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1 Einleitung
1.1 Cadherin Superfamilie

Desmoglein 3 ist ein Transmembran-Glykoprotein, welches zu der Superfamilie der
Cadherine gehoért. Es kommt vorzugsweise in Desmosomen von Keratinozyten in

Plattenepithelien vor (Amagai et al., 1991; Hanakawa et al., 2002).

Cadherin ist der Oberbegriff einer Familie von transmembranen Zelladhasionsproteinen,
welche kalziumabhangig Zell-Zell-Kontakte durch homophile Dimerisierung ausbilden. Die
Cadherin-Superfamilie umfasst Gber hundert Mitglieder, von denen allein im Menschen

Uber 80 vorkommen (Hulpiau und van Roy, 2009).

Die Cadherine lassen sich im Allgemeinen hinsichtlich besonderer Strukturmerkmale in vier
verschiedene Gruppen unterteilen (Angst et al., 2001; Nollet et al., 2000). Die erste Gruppe
bilden die klassischen Cadherine wie zum Beispiel E-Cadherin, N-Cadherin sowie P- und
VE-Cadherine. Die Benennung der unterschiedlichen klassischen Cadherine erfolgt nach
dem Gewebe, in welchem sie zuerst entdeckt wurden. Die zweite Gruppe sind die ,nicht-
klassichen® Cadherine oder die sogenannten desmosomalen Cadherine, welche in
Desmosomen vorkommen (Amagai et al., 1991). Als dritte groRe und wenig erforschte
Unterfamilie der Cadherine ist die Protocadherin-Familie, die nur in Wirbeltieren vorkommt
und hauptsachlich im Nervensystem vor allem im Gehirn exprimiert wird (Gumbiner, 2005;
Nollet et al., 2000; Yagi und Takeichi, 2000). Die vierte Gruppe von Cadherinen umfasst
alle anderen identifizierten Cadherine, welche sich nicht den drei gro3en Gruppen zuordnen
lassen (Mancini et al., 2020; Nollet et al., 2000).

Neben der Zelladhdsion umfasst das Funktionsspektrum auch die Beteiligung an
Signalkaskaden, das Zellwachstum, Zelldifferenzierung, Zelltod, Zellproliferation sowie
Zellpolarisierung (Gumbiner, 2005; Saito et al., 2012; Vleminckx und Kemler, 1999;
Wheelock und Johnson, 2003). Gemeinsam sind allen Cadherinen eine extrazellulare
Cadherindomane, welche die charakteristischen Cadherin-Motive auch als Ektodomanen
(EC-Motive) genannt beinhaltet, eine Transmembrandomane und eine N-terminale
zytoplasmatische Domane. Sowohl die Anzahl der extrazellularen Cadherin-Domanen
("Cadherin-Motive") als auch der Aufbau des zytoplasmatischen Bereichs variieren von

einer Unterfamilie zur anderen (lvanov et al., 2001; Mancini et al., 2020) (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Schematische Darstellung der Cadherin-Superfamilie. Alle Cadherine haben "Cadherin-Motive" oder
extrazellulare Cadherin (EC)-Motive in ihrer extrazelluldaren Domane. Die Anzahl der EC-Motive variiert von einer Unterfamilie
zur anderen. Verwendet und modifiziert (nach Mancini et al., 2020).

1.1 Cadherin Superfamilie
1.1.1 Desmosomale Cadherine

Desmosomale Cadherine sind Transmembranproteine, genauer gesagt Typ 1 integrale

Membranglykoproteine der Desmosomen, deren Adhasionsfahigkeit von der

extrazelluliren Ca2*-Konzentration abhangig ist (Dusek et al., 2007; Garrod und Chidgey,
2008; Getsios et al., 2004b; Tselepis et al., 1998). Die Existenz von sieben desmosomalen
Cadherinen aus zwei Unterfamilien benannt als Desmogleine und Desmocolline ist bislang
bekannt (Tsang et al. 2010, Buxton et al., 1993).

Wahrend die Familie der Desmocollinen aus drei Mitgliedern (DSC 1, 2 und 3) besteht, die
jeweils durch alternatives Spleil’en des 16 Exons zwei Isoformen ,a" und ,b" aufweisen,
(Buxton et al., 1993; Collins et al., 1991; Greenwood et al., 1997) beinhaltet die Familie der
Desmogleine vier Vertreter (Dsg 1-4) (O. J. Harrison et al., 2016; Waschke, 2008). Alle
desmosomalen Cadherin-Gene sind direkt nebeneinander auf dem Chromosom 18q12.1
lokalisiert (Frank et al., 2001; Hunt et al., 1999), wobei die Transkriptionsrichtung der DSC-
und DSG-Gene entgegengesetzt ist (Cowley et al., 1997) (Abbildung. 2). Die menschlichen
Desmoglein-Gene umfassen entweder 15 oder 16 Exons (Frank et al., 2001; Hunt et al.,
2001; Silos et al., 1996). Die menschlichen Desmocollin-Gene umfassen 17 Exons
(Cserhalmi-Friedman et al., 2001; Whittock et al., 2000).



Wichtige Erkenntnisse Uber die Regulierung der desmosomalen Adhasion kamen auch aus
der Dermatologie, da nachgewiesen wurde, dass Autoantikdrper bei Patienten, die an den
autoimmunen, blasenbildenden Hautkrankheiten Pemphigus vulgaris (PV) und Pemphigus
foliaceus (PF) leiden gegen Ca2+-empfindliche Zelloberflachenproteine in Desmosomen
gerichtet sind (Eyre und Stanley, 1988, 1987; Jones et al., 1986; Karpati et al., 1993) , die
als die desmosomalen Cadherine Desmoglein 1 (Dsg1) und Dsg3 identifiziert wurden
(Amagai et al. 1991). Der endgultige Durchbruch war die Erkenntnis, dass Autoantikdrper
gegen die extrazellularen Domanen von Dsg3 und Dsg1 in PV und in PF pathogen sind
(Amagai et al., 1995, 1994, 1992). Daher wurden Autoantikdrper von Pemphigus-Patienten
verwendet, um die Mechanismen zu charakterisieren, die an der Regulierung der

desmosomalen Adhasion beteiligt sind.
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Abbildung 2: Die genomische und molekulare Organisation der menschlichen desmosomalen Cadherine. Die vier
Desmoglein- (DSG1-4) und drei Desmocollin-Gene (DSC1-3) befinden sich auf auf dem Chromosom 18q12.1. Diese
integralen Membran-Glykoproteine bestehen aus vier hoch konservierten extrazelluldren Doménen (EC1-4), einem
variableren extrazellularen Anker (EA), einer einzelnen Transmembrandomane (TM), einem intrazellularen Anker (IA) und
zusatzlichen zytoplasmatischen Domanen. EC1 enthalt eine Aminosauresequenz zur Erkennung der Zelladhasion (CAR), die
zur adhasiven Funktion der desmosomalen Cadherine beitragt. Die Desmocollin-'a'- und 'b'-Isoformen enthalten jeweils eine
intrazellulare Cadherin-typische Sequenz (ICS), die auch in den Desmogleinen vorhanden ist, und eine kirzere
zytoplasmatische Region, die einzigartige Sequenzen enthalt (in lila dargestellt). Die Desmogleine besitzen eine ausgedehnte
zytoplasmatische Region, die eine intrazellulare prolinreiche Linker-Doméane (IPL), eine variable Anzahl von Doméanen mit
wiederholten Einheiten (RUD) und eine desmogleinspezifische terminale Doméane (DTD) umfasst. Verwendet und modifiziert
nach (Getsios et al., 2004b).



1.1.2 Desmogleine

Die Geschichte der Desmogleine beginnt mit der Entdeckung der Desmosomen durch
Elektronenmikroskopie und der Beobachtung, dass sie eine Rolle bei der Adhasion von
Keratinozyten spielen (Amagai und Stanley, 2012). Die biochemische Charakterisierung
von Desmosomen aus Epithelien einer Rinderschnauze lieferte die ersten Erkenntnisse
Uber die Desmogleine, die urspringlich als ein Transmembran-Glykoprotein der
Desmosomen identifiziert wurden (Gorbsky und Steinberg, 1981; Schmelz et al., 1986).
Ferner haben einige DNA-Klonierungsstudien gezeigt, dass sie eine eigene Genfamilie
bilden (Buxton und Magee, 1992; Koch et al., 1992, 1991, 1990). Die Desmogleine
unterscheiden sich im Wesentlichen von anderen Cadherinen dadurch, dass sie eine
zusatzliche carboxyterminale lokalisierte Doméane bestehend aus repetetetiver Sequenz

aus 29 Aminosauren besitzen (Buxton, et al. 1993).

1.2 Desmoglein 3

Dsg3, pemphigus vulgaris antigen (PVA) oder Cadherin family member 6 (CDHF6) genannt
ist ein der Cadherinfamilie angehérendes Zelladhasionsmolekill, welches in den
Desmosomen der Keratinozyten vorkommt und kalziumabhangig die Zellhaftung vermittelt
(Karpati et al., 1993; Koga et al., 2013). Die gezielte Forschung des im Jahr 1991 erstmals
beschriebenen Dsg3, welches zunachst nur als PV-Antigen bezeichnet wurde und eine
Molekularmasse von ca. 130 kDa hat, begann mit dessen Identifikation als Autoantigen in
der blasenbildenden Hauterkrankung Pemphigus vulgaris (Amagai et al.,1991; Arnold
2014). Das fur Dsg3 codierende Gen ist auf Chromosom 18qg12.1 lokalisiert (Frank et al.,
2001). Die Expression von Dsg3 ist hauptsachlich auf mehrschichtige Epithelien
beschrankt. In der menschlichen Epidermis wird Dsg3 physiologisch in den basalen
Keratinozyten exprimiert genauer gesagt im Stratum basale und dem Stratum Spinosum
(Amagai et al., 1996; Arnemann et al., 1993; Garrod et al., 2002a; Green und Gaudry, 2000;
Tsang et al., 2010; Getsios et al., 2004b). In der oralen Mukosa hingegen wird Dsg3 in allen
vitalen Schichten exprimiert, insbesondere in den oberen zwei Dritteln (Mahoney et al.,
1999a; Kempf, 2020).



1.2.1 Proteinstruktur und Aufbau

Desmoglein 3 besteht aus einem extrazellularen, transmembranem und intrazellularem
Bereich (Getsios et al., 2004b, Waschke, 2008). Es wird als Vorlauferprotein mit einem
Propeptid bestehend aus 26 Aminosauren synthetisiert und durch die Abspaltung des
Propeptids geht Dsg3 in das aktive Adhasionmolekul Gber (Amagai et al. 1995). Die aktive
Form von Dsg3 (Position 50-999 Aminosauren) enthalt das unglykosylierte Peptid und
beinhaltet 950 Aminosauren (Wan, 2016).

Die ersten 23 Aminosauren sind das Signalpeptid gefolgt von einer 566 Aminosauren
grofden extrazellularen Domane (ECD), die vier Cadherin-ahnliche Domanen enthalt, einem
25 Aminosauren grof3en Transmembransegment und einer 359 Aminosauren grof3en
zytoplasmatischen Doméne. Die fur Dsg3 charakteristische extrazellulare Domane dem
NH2-Terminus zugewandt auch Ektodomane (ectodomain, EC) genannt, enthalt 566
Aminosauren (Position 50-615 Aminosauren) und wird aus vier gleich grofl3en repetitiven
Einheiten (extracellular cadherin repeats, EC1 (NH2-Terminus) — EC4 (COOH-Terminus))
gebildet und einem extrazellularen Anker EA (exextracellular anchor, auch EC5 genannt).
Die funf Motive (EC1-EC4, EA) im extrazellularen Bereich werden jeweils von ungefahr 100
Aminosauren Umfang gebildet. Die Transmembranregion von Dsg3 umfasst 25
Aminosauren (Position 616-640 As) und die zytoplasmatische Domane enthalt 359
Aminosauren (Position 641-999 As) (Wan, 2016).

Im extrazellularen Bereich spielen Ca2+- Bindungsstellen, welche zwischen den einzelnen
Cadherin-Domanen liegen bei der Interaktion desmosomaler Cadherine eine grof3e Rolle.
Die vier Verbindungen zwischen den extrazellularen Domanen sind durch drei
Kalziumbindungsstellen, die aus den konservierten Sequenzmotiven DXD, DRE und
DXNDNAPXF gebildet werden, gekennzeichnet (lzaguirre und Casco, 2016; Yagi und
Takeichi, 2000). Die Kalziumbindungsstellen befinden sich innerhalb einer Art Tasche
(Pocket), in der die Kalzium-lonen durch die sauren Seitengruppen von Glutamin- und
Asparaginsaure stabilisiert werden (Nagar et al., 1996). Kalzium-lonen sind zudem fir die
Funktion erforderlich, um beispielsweise die EC-Domane zu versteifen, das Protein zu
stabilisieren, um Proteolyse zu vermeiden und seine richtige Lokalisierung zu ermdglichen

(Izaguirre und Casco, 2016).



Die Cadherin-Domane (EC1-EC4, EA) im extrazellularen Bereich faltet sich autonom zu
einer Tertiarstruktur, welche eine zylindrische Anordnung eines B-Faltblattes aufweist. Das
B-Faltblattes besteht aus sieben antiparallelen Einzelstrangen ("B-barrel") und hat eine
groRe strukturelle Ahnlichkeit mit der Immunglobulin-Doméane (Shapiro et al., 1995)
(Abbildung 3) .
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Abbildung 3: Gesamtstruktur der extrazellularen Regionen von Desmoglein 3. Ca2+-lonen sind als griine Kugeln
dargestellt, N-gebundene und O-gebundene Glykane sind in weil3 bzw. Violett dargestellt. Die Elektronendichte fiir EC5 von
Dsg3 wurde nicht beobachtet, und seine wahrscheinliche Position ist durch eine gestrichelte Linie gekennzeichnet. Verwendet
und modifiziert nach (Harrison et al., 2016).

