17 wird daher als moégliches diagnostisches und thera-
peutisches Ziel angesehen. Ziel dieser Studie war es, die Expression von CDH17
bei Krebs umfassend zu evaluiren und den diagnostischen Nutzen der immunhis-
tochemischen CDH17-Analyse weiter zu bewerten. Ein Tissue-Mikro-Array mit 18
131 Proben von 150 verschiedenen Tumorarten und Subtypen sowie 76 verschie-
denen normalen Gewebetypen wurde mittels Immunhistochemie (IHC) analysiert.
In normalem Gewebe wurde eine membranése CDH17-Farbung vor allem im
Epithel des Darms und in den Ausfliihrungsgangen des Pankreas festgestellt. Ins-
gesamt wiesen 53 (35,3 %) von 150 Tumorkategorien eine CDH17-Positivitat auf,
darunter 26 (17,3 %) Kategorien mit mindestens einem stark positiven Fall.
CDH17-Positivitat war am haufigsten bei epithelialen und neuroendokrinen kolo-
rektalen Neoplasien (50,0%-100%), anderen gastrointestinalen Adenokarzinomen
(42,7%-61,6%), muzindsem Ovarialkarzinom (61,1%), Azinuszellkarzinom der
Bauchspeicheldrise (28,6%), Adenokarzinom der Zervix (52,6%), bilio-
pankreatische Adenokarzinome (40,5-69,8%) und andere neuroendokrine Neo-
plasmen (5,6%-100%). Nur 9,9 % der 182 pulmonalen Adenokarzinome waren
CDH217-positiv. Bei kolorektalen Adenokarzinomen war eine reduzierte CDH17-
Farbung mit einem hohen pT (p=0,0147), nodaler Metastasierung (p=0,0041), V1
(p=0,0025), L1 (p=0,0054), Lokalisierung im rechten Kolon (p=0,0033) und Mikro-
satelliteninstabilitat (p<0,0001) verbunden. Bei Magen- und Pankreaskarzinomen
stand die CDH17-Expressionsrate in keinem Zusammenhang mit dem Tumorphé&-
notyp. Zusammenfassend lasst sich sagen, dass unser umfassender Uberblick
Uber die CDH17-Expression in menschlichen Tumoren verschiedene Tumorentita-
ten identifiziert hat, die h&aufig von Anti-CDH17-Therapien profitieren kénnten, und
dass die CDH17-IHC zur Unterscheidung von metastasierten gastrointestinalen
oder bilio-pankreatischen Adenokarzinomen (haufig positiv) von primaren pulmo-

nalen Adenokarzinomen (meist negativ) nitzlich ist.
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6. English Summary

Cadherin-17 (CDH17) is a cell adhesion protein predominantly expressed in intes-
tinal epithelial cells. CDH17 is therefore considered a possible diagnostic and
therapeutic target. This study was to comprehensively determine the expression of
CDH17 in cancer and to further assess the diagnostic utility of immunohistochemi-
cal CDH17 analysis. A tissue microarray containing 18,131 samples from 150 dif-
ferent tumor types and subtypes as well as 76 different normal tissue types was
analyzed by immunohistochemistry (IHC). In normal tissues, a membranous
CDH17 staining was predominantly seen in the epithelium of the intestine and
pancreatic excretory ducts. Overall, 53 (35.3%) of 150 tumor categories showed
CDH17 positivity including 26 (17.3%) categories with at least one strongly posi-
tive case. CDH17 positivity was most common in epithelial and neuroendocrine
colorectal neoplasms (50.0%-100%), other gastrointestinal adenocarcinomas
(42.7%-61.6%), mucinous ovarian cancer (61.1%), pancreatic acinar cell carcino-
ma (28.6%), cervical adenocarcinoma (52.6%), bilio-pancreatic adenocarcinomas
(40.5-69.8%), and other neuroendocrine neoplasms (5.6%-100%). Only 9.9% of
182 pulmonary adenocarcinomas were CDH17 positive. In colorectal adenocarci-
noma, reduced CDH17 staining was linked to high pT (p=0.0147), nodal metasta-
sis (p=0.0041), V1 (p=0.0025), L1 (p=0.0054), location in the right colon
(p=0.0033), and microsatellite instability (p<0.0001). The CDH17 expression level
was unrelated to tumor phenotype in gastric and pancreatic cancer. In summary,
our comprehensive overview on CDH17 expression in human tumors identified
various tumor entities that might often benefit from anti-CDH17 therapies and sug-
gest utility of CDH17 IHC for the distinction of metastatic gastrointestinal or bilio-
pancreatic adenocarcinomas (often positive) from primary pulmonary adenocarci-

nomas (mostly negative).
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7. Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung
ACE
APAAP
BAD

BCL2
BILL-Cadherin
CA-19-9
CDH
CDX20
CK20
CLDN18
DAB

EC1
E-Cadherin
EPOS

ER

GIST
GPA33
HER2
HIER

HPT1
IPMN
IWGAV
kDa

Kl1-67
KSP-Cadherin
LI-Cadherin
MCNR
MMP2
MMP9
MSVA

MTA
NEC
NET
NF-kB
PAP
PAX8
PR
PTEN
RNA
SATB2
TBS-T

Bedeutung

Angiotensin converting enzyme
Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkalische-Phosphatase
BCL-2 binding protein

B.cell ymphoma 2
B-lineage-cells-Intestine-Leukocytes-Liver-Cadherin
Carbohydrat-Antigen 19-9

Cadherin

Caudal homebox protein 20

Cytokeratin 20

Claudin 18

Diaminobenzidin

Extracellullar Cadherin 1

Epithelial-Cadherin
Enhanced-Polymer-One-Step-Staining

Estrogen receptor

Gastrointestinaler Stromatumor

Glycoprotein A33

Humaner Epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor Typ 2

Heat induced epitope retrieval

Human peptide transporter 1

Intraduktal Papillar Muzinése Neoplasien
International working group for antibody validation
Kilodalton

Kiel-67

Kidney-specific-Cadherin
Liver-Intestine-Cadherin

Modulation contrast-to-noise ratio

Matrix metalloproteinase-2

Matrix metalloproteinase-9

Marco-Sauter Validated Antibodies

Medizintechnischer Assistent
Neuroendokrines Karzinom
Neuroendokriner Tumor

Nukleérer Faktor kB
Peroxidase-Anti-Peroxidase
Paired-Box-Protein 8

Progesterone receptor

Phosphatase and tensin homolog
Ribonucleic acid

Special AT-rich sequence-binding protein 2

Tris-buffered saline with Tween20



TMA
UKE
WNT
YAP1

Tissue-Micro-Array
Universitatsklinikum Eppendorf
Wingless-related integration site
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