Der zytoplasmatische Schwanz besteht aus mehreren Doméanen, wie der intrazellularen
Verankerungsdomane (lA), der intrazellularen Cadherin-spezifischen Domane (ICS), der
Prolin-reichen Linker-Doméane (IPL), der Repeating-Unit-Domane (RUD) und schlieRlich

der Desmoglein-spezifischen terminalen Domane (DTD) (Kowalczyk und Green, 2013;
Koch et al. 1990) (Abbildung. 4).

Zu den Proteinen, welche direkt an die zytoplasmatische Domane von Dsg3 binden,
gehdren p120, welches an IA bindet, Plakoglobin (Pg) und Caveolin-1 (Cav-1), die an ICS
binden, sowie Aktin, dessen spezifische Domane noch nicht definiert ist (Andl und Stanley,
2001; Brown et al., 2014; Kanno et al., 2008; Wan, 2016; Wan et al., 2016).



Desmoglein 1-4

Abbildung 4: Aufbau der desmosomalen Cadherine (Desmoglein 1-4). Desmosomale Cadherine bestehen aus fiinf
extrazellularen Ektodoméanen (EC 1-4), einer Transmembrandomane und einer intrazellularen Domane. (EA, extrazellularer
Anker; IA, intrazelluldrer Anker; ICS, intrazellulare Cadherin-dhnliche Sequenz; IPL, intrazellularer prolinreicher Linker; RUD,
Repeat-Unit-Doméne; DTD, terminale Desmoglein-Doméane). Verwendet und modifiziert nach (Kowalczyk und Green et al.
2013).

Besonders zu erwahnen ist hierbei die RAL-Stelle der EC1 als konservierte
Zelladhasionserkennungsstelle (engl. cell adhesion recognition site: CAR) reprasentiert
durch Aminosauresequenz Arginin-Alanin-Leucin (Position 128-130 Aminosauren). Die
EC1-Domane nimmt somit eine wichtige Funktion ein, indem sie die Bindung zum
desmosomalen Cadherin der gegenuberliegenden Zelle ermdéglicht (Koch et al., 1990;
Amagai et al., 1991). Sie wird als Zentrum der homophilen Bindung angesehen (Blaschuk
et al., 1990; Takeichi, 1991). Strukturstudien haben gezeigt, dass sich ein konservierter an
Aminosaureposition 2 Tryptophan-Rest (Trp2) bei der Interaktion zwischen den jeweiligen
gepaarten desmosomalen Cadherinen entscheidend erwiesen hat. Desmosomale
Cadherine interagieren mit Partnermolekiilen aus benachbarten Zellen, indem sie die EC1
(amino-terminalen) Beta-Strange austauschen. Derartige Interaktion fuhrt zur Transdimer-
Bildung auch Strangdimer genannt und wird durch eine konservierte Tryptophan-
Seitenkette (Trp2) stabilisiert, die in die hydrophobe ,, Tasche® der gegeniberliegenden EC1
des Bindungspartners eingefiuhrt wird (Shapiro et al. 1995; Boggon et al., 2002; Posy et al.,
2008; Shapiro und Weis, 2009; Nie et al., 2011; Harrison et al., 2016).

Im Gegensatz zu den klassischen Cadherinen, die hauptsachlich homophil binden, wurde
in mehreren Studien belegt, dass Desmogleinen und Desmocollinen sowohl homophile als
auch heterophile Verbindungen eingehen (Heupel et al., 2008; Nie et al., 2011). Heterophile
Verbindungen kénnen durch strangférmige (sonst als Cis bezeichnet) oder laterale (sonst
als Trans bezeichnet) Wechselwirkungen gebildet werden. Laterale Interaktionen
beschreiben Cadherin-Doméanen-Assoziationen von derselben Zelloberflache, wahrend
Strang-Interaktionen Cadherin-Domanen-Assoziationen zwischen gegenulberliegenden
Zelloberflachen beschreiben (Hartlieb et al., 2013). Die DSG-DSC-Heterodimere stellen die
grundlegende Klebeeinheit der Desmosomen dar. Alle DSGs bilden adhasive Dimere mit
allen DSC-Isoformen mit flr jedes DSG-DSC-Paar charakteristischen Affinitdten. Im
Gegensatz dazu werden homophile DSG-DSG- und DSC-DSC-Transinteraktionen durch

geladene Aminosauren unterdriickt (Harrison et al., 2016).
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1.2.2 Funktion und Bedeutung in Normalgeweben

Dsg3 ist als Hauptbestandteil des Desmosoms maligeblich fir Adhasion zwischen
epidermalen Keratinozyten und nimmt somit eine wichtige Funktion als Haftprotein in der
Epidermis ein (Koga et al. 2013; Di Zenzo et al., 2012; Heupel et al., 2008). Die Epidermis
ist ein sich standig erneuerndes mehrschichtiges verhorntes Plattenepithel und besteht
vorwiegend aus Keratinozyten als vorherrschender Zelltyp sowie Melanozyten,

Langerhans-Zellen und Merkel-Zellen (Baroni et al., 2012).

Die Epidermis wird in 4 Schichten oder Strata unterteilt, beginnend mit der Basalschicht
(oder Stratum basale) direkt tGber der Dermis und weiter aufwarts Uber die stacheligen
Stratum spinosum_und koérnigen Schichten Stratum granulosum bis zur obersten Schicht,
dem Stratum corneum (Baroni et al. 2012) (Abbildung. 5). Wahrend die sich in den drei
unteren Schichten befindlichen vitalen Keratinozyten verschiedene Entwicklungsstufen
durchlaufen, werden die Hornzellen in der oberen Schicht laufend ersetzt und es findet
kontinuierlich Zellneubildung mit einer permanenten Zellwanderung von basal nach

superfizial statt (Baroni et al., 2012).

e
Stratum corneum Desmosom

Cadherine
Stratum granulosum —]

Filamente

Spinous spinosum —j

®
Stratum basale { | Desmoplakin Plakophilin Plakoglobin

Abbildung 5: Schematische Darstellung des Epidermis-Aufbaus. Die Abbildung zeigt die vier Schichten der
Epidermis (links) und den Aufbau eines Desmosoms (rechts). Abbildung entnommen aus Doccheck, Stand
7.11.2022 (https://flexikon.doccheck.com/de/Desmosom).

11



Die Adhasion zwischen epidermalen Keratinozyten wird durch Desmosomen gewahrleistet.
Desmosomen sind komplexe, scheibenférmige, interzellulare Verbindungen, die die
Intermediarfilamente benachbarter Zellen verbinden und eine starke Zelladhasion bewirken
(Waschke, 2008). Desmosomen haben einen Durchmesser von etwa 0,2-0,5 um, weisen
eine recht charakteristische, hoch organisierte, symmetrische, elektronendichte Struktur auf
und bestehen aus einer zentralen Kernregion, die den interzellularen Raum zwischen
aneinandergrenzenden Zellen Uberspannt und zwei identische zytoplasmatische Plaques
trennt, die mit dem Intermediarfilament Netzwerk verbunden sind (Garrod und Chidgey,
2008). Die zwei elektronendichten Plaques lassen sich in Plaqueregionen unterteilen, eine
aullere elektronendichte Region sowie eine innere elektronendichte Region. Dazwischen
befindet sich eine dichte Mittellinie, an der die Interaktion der desmosomalen Cadherine
benachbarter Zellen stattfindet (Garrod und Chidgey, 2008; Holthofer et al., 2007; Yin und
Green, 2004).

Mitglieder von drei Proteinfamilien bilden die Kernkomponenten des Desmosoms,
desmosomale Cadherinen, einschliellich Desmogleine und Desmocolline (Dsgs, Dscs),
Vertreter der Armadillo-Proteine Plakoglobin und Plakophiline (Pg und Pkp), und ein
Plakinprotein, Desmoplakin (Dp) (Delva et al., 2009; Garrod et al., 2002a) (Abbildung. 6).
Die desmosomalen Cadherine verbinden Zellen durch ihre extrazellularen Domanen und
assoziieren mit Pg und den Pkps durch ihre intrazellularen Domanen. Der Cadherin-
Armadillo-Komplex bindet wiederum an Dp, dass das Netzwerk der Intermediarfilamente

an der Plaque festbindet (Green und Simpson, 2007; Kowalczyk und Green, 2013).

Abbildung 6: Struktur und Organisation von Desmosomen. Elektronenmikroskopische Aufnahme eines Desmosoms aus
Rinderzungenepithel lGberlagert mit einer Darstellung der Membran- und Plaguekomponenten. Desmosomen bestehen aus
Cadherinen (Dsg, Dsc), Armadillo-Proteine (Plakoglobin, Pg; Plakophilin, Pkp) und einem Plakin (Desmoplakin, Dp), welches
als Cytolinker fungiert und das Desmosom an die Intermediarfilamente (IF) bindet. Verwendet und modifiziert nach (Johnson
et al.,, 2014).
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Des Weiteren ist Desmoglein 3 auch fur die Verankerung des telogenen Haares an der
aulleren Wurzelscheide des Haarfollikels von entscheidender Bedeutung und zeigt somit,
dass Desmosomen flir die Aufrechterhaltung der normalen Struktur und Funktion des
Haares wichtig sind (Koch et al., 1998). Neben der Zelladhasion umfasst das
Funktionsspektrum von Dsg3 auch die Beteiligung an Signalkaskaden, welche die
Proliferation, Differenzierung und Migration von Keratinozyten steuern (Brown und Wan,
2015). So steuert Dsg3 beispielsweise den Wechsel von einem adhasiven zu einem
migratorischen Keratinozyten-Phanotyp Uber die Hemmung von p38MAPK, so dass der
Verlust der Dsg3-Adhasion die Wundheilung erméglicht, indem er die p38MAPK-abhangige
Keratinozyten-Migration ermdglicht (Rétzer et al., 2016). Diese Erkenntnisse bestatigen die
Feststellung, dass Dsg3 auch aufRerhalb der Desmosomen namlich an der Zellmembran

der Keratinozyten lokalisiert ist (Waschke und Spindler, 2014).

Zudem fuhrt die Anreicherung von Dsg3 zu einer erhéhten Expression von p53, ein Effekt,
der durch die Behandlung von Zellen mit ultravioletten B-Strahlen, mechanischem Stress
und genotoxischen Medikamenten zusatzlich verstarkt wird. Dsg3 wird daher als Anti-
Stress-Protein fiur Keratinozyten angesehen (Rehman et al., 2019). Die Expression von
Dsg3 ist hauptsachlich auf mehrschichtige Epithelien beschrankt. In der menschlichen
Epidermis wird Dsg3 physiologisch in den basalen Keratinozyten exprimiert genauer gesagt
im Stratum basale und dem Stratum spinosum (Amagai et al. 1996, Green und Gaudry
2000). Hingegen wird Dsg3 in der oralen Mukosa in allen vitalen Schichten exprimiert, am

starksten in den oberen zwei Dritteln (Mahoney et al., 1999a; Kempf 2020).

Diese Erkenntnisse deuten darauf hin, dass die Expression von Dsg3 sowohl gewebs- als
auch differenzierungsspezifisch ist (Holthéfer et al., 2007; Nuber et al., 1995). Die
unterschiedlich strake Expression widerspiegelt die Gewebetypspezifitat sowie den

Proliferations- und Differenzierungszustand der Epithelzellen (Abbildung 7).
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Abbildung 7: das Expressionsmuster ausgewahlter desmosomaler Komponenten in der Epidermis. Verwendet und
modifiziert nach (Kottke et al., 2006).
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Eine Expression von Desmoglein 3 wurde ebenfalls in der Lunge beschrieben. Vor allem in
den Bronchialepithelien, in denen gelegentlich Bereiche identifiziert wurden, die eine
positive Farbung von Desmoglein 3 aufweisen (Fukuoka et al. 2007). Zusatzlich gibt der
Human Protein Atlas (HPA) eine RNA-Expression in Osophagus, Vagina, Tonsillen, Zervix,

Speicheldrisen, Haut, Thymus, Brust, Duodenum sowie Dinndarm an (Abbildung. 8).
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Abbildung 8: mRNA-Expression des Desmoglein 3 in humanem Gewebe. Verwendete Abklrzung: nTPM normalized
protein-coding transcripts per million. Abbildung entnommen aus The Human Protein Atlas, Stand 07.11.2022
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000134757-DSG3/tissue).
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1.2.3 Klinische Bezuge

Als wesentlicher Bestandteil der Desmosomen und als wichtiges Haftprotein in der
Epidermis nimmt Dsg3 eine relevante Rolle bei verschiedenen nicht neoplastischen
Hauterkrankungen ein wie z. B. beim Pemphigus Vulgaris. Der Pemphigus vulgaris (PV)
stellt den haufigsten Vertreter der Pemphigus-Erkrankungen dar und wird als bullése
Autoimmundermatose bezeichnet. Ca. 80 % der Pemphigus-Erkrankungen entfallen auf
den Pemphigus vulgaris, der sich bevorzugt zwischen dem 4. und 6. Lebensjahrzehnt
manifestiert (Huilgol und Black, 1995; Kneisel und Hertl, 2011a). Ursachlich fur die
Erkrankung sind Autoantikérper, die sich gegen die desmosomalen Cadherine namlich
Dsg1 und Dsg3 richten und in der Folge zu einem Adh&sionsverlust der epidermalen
Keratinozyten (sog. Akantholyse) fuhren durch Stérung der Transinteraktion von
Desmoglein 1 und 3 (Amagai et al., 1991; Kitajima, 2013; Pollmann 2020). Als Akantholyse
bezeichnet man eine spezielle Form von intraepidermaler Kontinuitatstrennung, die
histologisch durch einen Verlust des desmosomalen Zellzusammenhaltes im Stratum

Spinosum unter Abrundung der Keratinozyten entsteht (Karpati et al., 1994, 1993).

1.2.4 Bedeutung im Tumorgewebe

Eine positive Desmoglein-3-Immunhistochemische Farbung wurde in der Literatur bei
Plattenepithelkarzinomen unabhangig von ihrem Entstehungsort beispielsweise in der
Haut, Lunge, Larynx, Vulva und Blase sowie Plattenepithelkarzinom des Osophagus,
Analkanal, Zervix und in Tumoren, die eine plattenepitheliale Differenzierung aufweisen wie
z. B. Urothelkarzinome beschrieben (Agackiran et al., 2012; Bir et al., 2016; Brown et al.,
2013; Chi et al., 2022; Fang et al., 2014; Fukuoka et al., 2007; Gomez-Morales et al., 2013;
Gruver et al., 2012; Huang et al., 2013; Krunic et al., 1996; Patel et al., 2013; Saaber et al.,
2015; Savci-Heijink et al., 2009; Szade et al., 2019; Tacha et al., 2012; Takamochi et al.,
2016; Zhan et al., 2015). Einzelne Veroéffentlichungen geben aulierdem Dsg3 Expression
in oralen Plattenepithelkarzinomen, kolorektalen Adenokarzinomen und beim Osophagus-
Adenokarzinom an (Chi et al., 2022; Kazakydasan et al., 2017; Nagvekar et al., 2016; Patel
et al., 2013; Savci-Heijink et al., 2009; Troeltzsch et al., 2022; Wang et al., 2007).
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Das Diagramm in Abbildung 9 verschafft eine Ubersicht Uber die Ergebnisse von 26
publizierten Studien, welche insgesamt 34 verschiedenen Tumortypen untersucht haben.
Die nachfolgende Darstellung zeigt jedoch, dass eine Diskrepanz der Litaraturdaten in
Bezug auf die Dsg3-Positivitatsrate der unterschiedlichen Tumorentitaten besteht. So reicht
die Dsg3-Positivitatsrate beispielsweise beim Plattenepithelkarzinom der Lunge von O-
100%, dem Adenokarzinom der Lunge von 0-92% und beim oralen Plattenepithelkarzinom
(Mundboden) von 13-100%.

PeCa der Vulva
PeCa des Larynx

PeCa der Zervix

2O XK

Karzinom der
Malignes Melanom Lymphknotenmetastasen )(
PeCa der Hamblase X
PeCa der Haut 0 X
Orales PeCa (Mundboden) [] X o0 ]
Kleinzelliges lymphozytisches B-Zell Lymphom X
PeCa des Osophagus 0 X

Pankreatisch-ampullares Karzinom x

PecaderLunge @ 0 () X. 000 0 00 { ]

Karzinom der Spei X

Duktales Adenokarzinom des Pankreas @ l
AdenoCa des Osophagus X
Urothelkarzinom, pT2+4 G3 X
Basalzellkarzinom X
Peca des Analkanals X (]
Kleinzelliges Lungenkarzinom @ X [ ]
AdenoCaderLunge @ @ 0@ X0 0 []
Thymorm X
Nicht-invas.papillares UrothelCa, pTa G2 high grade* ‘
Magen Adenokarzinom, diffuser Typ x
AdenoCa des Kolons X ]
Ovarialkarzinom X
Invasives Mammakarzinom, nicht spezieller Typ 'X 0
Seminom
Mesentheliom, sonstige
Malignes Melanom
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Hepatozellulres Karzinom
Embryonales Karzinom, Hoden
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<
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Abbildung 9: Ubersicht der bisherigen Studienergebnisse zur Desmoglein 3-Immunhistochemie. Auf der Y-Achse sind
die unterschiedlichen Tumorentitaten nach absteigender Positivitat aufgelistet, die X-Achse gibt die prozentuale Positivitat (0-
100%) an. Die einzelnen Studien sind gemaR der Zahl der untersuchten Tumoren in einer Farbkennzeichnung dargestellt.
Rote Punkte zeigen Veroffentlichungen mit 1-10 Fallzahlen, gelbe Punkte 11-25 Fallzahlen und griine Punkte Fallzahlen von
Uber 25. Bei Entitaten, die in mehr als einer Ver6ffentlichung untersucht wurden zeigen die Kreuze die durchschnittliche
Positivitat aller Ergebnisse an. Verwendete Abklrzungen: AdenoCa; Adenokarzinom, Ca; Karzinom, PeCa;
Plattenepithelkarzinom. Das Diagramm wurde basierend auf Daten mehrerer Publikationen selbststéndig erstellt.
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Literaturverweise zu den Daten aus Abbildung 9 nach Tumorentitat sortiert:

Tumoren der Haut:
- Basalzellkarzinom (Pietkiewicz et al., 2014)
- Plattenepithelkarzinom der Haut (Krunic et al., 1996; Savci-Heijink et al., 2009)
- Malignes Melanom (Savci-Heijink et al., 2009)
- Malignes Melanom mit Lymphknotenmetastasierung (Savci-Heijink et al., 2009)

Tumoren des Kopfes und des Nackens:
- Plattenepithelkarzinom des Larynx (Savci-Heijink et al., 2009)
- Orales Plattenepithelkarzinom (Mundboden) (Kazakydasan et al., 2017; Nagvekar et al., 2016; Patel
et al., 2013; Savci-Heijink et al., 2009; Troeltzsch et al., 2022; Wang et al., 2007)
- Mukoepidermoides Karzinom der Speicheldruse (Savci-Heijink et al., 2009)
- Adenoidzystisches Karzinom der Speicheldrise (Savci-Heijink et al., 2009)

Tumoren der Lunge, Pleura und des Thymus:

- Adenokarzinom der Lunge (Agackiran et al., 2012; Bir et al., 2016; Fukuoka et al., 2007; Funahashi
et al., 2018; Gémez-Morales et al., 2013; Patel et al., 2013; Saaber et al., 2015; Sakai et al., 2013;
Savci-Heijink et al., 2009; Szade et al., 2019; Tacha et al., 2012; Takamochi et al., 2016; Zhan et al.,
2015)

- Plattenepithelkarzinom der Lunge (Agackiran et al., 2012; Bir et al., 2016; Brown et al., 2013;
Fukuoka et al., 2007; Gomez-Morales et al., 2013; Gruver et al., 2012; Patel et al., 2013; Saaber et
al., 2015; Savci-Heijink et al., 2009; Szade et al., 2019; Tacha et al., 2012; Takamochi et al., 2016;
Zhan et al., 2015)

- Thymom (Savci-Heijink et al., 2009)

- Kleinzelliges Karzinom der Lunge (Chi et al., 2022; Fukuoka et al., 2007; Patel et al., 2013)

- Mesentheliom, sonstige (Savci-Heijink et al., 2009)

Tumoren des weiblichen Genitaltraktes:
- Plattenepithelkarzinom der Vulva (Savci-Heijink et al., 2009)
- Plattenepithelkarzinom der Zervix (Savci-Heijink et al., 2009)
- Ovarialkarzinom (Savci-Heijink et al., 2009)

Tumoren der Mamma:
- Invasives Mammakarzinom, nicht spezieller Typ (Patel et al., 2013; Savci-Heijink et al., 2009)

Tumoren des Verdauungs-Systems:
- Adenokarzinom des Kolons (Patel et al., 2013; Savci-Heijink et al., 2009)
- Adenokarzinom des Magens, diffuser Typ (Savci-Heijink et al., 2009)
- Adenokarzinom des Osophagus (Chi et al., 2022)
- Plattenepithelkarzinom des Osophagus (Chi et al., 2022; Fang et al., 2014; Savci-Heijink et al., 2009)
- Plattenepithelkarzinom des Analkanals (Patel et al., 2013; Savci-Heijink et al., 2009)
- Duktales Adenokarzinom des Pankreas (Ormanns et al., 2015)
- Pankreatisch-ampullares Karzinom (Savci-Heijink et al., 2009)
- Hepatozellulares Karzinom (Savci-Heijink et al., 2009)

Tumoren des Harntrakts:
- Nicht-invasives papilldres Urothelkarzinom, pTa G2 high grade (Gruver et al., 2012)
- Urothelkarzinom, pT2-4 G3 (Savci-Heijink et al., 2009)
- Plattenepithelkarzinom der Harnblase (Huang et al., 2013)

Tumoren des mannlichen Genitaltraktes:
- Adenokarzinom der Prostata, Gleason 3+3 (Patel et al., 2013; Savci-Heijink et al., 2009)
- Embryonales Karzinom des Hodens (Savci-Heijink et al., 2009)
- Seminom (Savci-Heijink et al., 2009)

Tumoren des endokrinen Systems:
- Neuroendokriner Tumor der Lunge (Savci-Heijink et al., 2009)

Tumoren des hamatopoetischen und lympathischen Gewebes:
- Diffus grolizelliges B-Zell Lymphom (Chi et al., 2022)
- Kleinzelliges lymphozytisches B-Zell Lymphom (Wang und Chen et al., 2021)
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Eine wichtige Fragestellung, die es ndher zu untersuchen gilt, ist die Rolle von Dsg3 bei
der Entstehung von Tumoren. Es ist nach wie vor umstritten bzw. ungeklart, ob es im
physiologischen Zustand ein potenzielles Proto-Onkogen oder ein Tumorsuppressor ist.
Aufgrund seiner Rolle als Zelladhdsionsmolekil und der erhdhten Motilitdt von
Keratinozyten mit herunterreguliertem Dsg3 wirde man eine tumorsuppressive Rolle von

Dsg3 erwarten (Brown und Wan et al., 2015).

Andere Autoren haben jedoch Hinweise auf eine kausale Rolle von Dsg3 als Onkogen bei
der Tumorentstehung gefunden (Abula et al., 2021; Brown et al., 2014; Chen et al., 2013,
2007; Dong et al., 2020; Ormanns et al., 2015; Patel et al., 2013). So berichtet Chen et al.,
dass Dsg3 bei Kopf- und Halskrebs Ulberexprimiert ist, als Onkogen fungiert und das
Krebswachstum und die Invasion durch Proteinkinase C oder Dsg3-Plakoglobin-TCF/LEF-
Wege fordert.

Die Uberexpression von Dsg3 korreliert mit einem fortgeschrittenen klinischen Stadium. Die
Korrelation von Dsg3 mit dem klinischen T-Stadium Iasst sich auf zelluldrer Ebene durch
die Rolle von Dsg3 bei der Regulierung von Wachstum und Koloniebildung erklaren. Die
Korrelation von Dsg3 mit dem N-Stadium entspricht auf zellularer Ebene der Beteiligung

von Dsg3 an der Regulierung der Zellmigration und -invasion (Chen et al., 2013).

Zum einen haben Studien gezeigt, dass Dsg3 in Plattenepithelkarzinomen des Kopfes und
Halses, der Lunge, der Haut und der Speiseréhre usw. hochreguliert ist (Chen et al. 2007,
Huang et al. 2010, Fang, et al. 2014, Fukuoka, et al .2007, Savci-Heijink, et al. 2009, Liu et
al. 2007). Daruber hinaus wurde eine Korrelation zwischen den Expressionsniveaus von
Dsg3 und der Tumorprogression und Metastasierung festgestellt (Chen et al. 2007, Patel
et al. 2013). Dies deutet darauf hin, dass Dsg3 in einem bestimmten Kontext zur
Krebsprogression beitragen kann. Zum anderen haben mehrere Publikationen
paradoxerweise darauf hingewiesen, dass reduzierte Dsg3-Spiegel die Entwicklung und
das Fortschreiten von Plattenepitheltumoren férdern kbnnen (Rehman et al., 2019; Fang et
al., 2014; Chi et al,. 2022; Saaber et al., 2015; Chao et al., 2016; Wang et al. 2007).

Troeltzsch et al. beschreibt im Fall der oralen Plattenepithelkarzinome, dass die
Uberexpression von Dsg3 in signifikantem Zusammenhang mit einer schlechten
histologischen Differenzierung und dem Vorhandensein von Metastasen bei der
Primardiagnose steht. Die Uberexpression von Dsg3 kann mit aggressiveren und
ausgedehnteren Krankheitszustdnden des oralen Plattenepithelkarzinoms in Verbindung

gebracht werden und ist von prognostischer Bedeutung.
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Die Bestimmung des Dsg3-Expressionsniveaus konnte ein nutzliches Instrument zur
Anpassung individueller Behandlungsprotokolle sein (Ausmafld der Neck Dissection,
Empfehlung einer adjuvanten Therapie). Da eine Uberexpression von Dsg3 zu einem
frihen und haufigen Wiederauftreten von oralen Plattenepithelkarzinomen fuhren kann
(Troeltzsch et al., 2022).

Abula et al. hat in einer Studie festgestellt, dass Dsg3 in Bauchspeicheldriisenkrebs-
Zelllinien hochreguliert ist und somit zum Wachstum und zur Metastasierung von
Bauchspeicheldrisenkrebszellen beitragt. Wurde Dsg3 jedoch ausgeschaltet, verhinderte
dies das Zellwachstum und die Metastasierung. Dariber hinaus unterdriickte die
Unterdrickung von Dsg3 das In-vivo-Wachstum von Bauchspeicheldrisenkrebs. Dies
bestatigt die onkogene Rolle von Dsg3 beim duktalen Adenokarzinom des Pankreas (Abula
et al., 2021).

Zusammenfassend zeigte diese Studie, dass Dsg3 im duktalen Adenokarzinom der
Pankreas -Zellen hochreguliert wurde, welches die Proliferation und Invasion vom duktalen
Adenokarzinom des Pankreas durch die Aktivierung des Src/FAK/AKT-Signalwegs
forderte. Die Unterdrickung von Dsg3 trug in vitro zur Unterdriickung des Zellliberlebens
und in vivo zum Tumorwachstum durch Inaktivierung des Src/FAK/AKT-Signalwegs bei.
Inhibitoren von Dsg3 koénnten das Wachstum und die Metastasierung vom duktalen
Adenokarzinom des Pankreas unterdricken. Ferner berichtete Ormanns et al., dass eine
hohe Expression von Dsg3 im dukutalen Adenokarzinom des Pankreas die Uberlebenszeit
der Patienten erheblich verkurzt (Ormanns et al., 2015). Bei Patienten mit Rektumkarzinom
erwies sich Dsg3 als wichtiger prognostischer Faktor und Pradiktor fur das Ansprechen auf
eine kombinierte Chemo- und Strahlentherapie. Dort konnte eine hohe Dsg3 Expression in
den Zusammenhang mit einem geringeren Tumorregressionsgrad und einem schlechteren

Gesamtiberleben gestellt werden (Chao et al., 2016).

Daruber hinaus haben die Ergebnisse mehrerer TMA-Studien gezeigt, dass die Expression
des Gens Dsg3 in Plattenepithelkarzinomen der Lunge hochreguliert ist. In einer Studie von
Savci-Heijink wird Dsg3 als ein empfindlicher und spezifischer Marker mit einer Sensitivitat
von 99 % und einer Spezifitdt von 87 % fir Plattenepithelkarzinome beschrieben,
insbesondere fir die Lunge (Savci-Heijink et al. 2009). Im Falle der atypischen Karzinoid-
Tumoren der Lunge korrelierte eine negative Desmoglein-3-Farbung mit einer schlechteren

5-Jahres-Uberlebensrate als Dsg3-positive Tumoren (Fukuoka et al., 2007).
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Eine andere Tumorart, bei der eine Expression bestatigt werden konnte, ist das
Plattenepithelkarzinom des Osophagus. Hier konnte eine Korrelation zwischen negativer
Dsg3-Expression mit einer schlechteren Prognose festgestellt werden sowie eine
Korrelation zwischen mRNA-Expression von Dsg3 in hohem Malf3e mit dem histologischen
Grad. Die Ergebnisse dieser Studie deuten darauf hin, dass Dsg3 an der bdsartigen
Neubildung beim Plattenepithelkarzinom des Osophagus beteiligt sein kann und als

prognostischer Marker dienen kann (Fang et al., 2014).

In-vitro-Studien haben gezeigt, dass die Uberexpression von Desmoglein 3 in
Krebszelllinien mehrere Signalwege aktiviert, die sich auf die Zellmorphologie, Adhasion
und Fortbewegung auswirken. Diese zusatzlichen Signalfunktionen von Desmoglein 3 sind
moglicherweise nicht mit seiner adhasiven Funktion in den Desmosomen verbunden,
sondern wirken aul3erhalb der Verbindungsstellen als Schlisselregulator bei der Steuerung

aktinbasierter zellularer Prozesse (Brown und Wan et al., 2015).

So 16st die Bindung von PV-IgG an Dsg3 auf der Keratinozytenoberflache eine Kaskade
von intrazellularen Ereignissen aus, wie z. B. die Dsg3-Phosphorylierung, die Aktivierung
des Phospholipase C (PLC)-Signalwegs einschlie3lich der Produktion von Inositol 1, 4,5-
Trisphosphat (IP3) und Induktion einer Ca2+/PKC, Signallbertragung durch
p38MAPK/Hitzeschockprotein 27 (HSP27), Src, epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor
(EGFR), Apoptose, c-Myc, Adaptorprotein Plakoglobin/Plakophinlin-3, des Wnt/B-Catenin-
Signals sowie Rho-GTPasen und Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts insbesondere in
Plattenepithelkarzinomen, wobei die erhdhte Expression mit dem klinischen Stadium und
Metastasierung der Malignitat korreliert, welches auf seine krebsférdernde Rolle und sein
Potenzial als diagnostischer und prognostischer Marker hindeutet (Brown und Wan et al.
2015).

In der RNA-Expressionsdatenbank des Cancer Genome Atlas (TCGA) wurden hohe Dsg3-
Expressionswerte bei einem signifikanten Anteil von Brust- und Magenkrebs festgestellt.
Abbildung 10 zeigt eine Ubersicht der mRNA-Expression in verschiedenen Tumorentititen

aus dem Human Protein Atlas.
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Abbildung 10: mRNA-Expression des Desmoglein 3 in verschiedenen Tumorentitaten. Verwendete Abkiirzung: FPKM-
Fragments per Kilobase of exon per million reads. Generiert aus dem Datensatz des The Cancer Genome Atlas (TCGA)
Research Network (https://www.cancer.gov/tcga). Abbildung entnommen aus The Human Protein Atlas, Stand 07.11.2022
(https://www.proteinatlas.org/ENSG00000134757-DSG3/pathology).

1.2.5 Klinische Bedeutung in der pathologischen Diagnostik

Zusammenfassend lasst sich feststellen, dass Desmoglein 3 bei malignen Neubildungen
insbesondere bei Plattenepithelkarzinomen nachweisbar ist, wobei eine erhohte
Expression oft mit dem klinischen Stadium und einer Metastasierung korreliert (Savci-
Heijink et al., 2009, Fang et al., 2014). Dies deutet darauf hin, dass Dsg3 als diagnostischer

und prognostischer Marker dienen kdnnte (Brown und Wan et al. 2015).

Mehrere Autoren haben auf den diagnostischen Nutzen der Dsg3-Immunhistochemie (IHC)
hingewiesen, insbesondere zur Sicherstellung der Plattenepithelzelldifferenzierung bei
Karzinomen mit unklarer Morphologie, wie z. B. bei Lungen- und Blasenkrebs (Dong et al.,
2020; Huang et al., 2013). Daruber hinaus wurde Dsg3 als empfindlicher und spezifischer

Marker fur Plattenepithelkarzinome in der Speiserdhre beschrieben (Chi et al., 2022).
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1.3 Zielsetzung der Vorliegenden Arbeit

Die Beantwortung der Frage, ob die Dsg3-Immunhistochemie diagnostisch genutzt werden
kann, wird durch widersprichliche Literaturdaten zur Expression von Dsg3 in
verschiedenen Tumorentitdten erschwert. Die Diskrepanz der Litaraturdaten ist auf die
Verwendung von verschiedenen Antikérpern, immunhistochemischen Protokollen und
Kriterien fiir die Bewertung der histologischen Befunde zurtickzufiihren. Um die potenzielle
Rolle der Dsg3-Expression und ihren mdoglichen diagnostischen Nutzen besser zu
verstehen und einen systematischen Uberblick tiber die Dsg3-Expression in normalem und
neoplastischem menschlichen Gewebe zu verschaffen, wurden in der vorliegenden Studie
insgesamt 15.869 Tumorgewebeproben von 137 verschiedenen Tumortypen und Subtypen
sowie Normalgewebe von 76 verschiedenen Normalgewebekategorien in einem Tissue-
Microarray Format unter standardisierten Bedingungen mit einem validierten Antikérper auf

die Expression von Desmoglein-3 untersucht.
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2 Material und Methoden
2.1 Tissue-Microarray Methode

Die Tissue-Microarray (TMA) Technik ist ein 1998 erstmals publiziertes Verfahren, welches
die gleichzeitige Untersuchung von hunderten von Gewebeproben auf einem einzigen
Objekttrager erlaubt (Kononen et al., 1998). Durch das Einbringen von topographisch
genau zugeordneten zylindrischen Gewebeproben in einen leeren Paraffinblock, von dem
nachher regulare ,histologische” 2,5 Mikrometer Schnitte hergestellt werden kénnen, wird
es ermdglicht auf einem Objekttrager- anstatt wie bisher Gblich einen Tumor nun bis zu 600
Tumoren anzufarben. Dementsprechend sind Tissue-Microarrays fur alle in Situ Methoden
geeignet wie beispielsweise, die Immunhistochemie aber auch RNA-in-situ-Hybridisierung
(RNA-ISH) oder Fluoreszenz-in-Situ-Hybridisierung (FiSH) zur Visualisierung von DNA-
Sequenzen (Simon und Sauter, 2002). Die Methode wurde 1997 von den Arbeitsgruppen
von Prof. Olli Kallioniemi (damals National Human Genome Research Institute, NHGRI,
Bethesda, Maryland, USA) und Prof. Guido Sauter (damals Institut fir Pathologie des

Universitatsspitals Basel) entwickelt.

Die , TMA* Methode hat zahlreiche Vorteile. Die wichtigsten sind die hohe Geschwindigkeit,
mit der auch grofde Studien durchgefuhrt werden kdnnen, die geringen hierfur anfallenden
Reagenzien Kosten und das ungewdhnlich hohe Ausmal} der Standardisierung (Al Kuraya
et al., 2004; Simon et al., 2004). Da die gleiche Menge an Manpower und an Reagenzien,
welche fruher bendtigt wurde, um einen einzigen Gewebeschnitt zu farben im TMA-Format
daflir ausreicht bis zu 600 Tumoren gleichzeitig zu farben, kénnen die Kosten flr
Reagenzien und die Arbeitszeit fir die Farbung im Verhaltnis zu einer klassischen
Grof3schnittuntersuchung um einen Faktor 600! gesenkt werden. Die Standardisierung der
Untersuchung umfasst nicht nur direkte Farbeparameter wie Reagenzien-
Zusammensetzung, Inkubationszeiten und Inkubationstemparaturen, welche theoretisch
auch in einem Immunfarbeautomaten konstant gehalten werden kdnnen. Die in einer ,TMA®
Studie standardisierten Parameter umfassen auch andere wichtige Einflussfaktoren auf
immunhistochemische Farbeergebnisse wie beispielsweise die Schnittlagerungszeit und

die pro Patient untersuchte Tumormenge (Mirlacher et al., 2004; Torhorst et al., 2001).

Die Schnittlagerungszeit, die Zeit zwischen Herstellung eines Gewebeschnittes und seiner
immunhistochemischen  Farbung, ubt einen erheblichen Einfluss auf die
immunhistochemische Farbeintensitat aus (Fergenbaum et al., 2004). Mehrere Studien
haben gezeigt, dass bereits eine Lagerung eines Schnittes von zwei Wochen bei vielen
Antikérpern zu einer deutlichen Verringerung der Farbeintensitat fuhrt (Mirlacher et al.,
2004).
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Dies ist offensichtlich unabhangig davon, ob ein ungefarbter Gewebeschnitt bei
Raumtemperatur, im Kuhlschrank unter einer frisch angelegten Paraffinschicht oder in
Stickstoff gelagert wird (DiVito et al., 2004). Dass die Positivitatsrate bei
immunhistochemischen  Studien wesentlich von den untersuchten Gewebe-
beziehungsweise Tumormenge abhangt wei® man insbesondere aus TMA-Studien.
Mehrere Studien hatten unter Verwendung der ,TMA® Technik gezeigt, dass die Entnahme
mehrerer Gewebezylinder aus einem Paraffinblock bei Addition der Befunde dazu flhrt,
dass die Positivitatsrate mit der Zahl der entnommenen Stanzen ansteigt und sich
schlielBlich der Positivitatsrate annahrt, welche doch in Untersuchungen eines
Groldschnittes des entsprechenden Gewebeblocks gefunden wurde (Camp et al., 2000;
Fernebro et al., 2002; Gulmann et al., 2003; Hoos et al., 2001, 2001; Rosen et al., 2004;
Rubin et al., 2002).
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Die Daten dieser Studien sind nachfolgend flr mehrere Antikdrper dargestellt.

Studie Untersuchte Fallzahl | Untersuchte Positivititsrate pro Positivitdtsrate am
Entitét (n) Antikorper entnommene Stanze (%) GroBschnitt (%)

eine Stanze

-
-

2) zwei Stanzen
3) drei Stanzen

4) mehr als drei Stanzen
p53 1) 3% 84%
2) 8%
3) 84%

1)

Gulmann et al., | Magenkarzinom 38 CDd4v6 ;; 13:;" 62%
o
2003 3) 62%
VEGF 1) 3% 70%
2) 24%
3) 70%
ER 1) 62,832% 68%
2) 6544%
3) 66,7216%
4) 67,99%
PR 1) 5293 % 56%
Camp et al., Mammakarzinom 38 2) 54,46 %
2000 3) 5523%
4) 55,994 %
HER2 1) 21,693% 24%
2) 22,84%
3) 23,4%
4) 23,995%
Ki-67 1) 5824 % 64%
2) 62,08%
3) 62,72%
4) 64%
ER 1) 552%, 60%
Rosen,et al., Ovarialkarzinom 45 2) 58,2%
2004 3) 588%
4) 60%
P53 1) 52,78% 58%
2) 5568%
3) 56,84%
4) 58%
4) Rektalkarzinom 20 Ki-67 1) 76,059% 81%
2) 78,57%
3) 85%

2)

3)

Fernebro et al.,
2002

p53 3 Stanzen sind erforderlich fiir 5%
eine reprasentative

5) Ubereinstimmung mit der
Positivitatsrate am GroRschnitt*

Hoos et al., Fibroblastische
il il LI L KB 4%

3) 43,065%

Ki-67 1) 30,76% 33,96%
2) 3246%
3) 32,703%

Tabelle 1: Positivitdtsrate unterschiedlicher Antikorper bei der TMA-Methode vs. am GroRBschnitt. Dargestellt sind die
Studienergebnisse zur Korrelation zwischen ansteigender Zahl der entnommenen Stanzen (bei Verwendung der TMA-
Methode) in Bezug auf die Positivitatsrate unterschiedlicher Antikorper verglichen mit der Positivitdtsrate am GroRschnitt bei

verschiedenen Tumorentitaten. Diese Tabelle wurde basierend auf Daten mehrerer Publikationen selbststandig erstellt.
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Die Autoren dieser Studien schlossen mehrheitlich aus ihren Daten, dass mehrere Stanzen
notwendig sind, um fir einen Grof3schnitt reprasentative Information zu regenerieren.
Unerwahnt blieb die Tatsache, dass sich ,Grof3schnitte” in der klinischen Praxis in ihrer
,Groe” erheblich unterscheiden. Die in Grol3schnitten angetroffenen Tumormenge reichen
von kleinen Biopsien mit einem Quadratmillimeter (1 mm?2) oder weniger Tumor bis zu
Praparaten, welche praktisch vollstandig (zum Beispiel 3 x 2 cm) aus Tumorgeweben
bestehen. Basierend auf den publizierten TMA-Daten ist zu erwarten, dass auch hier bei
grolkeren Gewebemengen mehr Positivitat erzielt wird. Nur eine Studie hatte bisher die
biologische Relevanz von immunhistochemischen Daten erzielt an Grof3schnitten versus
erzielt an TMAs verglichen (Torhorst et al., 2001). In der Studie von Torhorst et al. konnte
Uber 500 Mammakarzinome gezeigt werden, dass Grof3schnitte zwar zu fast doppelt so viel
p53 positiven Fallen fihrten wie TMAs aus den entsprechenden Tumorblécken, doch waren
nur die TMA-Daten und nicht die GroR3schnittbefunde signifikant mit der Prognose
assoziiert. Torhorst et al. schloss aus den Daten, dass die Untersuchungen einer grof3en
Gewebemenge zur Uberinterpretation von entweder Artefakten oder biologisch irrelevanten
fokalen Befunden gefiihrt hatten (Torhorst et al. 2001). Fir die Nutzlichkeit von TMAs flr
die Untersuchung potenziell biologisch relevanter Parameter spricht auch die Tatsache,
dass alle etablierten klinisch genutzten Prognose-Marker wie Ostrogenrezeptor (engl.
estrogen receptor: ER), Progesteronrezeptor (engl. progesterone receptor: PR),Ki-67,
HER2 bei Mammakarzinom (Moeder et al., 2007; Ruiz et al., 2006; Zhang et al., 2003)
,PTEN-Deletion beim Prostatakarzinomen (Kluth et al., 2014; Lotan et al., 2016, 2011) oder
der histologische Grad bei Urothelkarzinom (Nocito et al., 2001) auch im TMA als

prognoserelevant gefunden werden konnten.

Der wesentlichste Nachteil der TMA-Methode ist der hohe Arbeitsaufwand, welche mit der
Herstellung von TMA-Blécken verbunden ist (Bubendorf et al., 2001). Die komplexe Arbeit
der TMA-Herstellung beginnt mit der Identifikation potenziell geeigneter Falle durch eine
Volltextsuche im Pathologie-Informationssystem. Die so identifizierten Falle werden
zunachst aufgrund des Diagnosetextes auf die mdgliche Eignung evaluiert. Die
wesentlichen Kriterien sind eine minimale Grof3e des Tumors von 1 cm? und eine eindeutige
Diagnose. Tumoren, bei denen der Diagnosetext auf eine nicht ganz sichere Diagnose
schliel3en lasst, werden wahrend dieser Phase ausgeschlossen. Alle zu identifizierten
Kandidaten werden danach von einem Pathologen beurteilt. Hierzu missen alle Schnitte
aus dem Archiv geholt und dem Pathologen vorgelegt werden. Findet sich einen Schnitt mit
einer Tumorflache von mindestens 1 cm? wird das Tumorareal mit einem Filzstift markiert

und der korrespondierende Paraffinblock wird aus dem Archiv geholt.

26



Dieser Paraffinblock muss von einer erfahrenen MTA auf seine Eignung fur die TMA-
Herstellung beurteilt werden. Blécke mit einer Dicke/Tiefe von <2,5 mm erlauben die
Entnahme von lediglich kurzen Zylindern, sodass daraus hergestellte TMAs die Herstellung

einer nur limitierten Menge von Schnitten ermdglichen.

Die letztlich identifizierten Falle mit ausreichend sicherer Diagnose, ausreichend grolien
Tumormengen in mindestens einem Block und genugend grof3e Blocktiefe werden dann fir
die TMA-Herstellung vorbereitet. Dabei werden die markierten Schnitten mit den Blocken
in der richtigen Reihenfolge zusammensortiert, die bereits die vorgesehene Organisation,
Struktur des TMA-Blocks vorwegnehmen. Die Organisation von UKE TMA-BIlocken ist
immer gleich. Sie bestehen aus maximal 6, zum Zwecke der besseren Orientierung aus
asymmetrisch angeordneten und ungleich groRen Sektoren, welche mit GroRbuchstaben
von (A-F) markiert sind. Die Zeilen der einzelnen Sektoren werden mit Zahlen von 1 - 9
gekennzeichnet und die Spalten mit kleinen Buchstaben von a bis maximal r. Eine grafische
Darstellung des typischen UKE TMA-Aufbaus ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11: Grafische Darstellung des Koordinatensystems eines am UKE hergestellten Tissue
Microarrays (Arrayname MTA 6.2 A). Der Tissue Microarray gliedert sich in 6 Sektoren (gekennzeichnet mit
Grol3buchstaben A-F.). In jedem Sektor werden die Zeilen mit Zahlen (1-9) und die Spalten mit Kleinbuchstaben
(a-r, a-m bzw. a-e) definiert.
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Da die Blockbezeichnungen nach der Herstellung eines TMAs nicht mehr benétigt werden,
kénnen diese aus Grinden des Datenschutzes nach Abschluss der Herstellung entweder
ausgeblendet (Pseudonymisierung), oder aber definitiv geléscht (Anonymisierung) werden.
Die vorhandenen klinischen und pathologischen Daten bleiben mit den einzelnen Geweben
Uber die TMA-Koordinate auf Dauer verbunden. Ein Beispiel eines TMA-Datenfiles mit

pathologischen und klinischen Parametern ist in Tabelle 2 dargestellit.

Array | Koordinate Entitat pl. | pN | Grading | Untersuchte
Sektor Lymphknoten

A Alm Plattenepithelkarzinom | pT3b | pN2 G3 8
Harnblase

A A 1n Plattenepithelkarzinom | pT3b | pN1 G3 1
Harnblase

A A lo Plattenepithelkarzinom | pT3b | pN2 G2 2
Harnblase

A Alp Plattenepithelkarzinom pT2 | pNO G2 17
Harnblase

A A 1q Plattenepithelkarzinom | pT2b | pNO G3 15
Harnblase

A A 1lr Plattenepithelkarzinom | pT3b | pN2 G3 4
Harnblase

A A 2a Plattenepithelkarzinom | pT3b  pNO G2 26
Harnblase

A A 2b Plattenepithelkarzinom | pT3b | pNO G2 22
Harnblase

A A 2c Plattenepithelkarzinom | pT3b pN1 G2 1
Harnblase

A A 2d Plattenepithelkarzinom | pT4b | x G3 X
Harnblase

Tabelle 2: Ausschnitt eines beispielhaften TMA-Datenfiles: MTA 6.2M (Multitumor-Array). Sind Daten nicht
vorhanden, wird ein x in der Tabelle eingetragen. Die patientenbezogenen Daten sind anonymisiert.

Fiar die TMA-Herstellung wird ein von Mitarbeitern des Instituts fur Pathologie (Chris und
Martina Mirlacher) hergestellter semi-automatischer Tissue-Microarrayer verwendet
(Abbildung 12). Die zentralen Elemente dieses Arrayers sind eine Umschaltvorrichtung,
welche es ermdglicht an identischer Position entweder einen Elektrobohrer oder aber eine
Hohlnadel zum Einsatz zu bringen (Abbildung 13), ein Mehrfachblock Halter (Abbildung
14), der maximal sechs leere Paraffinblocke (TMA Empfanger-Blécke) so aufnimmt, dass
diese wechselweise unter die zuvor beschriebene Umschaltvorrichtung positioniert werden
kénnen, ein Elektromotor mit Computer Ansteuerung, welche daflir sorgt, dass die
Umschaltvorrichtung auf geordnete Weise von einer TMA Position zur nachsten bewegt
werden kann und ein Blockpodest, welche es erlaubt, die TMA Empfanger-Blocke zu
Uberdecken, sodass oberhalb des Empfanger-Blockes ein tumorhaltiger (TMA
Spenderblock) Block bearbeitet werden kann. Die einzelnen Prozessschritte der TMA-

Herstellung sind in Abbildung 15 dargestellt
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L)
Abbildung 13: Aufbau eines TMA-Arrayers. Dargestellt sind HohInadel (links) und Elektrobohrer (rechts).

Abbildung 14: TMA-Blockhalter. Das Bild zeigt einen Blockhalter mit sechs leeren Paraffinblocken (TMA-
Empfangerbldcke).
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Der TMA-Herstellungsprozess beginnt mit der Bohrung eines Loches auf Position A1a des
ersten Empfanger-Blockes. Hierzu wird meistens ein Bohrer verwendet, dessen aulRerer
Durchmesser 0,6 mm betragt. Nach Herstellung des Loches wird die Umschaltvorrichtung
betatigt und der Bohrer durch eine Hohlnadel ersetzt, deren Innendurchmesser dem
auleren Durchmesser des Bohrers entspricht (0.6 mm). Der Empfanger-Block wird nun mit
dem Blockpodest bedeckt, auf welchem der erste, der Koordinate A1a zugeordnete
Tumorblock gelegt wird. Durch Abgleichen mit dem eingezeichneten Hamatoxylin-Eosin
(HE) Schnitt wir nun mit der Hohlnadel ein zylindrisches Gewebefragment aus dem
tumorhaltigen Bereich des Spenderblocks entnommen. Nach Wegriicken von
Abdeckpodest und Spenderblock kann die unmittelbar Uber dem vorgefertigten Loch
liegender Zylinder auf Héhe des vorgebohrten Lochs positioniert werden und der Zylinder
wird mit einem Stahldraht aus dem Hohlzylinder in das Loch hineingedrickt. Dabei wird
darauf geachtet, dass die Oberflache des Zylinders genau auf dem Niveau der
Blockoberflache zu liegen kommt. Danach wird der Mehrfachblockhalter eine Position
weiterbewegt und das zweite leere Paraffinblock (Empfanger-Block) wird gleichermalen
bearbeitet. Nach Fullung der Lécher an Koordinate A1a der ersten sechs TMA-Replikate
kann ein zweiter Mehrfachblockhalter eingesetzt werden, sodass weitere sechs Kopien des
geplanten TMA-Blocks hergestellt werden koénnen. Falls bendtigt kénnen weitere
Mehrfachblockhalter dazu verwendet werden und so die Zahl der Replikate auf 18, 24 oder
mehr zu steigern. Nach Fulllung der Position A1a in allen Replikatblécken wird der
elektrische Schrittmotor betatigt und der Array wird auf die Position A1b vorgeschoben
danach wird die Prozedur mit dem zweiten Tumor-Spenderblock der fur den TMA
vorgesehenen Tumorkohorte weitergeflhrt. Die TMA-Herstellung ist abgeschlossen, wenn
alle vorgesehenen Replikate entweder komplett vollgebaut sind (letzte Tumorposition an
Position F9e gefilllt) oder aber alle daflir vorgesehenen Tumoren in den TMA eingebaut

sind.
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Abbildung 15: Prozessschritte der TMA-Herstellung. A Geordnete Schnitte und korrespondierende Blécke in zu stanzender
Reihenfolge. B Lochbohrung im ersten Empfangerblock. C Gewebeentnahme mit Hilfe einer Hohlnadel aus dem
Spenderblock. D Einbringen der Gewebestanze in den Empfangerblock. E Danach erfolgt die Lochbohrung im zweiten
Empfangerblock (Replikat), der wie im vorherigen Block gleichermalien bearbeitet wird. F Sechs hergestellte identische
Replikate.
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2.2 TMAs fur die Desmoglein 3 Studie

Fir das vorliegende Projekt wurden zwei verschiedene TMA-Typen verwendet, ein
Normalgewebe TMA und ein Multitumor TMA.

Der Normalgewebe TMA beinhaltet jeweils acht Proben von acht verschiedenen Patienten
aus 76 verschiedenen Gewebekategorien. Ein Ubersichtsbild des Normalgewebe TMAs ist
in Abbildung 16 dargestellt. Die genaue Zusammensetzung dieses TMAs ist in Tabelle 3

gezeigt.

NTA11

Abbildung 16: Ubersichtsbild des Normalgewebe TMAs (Arrayname NTA11)
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Tabelle 3: Normalgewebe Tissue-Microarray. Gewebsproben sortiert nach der auf dem Paraffinblock aufgebrachten
Reihenfolge. Angegeben sind das Organ und der Gewebetyp.

NDNNDNNNDNMNNDMNDNMNNDNN A A A aaaaaaaa
PNOARBNZ2OOPNDNAWON 2O LPNDTH®N =

29.
30.
31.
32.
33.
34.
35.
36.
37.

38.

Aorta, Endothel

Aorta, Media

Herz

Quergestreifte Skelettmuskulatur
Zunge, Muskulatur

Uterus, Myometrium

Appendix, muskulare Wand
Osophagus, muskulare Wand
Magen, muskulare Wand

lleum, muskulare Wand

Colon descendes, muskulare Wand
Nierenbecken, muskulare Wand
Harnblase, muskulare Wand
Penis, Corpus spongiosum
Ovar, Stroma

Fettgewebe

Haut

Haut, Haarfollikel, Talgdriise
Lippe, Mundschleimhaut
Mundhéhle

Tonsille, Oberflachenepithel
Analkanal, Zona cutanea
Analkanal, Zona transitionalis
Ektozervix

Osophagus, Plattenepithel
Nierenbecken, Urothel
Harnblase, Urothel

Ausgereifte Plazenta mit Amnion und
Chorion

Lymphknoten

Milz

Thymus

Tonsille

Magen, Antrum

Magen, Corpus

Duodenum, Mukosa

lleum, Mukosa

Appendix, Mukosa

Colon descendes, Mukosa

39.
40.
41.
42.
43.
44.
45.
46.
47.
48.
49.
50.
51.
52.
53.
54.
55.
56.
57.
58.
59.
60.
61.
62.
63.
64.
65.
606.

67.
68.
69.
70.
71.
72.
73.
74.
75.

76.

Rektum, Mukosa
Gallenblase, Epithel

Leber

Pankreas

Glandula parotidea
Glandula submandibularis
Glandula sublingualis
Knochenmark

Duodenum, Brunner-Driise
Niere, Kortex

Niere, Mark

Prostata

Glandula vesiculosa
Nebenhoden

Hoden

Bronchus, Mukosa
Bronchialdriise

Sinus paranasalis

Lunge

Mamma

Endozervix

Endometrium, Proliferationsphase
Endometrium, Sekretionsphase
Tuba unterina, Mukosa
Unreife Plazenta, Dezidua
Ovar, Corpus luteum

Ovar, follikulare Zyste
Unreife Plazenta

Reife Plazenta
Nebennierenrinde
Nebenschilddriise
Schilddriise

Kleinhirn, Stratum moleculare
Kleinhirn, Stratum neuronorum
GrofRhirn, Rinde

Grof3hirn, Mark

Hypophyse, Hinterlappen und
Infundibulum

Hypophyse, Vorderlappen
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Fur die Tumoruntersuchungen wurden insgesamt 44 TMA-Blocke, welche jeweils 386 bis
604 verschiedene Tumoren beinhalteten, verwendet. Die genaue Zusammensetzung des
TMAs ist in Tabelle 4 dargestellt. Die TMAs beinhalteten insgesamt 15,869 Primartumoren
von 137 Tumortypen und Subtypen. Detaillierte Angaben zu histopathologischen und oder
molekularen Werten wie beispielsweise pT-Stadium, Pn-Status, BlutgefaRinvasion (V),
Lymphgefalinfiltration (L), Zustand von Mismatch-Reparaturengenen (MMR-Status), Gber
das Vorhandensein von RAS-Mutationen waren zumindest teilweise verfugbar von
Mammakarzinomen von nicht speziellem Typ (n=600), Urothelkarzinomen (n=1.073),
kolorektalen Karzinomen (n=2.351), Magenkarzinomen (n=327) und Adenokarzinomen des
Pankreas (n=598). Angaben zum Grad, pT-Stadium und HPV-Status waren von insgesamt
902 Plattenepithelkarzinomen von verschiedenen Ursprungsorten vorhanden. Alle Proben
stammten von den Archiven des Instituts fur Pathologie des Universitatsklinikum Hamburg-
Eppendorfs, des Instituts fiir Pathologie des klinischen Zentrums Osnabrlick und von der
Abteilung fur Pathologie des akademischen Lehrkrankenhauses in Furth. Alle Gewebe
waren in vierprozentigem gepuffertem Formalin fixiert worden und danach in Paraffin
eingebettet. Die Verwendung von archivierten Uberresten von diagnostischem Gewebe fiir
die Herstellung von Tissue-Microarrays und deren Nutzung fur wissenschaftliche Analysen
einschlieRlich der Verwendung von Patientendaten waren in Ubereinstimmung mit den
oOrtlichen Gesetzen (HmbKHG, §12) erlaubt und zudem von der 6rtlichen Ethikkommission
genehmigt (Ethikkommission Hamburg, WF-049/09). Alle Arbeiten wurden in

Ubereinstimmung mit der Deklaration von Helsinki durchgefiihrt.
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Tabelle 4: Auflistung der untersuchten Tumorentitiaten im Multitumor-Array.

Tumorgruppe Tumortyp/ -subtyp Fallzahl (N)
Tumoren der Haut Pilomatrixom 35
Basalzellkarzinom 88
Navuszellndvus 29
Plattenepithelkarzinom der Haut 90
Malignes Melanom 46
Malignes Melanom mit 86
Lymphknotenmetastasierung
Merkelzellkarzinom 46
Tumoren des Kopfes und des Plattenepithelkarzinom des Larynx 109
Nackens
Plattenepithelkarzinom des Pharynx 60
Orales Plattenepithelkarzinom des Mundboden 130
Pleomorphes Adenom der Parotisdriise 50
Warthintumor der Parotis 49
Basalzelladenom der Speicheldriisen 15
Tumoren der Lunge, Pleura Adenokarzinom der Lunge 196
und des Thymus
Plattenepithelkarzinom der Lunge 80
Kleinzelliges Karzinom der Lunge 16
Epitheloides Mesentheliom 39
Mesentheliom, sonstige 76
Thymom 29
Tumoren des weiblichen Plattenepithelkarzinom der Vagina 78
Genitaltraktes
Plattenepithelkarzinom der Vulva 130
Plattenepithelkarzinom der Zervix 128
Adenokarzinom der Zervix 21
Endometrioides Endometriumkarzinom 236
Serdses Endometriumkarzinom 82
Karzinosarkom des Uterus 48
Endometriumkarzinom, high grade, G3 13
Klarzelliges Endometriumkarzinom 8
Endometrioides Ovarialkarzinom 110
Serdses Ovarialkarzinom 559
Muzindses Ovarialkarzinom 96
Klarzelliges Ovarialkarzinom 50
Karzinosarkom des Ovars 47
Granulosazelltumor des Ovars 37
Leydigzelltumor des Ovars 4
Sertolizelltumor des Ovars 1
Sertoli-Leydigzelltumor des Ovars
Steroidzelltumor des Ovars
Brenner Tumor 41

35



Tabelle 4: Auflistung der untersuchten Tumorentitiaten im Multitumor-Array.

Tumoren der Mamma Invasives Mammakarzinom, nicht spezieller Typ 499
Lobuldres Mammakarzinom 192
Medullares Mammakarzinom 23
Tubuldres Mammakarzinom 20
Muzinéses Mammakarzinom 29
Phylloides Mammakarzinom 50

Tumoren des Verdauungs- Adenomatéser Polyp, low-grade Dysplasie 50

Systems
Adenomatéser Polyp, high-grade Dysplasie 50
Adenokarzinom des Kolons 2482
Adenokarzinom des Magens, diffuser Typ 176
Adenokarzinom des Magens, intestinaler Typ 174
Adenokarzinom des Magens, gemischter Typ 62
Adenokarzinom des Osophagus 83
Plattenepithelkarzinom des Osophagus 76
Plattenepithelkarzinom des Analkanals 89
Cholangiozellulares karzinom 50
Adenokarzinom der Gallenblase 31
Klatskintumor der Gallenblase 41
Hepatozellulares Karzinom 300
Duktales Adenokarzinom des Pankreas 612
Pankreatisch-ampulléres Karzinom 89
Azinuszellkarzinom des Pankreas 16
Gastrointestinaler Stromatumor (GIST) 50

Tumoren des Harntrakts Nicht-invasives papillares Urothelkarzinom, 177
pTa G2, low grade
Nicht-invasives papillares Urothelkarzinom, 141
pTa G2, high grade
Nicht-invasives papillares Urothelkarzinom, 219
pTa, G3
Urothelkarzinom, pT2-4 G3 735
Plattenepithelkarzinom der Blase 22
Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom der Blase 23
Sarkomatoides Urothelkarzinom 25
Urothelkarzinom (Nierenbecken) 62
Klarzelliges Nierenzellkarzinom 1287
Papillares Nierenzellkarzinom 368
Klarzelliges (tubulares) papillares 26
Nierenzellkarzinom
Chromophobes Nierenzellkarzinom 170
Onkozytom 257
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Tabelle 4: Auflistung der untersuchten Tumorentitiaten im Multitumor-Array.

Tumoren des mannlichen Adenokarzinom der Prostata, Gleason 3+3 83
Genitaltraktes
Adenokarzinom der Prostata, Gleason 4+4 80
Adenokarzinom der Prostata, Gleason 5+5 85
Adenokarzinom der Prostata (Rekurrenz) 258
kleinzelliges neuroendokrines Karzinom der 19
Prostata
Seminom 621
Embryonales Karzinom des Hodens 50
Leydigzelltumor des Hodens 30
Sertolizelltumor des Hodens 2
“Sex-cord’-Stromatumor des Hodens 1
Spermatozytischer Tumor des Hodens 1
Dottersacktumor 50
Teratom 50
Plattenepithelkarzinom des Penis 80
Tumoren des endokrinen Schilddriisenadenom 113
Systems
Papillares Schilddrisenkarzinom 391
Follikulares Schilddrisenkarzinom 154
Medullares Schilddrisenkarzinom 111
Nebenschilddriisenadenom 43
Anaplastisches Schilddriisenkarzinom 45
Nebennierenrindenadenom 50
Nebennierenrindenkarzinom 26
Ph&ochromozytom 50
Neuroendokriner Tumor des Appendix 22
Kolorektaler Neuroendokriner Tumor 12
Neuroendokriner Tumor des lleum 49
Neuroendokriner Tumor der Lunge 19
Neuroendokriner Tumor des Pankreas 97
Kolorektales Neuroendokrines Karzinom 12
Neuroendokrines Karzinom der Gallenblase 4
Neuroendokrines Karzinom des Pankreas 14
Tumoren des Hodgkin Lymphom 103
h@amatopoetischen und
lympathischen Gewebes
Kleinzelliges lymphozytisches B-Zell Lymphom 50
Diffus groRzelliges B-Zell Lymphom 113
Follikulares Lymphom 88
T-Zell Non-Hodgkin Lymphom 25
Mantelzell-Lymphom 18
Marginalzonenlymphom 16
Diffus groRzelliges B-Zell Lymphom des Hoden 16
Burkitt Lymphom 5
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Tabelle 4: Auflistung der untersuchten Tumorentitiaten im Multitumor-Array.

Tumoren des Tendosynoviales groRzelliges Tumor 45

Weichteilgewebes und des

Knochens
Granulosazelltumor 53
Leiomyoma 50
Leiomyosarkoma 87
Liposarkoma 132
Maligner peripherer Nervenscheidentumor 13
(MPNST)
Myofibrosarkom 26
Angiosarkom 73
Angiomyolipom 9
Dermatofibrosarkom protuberans 21
Ganglioneurom 14
Kaposi-Sarkom 8
Neurofibrom 117
Sarkom, nicht spezifiziert (NOS) 74
Paragangliom 41
Ewing sarkom 23
Rhabdomyosarkom 6
Schwannom 121
Synovial Sarkom 12
Osteosarkom 43
Chondrosarkom 38
Rhabdoid tumor 5
Summe 15869

2.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist ein Verfahren, welches die Visualisierung von spezifischen
Proteinen an Gewebeschnitten ermoglicht (Sternberger et al., 1970).In vielen Fallen erlaubt
der Nachweis von gewebespezifischen Proteinen eine bessere Einordnung eines
histologischen Befundes. Dies gilt insbesondere fur Tumoren, wo beispielsweise der
Nachweis vom prostataspezifischen Antigen (PSA) im Falle einer
Adenokarzinommetastase die Zuordnung dieser Metastase zu einem primaren
Prostatakarzinom erméglicht (Epstein et al., 1993). Im Grundsatz ist die Methode einfach.
Ein Antikdrper gegen das Zielprotein wird auf einen Gewebeschnitt aufgebracht, sodass

sich der Antikdrper- wenn diese vorhanden sind — an die Zielproteine bindet.
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Nach Abwaschen von Uberflissigem, nicht gebundenem Antikdrper kann der gebundene
Antikérper mit einem Visualisierungssystem detektiert werden. Kernpunkt aller
Visualisierungssysteme sind Sekundarantikbrper, welche aus einer anderen Spezies
gewonnen wurden als die Primarantikérper und sich an den Fc-Teil der diagnostischen
Primarantikérper bindet. Durch die Kopplung des Sekundarantikdrpers an ein
Visualisierungssystem kann die Bindung des Sekundarantikbrpers an dem

Primarantikorper sichtbar gemacht werden (Ramos-Vara und Miller, 2014).

Das Prinzip der immunhistochemischen Farbung ist in Abbildung 17 schematisch

dargestellt.
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P Enzymatische Reaktion und .
Umsetzung des Substrats

. Visualisierungssystem

Q Substrat
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‘.O

Sekundarkorper

Primarkorper

Antigen

I In Paraffin fixiertes Gewebe

Abbildung 17: Schematische Darstellung der immunhistochemischen Antigendetektion. Modifiziert nach (Ramos-Vara
und Miller et al., 2014).
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In der Praxis gibt es allerding zwei besondere Schwierigkeiten, mit denen die diagnostische
Immunhistochemie in Pathologie-Instituten zu kdmpfen hat.

Schwierigkeit Nummer eins ist die routinemafRige Fixierung von diagnostischen
Gewebeproben. Die Fixierung hat den Zweck die Autolyse von aus dem Korper
entnommenen Geweben zu verhindern (Howat und Wilson, 2014). Im Falle von Formalin,
dem am haufigsten verwendeten Fixativ kommt es dabei zu einem ,Crosslinking®
(Vernetzung) von Proteinen, welche sich mit anderen Proteinen und Nukleinsauren
vernetzen. Die damit verbundene Veranderung der Sekundarstruktur flihrt zur Maskierung
zahlreicher Epitope, welche dann flr Antikérper nicht oder nur eingeschrankt zuganglich
sind. Zudem kdénnen zusatzliche Epitope entstehen (Shi et al., 1991). Antikdrper, welche
an unfixierten Geweben perfekt funktionieren und an unfixierten Proteinen durch
Westernblot, Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) oder Protien-Arrays validiert
worden sind, funktionieren deswegen an formalinfixiertem Gewebe haufig nicht oder nur
ungenigend (Howat und Wilson, 2014; Shi et al., 1991).Die internationale Arbeitsgruppe
fur Antikérpervalidierung (The International Working Group for Antibody Validation, IWGAV)
hat deswegen postuliert, dass Antikérper fiir die Verwendung an formalinfixierten Geweben
entweder durch einen Vergleich mit einem anderen Verfahren fiir die Expressionsmessung
oder aber durch Vergleich mit den Farbe-Ergebnissen eines anderen (gegen das gleiche
Protein gerichteten) Antikdrpers validiert werden missen (Uhlen et al., 2016). Durch
Anwendung der hitzeinduzierten Epitop Demaskierung (Heat induced epitope retrieval,
HIER) lasst sich die formalinbedingte Proteinvernetzung teilweise beheben, sodass viele
Antikdrper nach Behandlung fur die Immunhistochemie vorgesehenen Schnitte mit
Flissigkeit und groRRer Hitze fir immunhistochemische Farbung verwendet werden kénnen.
Allerdings ist auch nach der ,HIER*-Prozedur kein Bindungsverhalten der Antikdrper zu
erwarten, welches denjenigen bei unfixierten Proteinen entsprechen wiirde (Fritschy, 2008;
Stevens et al., 2016).

Schwierigkeit Nummer zwei ist die inhdrente Variabilitdt von Antikdrpern. Die meisten
verfugbaren Antikérper sind durch die Vakzinierung eines Labortiers mit dem Zielprotein
oder Teilen davon (sogenannte Peptide) hergestellt worden. Derartige Beimpfungen flihren
zur Ausbildung von zahlreichen verschiedenen Antikdrpern, welche alle gegen das gleiche
Protein gerichtet sind, sich aber in ihren Bindungseigenschaften (Affinitat, Spezifitat und
Sensitivitat) unterscheiden (Saper, 2009). Die Zahl der unterschiedlichen Antikorper,
welche bei Inkubation mit einem Protein gebildet werden, unterscheidet sich zwischen
Spezies (Forthal, 2014; Kurosawa et al., 2012; Lu et al., 2020; Saper, 2009).
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Die zu erwartenden Werte fir Maus, Kaninchen und Mensch sind in Tabelle 5 aufgelistet.
Bis heute gibt es keine Verfahren, welche es erlauben von den zahllosen verschiedenen
gegen ein bestimmtes Protein gebildeten Antikdrpern eines Labortiers den besten zu
extrahieren und nachher in ein kommerzielles Produkt zu verwandeln. Die
Antikérperherstellung verlauft deswegen weitgehend zufallig, sodass unterschiedliche
Hersteller bei dem Versuch Antikérper gegen ein bestimmtes Protein herzustellen immer
Antikdrper erzeugen werden, welche sich in ihren Eigenschaften von allen bisher zur
Verflgung stehenden Antikérpern gegen das Zielprotein unterscheiden (Cheung et al.,
2012; Eyer et al., 2020; Gérard et al., 2020; Wine et al., 2015, 2013). Die inharente
biologische Variabilitdt von Antikdrpern ist eine wichtige Ursache daflir, dass sich die
Ergebnisse von Studien zur Expressionshaufigkeit und Bedeutung der Expression
bestimmter Proteine bei bestimmten Tumorarten teilweise eklatant voneinander
unterscheiden (Butko et al., 2014; Ma et al., 2020). Die mit einem Antikérper ,a“ erzielten

Studiendaten sind bei Verwendung eines Antikdrpers ,b“ nicht sicher anwendbar.

Spezies Die Zahl der zu erwartenden verschiedenen
Antikorper (n)
Maus 30-77 (Eyer et al., 2020, Gerard et al., 2020)

100 (Goodman et al., 2018)

Kaninchen 12-30 (Wine et al. 2013, Cheung et al., 2012)

Mensch 50-400 (Wine et al., 2015)

40-147 (Lee et al., 2016)

Tabelle 5: Die Zahl der unterschiedlichen Antikorper, welche bei Inkubation mit einem Protein gebildet werden.
Dargestellt fiir Maus, Kaninchen und Mensch.
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2.4 Desmoglein 3 Immunhistochemie

Alle immunhistochemischen Untersuchungen der 44 flir das Projekt bendtigten TMA-
Schnitte wurden an einem Tag, in einem einzigen Reagenziensatz und unter absolut
identischen Bedingungen durchgefuhrt. Die TMA-Schnitte (2,5um Schnittdicke) wurden am
Vortag hergestellt und auf Objekttrager aufgebracht. Im Rahmen der Vorbereitung fir
immunhistochemischen Untersuchungen und zum Zweck der Entparaffinierung wurden die
TMA-Schnitte zunachst Gber Nacht im Brutschrank bei 60 °C gelagert, mit Xylol behandelt,
mit einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert und anschlieend unter destilliertem Wasser
abgespult. Die Vorbehandlung der Schnitte beinhaltete eine hitzeinduzierte
Antigendemaskierungsprodezur, fur funf Minuten in einem Autoklav bei 121°C unter
Zugabe von Tris-EDTA-Citrat Puffer mit einem pH-Wert von 7,8 (Target Retrieval Solution,
Dako). Zur Vermeidung einer unspezifischen Antikdrperbindung erfolgt nun die Blockierung
der endogenen Peroxidase-Aktivitat. Hierzu werden die Objektrager in einer feuchten
Kammer ausgelegt, mit Blocking Solution (Dako #52023) fur 10 Minuten behandelt und
dreimal mit TBS-T-Puffer fur je finf Minuten gespult. Anschlie3end erfolgte die Inkubation
mit dem Desmoglein 3 spezifischen Primarantikbrper (monoklonaler Maus-Antikorper,
MSVA-543M, #4355-543M, MS Validated Antibodies, Hamburg, Deutschland),) bei 37 °C
fur 60 Minuten in einer Verdinnung von 1:150 und die erneute Spllung mit TBS-T-Puffer.
Es folgte die Inkubation mit dem Sekundarantikérper (Dako EnVision, mouse/rabbit
#K5007) fur 30 Minuten bei 37 °C. Eine Behandlung mit TBS-T Puffer ist auch bei diesem
Arbeitsschritt erforderlich, um unspezifische Antkorperreaktionen zu vermeiden. Schliellich
wurde die Antigen-Antikdrper-Reaktion mit dem EnVision- Kit (#K5007) gemafl den
Anweisungen des Herstellers visualisiert. Nach Spulung unter destilliertem Wasser wurden
die Schnitte mit Hamatoxylin gegengefarbt, in Leitungswasser geblaut, in aufsteigender
Alkoholreihe und anschlieRender Xylol-Behandlung dehydriert und zuletzt mit einer Folie
im  Automaten eingedeckt. Eine genaue Ubersicht der Arbeitsschritte der

immunhistochemischen Farbung ist in Tabelle 6 dargestellt.

Zum Zweck der Antikorpervalidierung wurde der Normalgewebe TMA mit einem weiteren
Antikérper gegen Dsg3 (EPR14101, ab183743, Abcam, Cambridge, UK) in einer

Verdunnung von 1:150 und einem ansonsten identischen Protokoll gefarbt.
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Tabelle 6: Farbeprotokoll der Desmoglein 3 Immunhistochemie. Dargestellt sind die verschiedenen Schritte des

Farbeprozesses.

Ziel

Reagenzien und Arbeitsschritte

1.Vorbereitung der Objekttrager
(Entparaffinierung)

Von jedem TMA-Block wird ein 2,5 pm dicker
Schnitt hergestellt und Schnitte Gber Nacht bei
60°C im Brutschrank lagern

Xylol-Behandlung (3 mal 5 Minuten)

Rehydrierung mittels einer absteigenden
Alkoholreihe = Spulung mittels Aqua destillata

2.Vorbehandlung
(Demaskierung der Antigene)

Inkubation mit Tris-EDTA-Citrat-Puffer (pH 7,8)
im Autoklav - Target Retrieval Solution
Buffer, DAKO (5 min., 121 °C)

Spulen mit Aqua destillata (2-mal)

Inkubation im Brutschrank und Spulung mit
TBS-T-Puffer (5 min)

3. Peroxidaseblock

H202 Behandlung (Peroxidase Blocking
Solution) > Vermeidung der nicht spezifischen
Antikérperbindung (10 min)

Inkubation im Brutschrank und Spilung mit
TBS-T-Puffer (2*5 min)

4. Inkubation mit dem Primarantikorper

Inkubation mit Primarantikérper; MSVA-543M,
#4355-543M; Verdinnung: 1:150 (60 min bei
37 °C)

Inkubation im Brutschrank und Spilung mit
TBS-T-Puffer (3*5 min)

5. Inkubation mit dem Sekundarkorper

Zugabe des Sekundarantikérpers (Dako
EnVision, mouse/rabbit) (30 min bei 37 Grad)

Inkubation im Brutschrank und Spilung mit
TBS-T-Puffer (3*5 min)

6.Chromogenprozess
(Visualisierung)

Zugabe des Chromogens (DAB-Chromogen,
Dako) (10 min bei Raumtemparatur)

Spulen mit Aqua destillata

Hamatoxylin (3 min)

Blauen mit Leitungswasser (5 min)

Dehydrierung mittels aufsteigender
Alkoholreihe bis Xylol > Eindecken jedes
Objekttragers im Eindeckautomaten
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Fur Tumorgewebe wurde der Prozentsatz der Dsg3-positiven Tumorzellen geschatzt und
die Farbeintensitat semiquantitativ erfasst (0, 1+, 2+, 3+). Fir die statistische Analyse
wurden die Farbeergebnisse wie folgt in vier Gruppen eingeteilt: Negativ: Gberhaupt keine
Farbung, schwache Farbung: Farbeintensitat von 1+ in < 70% oder Farbeintensitat von 2+
in < 30% der Tumorzellen, maRige Farbung: Farbeintensitat von 1+ in > 70% der
Tumorzellen, Farbeintensitat von 2+ in > 30% aber in < 70% oder Farbeintensitat von 3+ in
< 30% der Tumorzellen, starke Farbung: Farbeintensitdt von 2+ in > 70% oder
Farbeintensitat von 3+ in > 30% der Tumorzellen. Tabelle 7 zeigt einen Uberblick Uber die

Auswertungskriterien.

Tabelle 7: Auswertungskriterien.

Kategorie Anteil gefarbter Intensitat der Firbung
Tumorzellen
Negativ 0 % 0
Schwach positiv <70 % 1
<30 % 2
>70 % 1
Moderat positiv 31 % bis 70 % 2
<30 % 3
Stark positiv >70 % 2
>30 % 3
2.5 Statistik

Statistische Berechnungen wurden mit der Software JMP 16 (SAS Institute Inc., NC, USA)
durchgefihrt. Mit Hilfe von Kontingenztabellen und dem chi>-Test wurde nach
Zusammenhangen zwischen Dsg3-Immunfarbung und Tumorphanotyp gesucht. Ein p-

Wert von <0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3 Ergebnisse
3.1 Technische Aspekte

Insgesamt 14.094 (88,8%) von 15.869 Tumorgewebsproben und mindestens jeweils vier
Gewebeproben der einzelnen Normalgewebekategorien waren in unserer Tissue-
Microarray Untersuchung auswertbar. Die Ursachen fur nicht auswertbare
Tumorgewebsproben lag entweder im kompletten Fehlen einzelner Stanzen an den
vorgesehenen Koordinatenpunkten oder aber im fehlenden Nachweis einzelner

Tumorzellen Gewebe.

3.2 Desmoglein 3 in Normalgeweben

Die Desmoglein 3 Immunfarbung war prinzipiell membrands, wobei bei starker
membrandser Farbung oft ein zytoplasmatischer Farbeanteil sichtbar wurde. In
Normalgeweben fand sich eine Desmoglein 3 Farbung insbesondere in verhornenden und
nicht verhornenden Plattenepithelien, wobei das Ausmal} der Farbung zwischen einzelnen
Gewebeproben variierte. In allen Fallen war aber die Dsg3 Farbung in den unteren/basalen
Anteilen des Plattenepithels starker ausgepragt als in den héheren Zelllagen. Inshesondere
bei verhorntem Plattenepithel war die obere Halfte der Epithelschicht meist Dsg3 negativ.
Auch Haarfollikel und Talgdrisen der Haut waren kraftig Dsg3 positiv. Eine Dsg3 Farbung
fand sich auch in anderen plattenepithelialen Strukturen wie beispielsweise in einzelnen
Schichten des Kryptenepithels der Tonsille oder in Hassall-Koérperchen des Thymus. Auch
andere epitheliale Thymuszellen waren Dsg3 positiv. In nicht plattenepithelialen Geweben
war eine Dsg3 Farbung selten anzutreffen und typischerweise schwacher ausgepragt. Eine
schwache bis maRig starke Dsg3 Farbung konnte in einem Teil der Zellen des
respiratorischen Epithels, einzelne Kryptenzellen des Duodenums und des lleums sowie in
einigen Basalzellen von kleinen Ausfihrungsgangen von Speicheldrisen gefunden
werden. Reprasentative Bilder unserer Studie sind in den Abbildungen 18 A- H dargestelit.
Alle diese Farbeergebnisse waren nicht nur mit dem Studienantikérper MSVA-543M
sondern auch mit dem Validierungsantikorper EPR14101 nachweisbar. Eine vergleichende
Darstellung der Befunde mit beiden Antikérpern an konsekutiven Schnitten ist in
Abbildungen 19 A-F dargestellt. Eine Dsg3 Farbung war nicht nachweisbar in den Organen:
Magen, Kolorektum, Pankreas, Leber, Gallenblase, Brunner-Driisen, Niere, Prostata,
Samenblasen, Hoden, Schilddriise, Nebenschilddriise, Nebenniere, Bronchialdrisen,
Lunge, Brustdriisen, Endometrium, Endozervix, Eileiter, Ovar (einschlieRlich Follikelzysten
und corpora lutea), mesenchymalen Geweben, lymphatischen Organe, Knochenmark,

Hypophyse und dem Gehirn.
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Abbildung 18: Haut: MaRige bis starke membrandse Dsg3-Farbung der basalen und suprabasalen Zellschichten der
Epidermis der Haut.
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Abbildung 18: Osophagus: MaRige bis starke Dsg3-Positivitit des Plattenepithels des Osophagus.
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Abbildung 18: Zervix: MaRige bis starke Dsg3-Positivitdt des Plattenepithels der Zervix.

Abbildung 18: Thymus: Schwache Dsg3-Positivitat der Hassall-Kérperchen und anderer Epithelzellen des Thymus.
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Abbildung 18: Tonsille: MaRige Dsg3-Farbung in einer Untergruppe von Zellen des Plattenepithels der Tonsillenkrypten.

Abbildung 18: Bronchus (respiratorisches Epithel): Schwache Dsg3-Farbung einer Fraktion von Zellen des
respiratorischen Epithels des Bronchus.
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Abbildung 18: Harnblase: Keine Dsg3-Farbung im normalen Urothel der Harnblase.

Abbildung 18: Niere, Rinde: Keine Dsg3-Farbung
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Die folgenden Abbildungen 19 A-F stellen die Befunde mit dem Antikérper MSVA-543M
sowie dem Validierungsantikérper EPR14101 an konsekutiven Schnitten dar und zeigen
die Ubereinstimmung der mit zwei unabhangigen Dsg3-Antikrpern erzielten

immunhistochemischen Farbeergebnisse.

A)

Abbildung 19: Duodenum: Schwache membrandse apikale Dsg3-Farbung in Kryptenepithelzellen (verwendeter Antikdrper
MSVA-543M).

D)

Abbildung 19: Duodenum: Schwache membrandse apikale Dsg3-Farbung in Kryptenepithelzellen (verwendeter Antikdrper
EPR141).
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Abbildung 19: Bronchus (respiratorisches Epithel): Schwache Dsg3-Farbung einer Fraktion von Zellen des
respiratorischen Epithels des Bronchus (verwendeter Antikrper MSVA-543M).

Abbildung 19: Bronchus (respiratorisches Epithel): Schwache Dsg3-Farbung einer Fraktion von Zellen des
respiratorischen Epithels des Bronchus (verwendeter Antikérper EPR14101).
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Abbildung 19: Thymus: Schwache Dsg3-Positivitét der Hassall-Kérperchen und anderer Epithelzellen des Thymus
(verwendeter Antikdrper MSVA-543M).

Abbildung 19: Thymus: Schwache Dsg3-Positivitét der Hassall-Kérperchen und anderer Epithelzellen des Thymus
(verwendeter Antikdrper EPR14101).
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3.3 Desmoglein 3 in Tumoren

Ebenso wie in Normalgeweben war die Dsg3 Farbung in Tumoren Uberwiegend
membrands und insbesondere bei starker Farbung, begleitet von einer meist deutlich
schwacher ausgepragten zytoplasmatischen Anfarbung. Eine rein zytoplasmatische
Anfarbung war in keinem Tumor nachweisbar. Eine Dsg3 Farbung fand sich in 1,202 (8.5%)
der 14,094 auswertbaren Tumoren. Darunter fanden sich 674 (4.8%) mit schwacher, 407
(2.9%) mit moderater und 121 (0.9%) der Tumoren mit starker Dsg3 Farbung. Insgesamt
47 (34.3%) von 137 Tumorkategorien zeigten mindestens in einem Fall eine nachweisbare
Dsg3 Anfarbung, wahrend 15 Tumorkategorien (10.9%) mindestens einen Fall mit starker
Dsg3 Positivitat aufwiesen. Die Haufigkeit der Dsg3 Positivitat ist organsystematisch in
Tabelle 8 dargestellt. Reprasentative Bilder von Dsg3 positiven und negativen Tumoren
sind in Abbildungen 20 A-H dargestellt. Eine Dsg3 Positivitat und auch eine starke Dsg3
Positivitat fand sich am haufigsten in Plattenepithelkarzinomen unterschiedlicher
Ursprungsorte (positiv in  71.2%-97.3%), Basalzellkarzinomen der Haut (41.9%),
verschiedenen benignen Tumoren, hauptsachlich von den Speicheldriisen (8,0%-38,9%)
und in verschiedenen Kategorien urothelialer Neoplasien (2.1-20.7%). Eine Dsg3 Positivitat
in weniger als zehn Prozent der Falle fand sich in den 23 zusatzlichen Tumorkategorien

einschliellich eines Falles eines diffus grozelligen B-Zell-Lymphoms.
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Abbildung 20: Vulva: Starke membrandse Dsg3-Immunfarbung in Tumorzellen eines Plattenepithelkarzinoms
der Vulva.

Abbildung 20: Larynx: Starke membrandse Dsg3-Immunfarbung in Tumorzellen eines
Plattenepithelkarzinoms des Larynx.
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Abbildung 20: Nierenbecken: Starke Dsg3-Positivitat in Tumorzellen eines muskelinvasiven
Urothelkarzinoms des Nierenbeckens.
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Abbildung 20: Harnblase: Starke Dsg3-Positivitat in Tumorzellen eines muskelinvasiven Urothelkarzinoms
der Harnblase mit fokaler Plattenepithel-Differenzierung.

Abbildung 20: Mamma: Starke Dsg3-Positivitat in Tumorzellen eines invasiven Mammakarzinoms von nicht-
speziellem Typ.
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Abbildung 20: Kolon: Keine Dsg3 Anfarbung in Tumorzellen eines Adenokarzinoms des Kolons.

Abbildung 20: Prostata: Keine Dsg3 Anfarbung in Tumorzellen eines Adenokarzinoms der Prostata.
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Tabelle 8: Dsg3 immunhistochemische Farbung in Tumorgeweben.

Tumorgruppe Tumortyp/ -subtyp in TMA tbar gativ h derat  stark (%)
(n) (n) (%) (%) (%)
Tumoren der Haut Pilomatrixom 35 25 84.0 12.0 4.0 0.0
Basalzellkarzinom 88 74 58.1 338 54 27
Navuszellnavus 29 26 100.0 0.0 0.0 0.0
Plattenepithelkarzinom der 90 90 1.1 333 37.8 17.8
Haut
Malignes Melanom 46 43 100.0 0.0 0.0 0.0
Malignes Melanom 86 86 97.7 23 0.0 0.0
Lymphknotenmetastasen
Merkelzellkarzinom 46 31 100.0 0.0 0.0 0.0
Tumoren des Plattenepithelkarzinom des 109 77 13.0 247 416 208
Kopfes und des Larynx
Nackens
Plattenepithelkarzinom des 60 58 13.8 345 31.0 20.7
Pharynx
Orales 130 107 16.8 346 36.4 121
Plattenepithelkarzinom des
Mundboden
Pleomorphes Adenom der 50 31 87.1 129 0.0 0.0
Parotis
Warthintumor der Parotis 49 36 61.1 36.1 28 0.0
Basalzelladenom der 15 10 70.0 30.0 0.0 0.0
Speicheldriisen
Tumoren der Adenokarzinom der Lunge 196 180 99.4 0.0 0.6 0.0
Lunge, Pleura und
des Thymus
Plattenepithelkarzinom der 80 73 28.8 425 247 41
Lunge
Kleinzelliges Lungenkarzinom 16 1 100.0 0.0 0.0 0.0
Epitheloides Mesentheliom 39 31 100.0 0.0 0.0 0.0
Mesentheliom, sonstige 76 51 100.0 0.0 0.0 0.0
Thymom 29 25 92.0 4.0 4.0 0.0
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Tumorgruppe Tumortyp/ -subtyp in TMA tbar stark (%)
(n) (n) (%) (%) (%)
Tumoren des Plattenepithelkarzinom der 78 44 15.9 477 295 6.8
weiblichen )
Genitaltraktes Vagina
Plattenepithelkarzinom der 130 110 27 355 491 127
Vulva
Plattenepithelkarzinom der 128 109 19.3 35.8 385 6.4
Zervix
Adenokarzinom der Zervix 21 21 100.0 0.0 0.0 0.0
Endometrioides 236 21 96.2 38 0.0 0.0
Endometriumkarzinom
Serbses 82 56 100.0 0.0 0.0 0.0
Endometriumkarzinom
Karzinosarkom des Uterus 48 44 97.7 23 0.0 0.0
Endometriumkarzinom, high 13 12 100.0 0.0 0.0 0.0
grade G3
Klarzelliges 8 7 100.0 0.0 0.0 0.0
Endometriumkarzinom
Endometrioides 110 99 98.0 20 0.0 0.0
Ovarialkarzinom
Serdses Ovarialkarzinom 559 531 99.8 0.2 0.0 0.0
Muzinoses Ovarialkarzinom 96 80 97.5 25 0.0 0.0
Klarzelliges Ovarialkarzinom 50 48 100.0 0.0 0.0 0.0
Karzinosarkom des Ovars 47 40 100.0 0.0 0.0 0.0
Granulosazelltumor des 37 37 100.0 0.0 0.0 0.0
Ovars
Leydigzelitumor 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-Leydigzelitumor 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 37 100.0 0.0 0.0 0.0
Tumoren der Invasives Mammakarzinom, 499 491 95.1 41 0.6 0.2
Mamma nicht spezieller Typ
Lobulares Mammakarzinom 192 166 100.0 0.0 0.0 0.0
Medullares 23 22 95.5 45 0.0 0.0
Mammakarzinom
Tubuldres Mammakarzinom 20 16 100.0 0.0 0.0 0.0
Muzindses 29 25 100.0 0.0 0.0 0.0
Mammakarzinom
Phylloides Mammakarzinom 50 47 100.0 0.0 0.0 0.0
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Tumorgruppe Tumortyp/ -subtyp in TMA iy o stark (%)
(n) (n) (%) (%) (%)
Tumoren des Adenomatdser Polyp, low- 50 25 100.0 0.0 0.0 0.0
Verdauungs- grade Dysplasie
Systems
Adenomatéser Polyp, high- 50 45 100.0 0.0 0.0 0.0
grade Dysplasie
Adenokarzinom des Kolons 2482 2247 94.4 53 0.3 0.0
Adenokarzinom des 176 146 99.3 0.7 0.0 0.0
Magens, diffuser Typ
Adenokarzinom des 174 162 91.4 8.0 06 0.0
Magens, intestinaler Typ
Adenokarzinom des 62 52 94.2 58 0.0 0.0
Magens, gemischter Typ
Adenokarzinom des 83 78 93.6 5.1 13 0.0
Osophagus
Plattenepithelkarzinom des 76 69 15.9 449 391 0.0
Osophagus
Plattenepithelkarzinom des 89 67 104 254 478 164
Anal-Kanals
Cholangiozellulares 50 40 95.0 5.0 0.0 0.0
karzinom
Adenokarzinom der 31 31 93.5 6.5 0.0 0.0
Gallenblase
Klatskintumor der 41 40 97.5 25 0.0 0.0
Gallenblase
Hepatozelluldres Karzinom 300 287 99.7 0.3 0.0 0.0
Duktales Adenokarzinom 612 402 95.0 5.0 0.0 0.0
des Pankreas
Pankreatisch-ampullares 89 71 98.6 14 0.0 0.0
Karzinom
Azinuszellkarzinom des 16 15 100.0 0.0 0.0 0.0
Pankreas
Gastrointestinaler 50 43 100.0 0.0 0.0 0.0

Stromatumor (GIST)

60



Tumorgruppe Tumortyp/ -subtyp in TMA tbar i h o stark (%)
(n) (n) (%) (%) (%)
Tumoren des Adenokarzinom der 83 83 100.0 0.0 0.0 0.0
mannlichen Prostata, Gleason 3+3
Genitaltraktes
Adenokarzinom der 80 80 100.0 0.0 0.0 0.0
Prostata, Gleason 4+4
Adenokarzinom der 85 85 100.0 0.0 0.0 0.0
Prostata, Gleason 5+5
Adenokarzinom der Prostata 258 257 99.2 04 0.0 04
(Rekurrenz)
kleinzelliges 19 15 100.0 0.0 0.0 0.0
neuroendokrines Karzinom
der Prostata
Seminom 621 603 100.0 0.0 0.0 0.0
Embryonales Karzinom des 50 46 100.0 0.0 0.0 0.0
Hodens
Leydigzelitumor des Hodens 30 30 100.0 0.0 0.0 0.0
Sertolizelltumor des Hodens 2 2 100.0 0.0 0.0 0.0
“Sex-cord"-Stromatumor des 1 1 100.0 0.0 0.0 0.0
Hodens
spermatozytischer Tumor des 1 1 100.0 0.0 0.0 0.0
Hodens
Dottersacktumor 50 43 97.7 23 0.0 0.0
Teratom 50 35 80.0 1.4 8.6 0.0
Plattenepithelkarzinom des 80 78 10.3 333 39.7 16.7
Penis
Tumoren des Nicht-invasives papillares 177 126 100.0 0.0 0.0 0.0
Harntrakts Urothelkarzinom,
pTa G2, low grade
Nicht-invasives papillares 141 97 97.9 21 0.0 0.0
Urothelkarzinom,
pTa G2, high grade
Nicht-invasives papillares 219 172 971 1.7 1.2 0.0
Urothelkarzinom,
pTa, G3
Urothelkarzinom, pT2-4 G3 735 611 81.0 129 49 1.1
Plattenepithelkarzinom der 22 21 143 38.1 476 0.0
Harnblase
Kleinzelliges neuroendokrines 23 22 100.0 0.0 0.0 0.0
Karzinom der Blase
Sarkomatoides 25 21 81.0 143 48 0.0
Urothelkarzinom
Urothelkarzinom 62 58 793 155 1.7 34
(Nierenbecken)
Klarzelliges 1287 1201 100.0 0.0 0.0 0.0
Nierenzellkarzinom
Papillares Nierenzellkarzinom 368 338 100.0 0.0 0.0 0.0
Klarzelliges (tubulares) 26 25 100.0 0.0 0.0 0.0
papilldres Nierenzellkarzinom
Chromophobes 170 157 100.0 0.0 0.0 0.0
Nierenzellkarzinom
Onkozytom 257 232 100.0 0.0 0.0 0.0
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Tumorgruppe Tumortyp/ -subtyp inTMA  Auswertbar stark (%)
(n) (n) (%) (%) (%)
Tumoren des Schilddrisenadenom 113 11 100.0 0.0 0.0 0.0
endokrinen
Systems
Papillares 391 380 100.0 0.0 0.0 0.0
Schilddrasenkarzinom
Follikulares 154 154 100.0 0.0 0.0 0.0
Schilddrasenkarzinom
Medullares 11 108 100.0 0.0 0.0 0.0
Schilddrasenkarzinom
Nebenschilddriisenadenom 43 41 100.0 0.0 0.0 0.0
Anaplastisches 45 44 100.0 0.0 0.0 0.0
Schilddrisenkarzinom
Nebennierenrindenadenom 50 45 100.0 0.0 0.0 0.0
Nebennierenrindenkarzinom 26 20 100.0 0.0 0.0 0.0
Phaochromozytom 50 44 100.0 0.0 0.0 0.0
Neuroendokriner Tumor des 22 17 100.0 0.0 0.0 0.0
Appendix
Kolorektaler Neuroendokriner 12 11 100.0 0.0 0.0 0.0
Tumor
Neuroendokriner Tumor des 49 49 100.0 0.0 0.0 0.0
lleum
Neuroendokriner Tumor der 19 17 100.0 0.0 0.0 0.0
Lunge
Neuroendokriner Tumor des 97 85 100.0 0.0 0.0 0.0
Pankreas
Kolorektales 12 1" 100.0 0.0 0.0 0.0
Neuroendokrines Karzinom
Neuroendokrines Karzinom 4 4 100.0 0.0 0.0 0.0
der Gallenblase
Neuroendokrines Karzinom 14 14 100.0 0.0 0.0 0.0
des Pankreas
Tumorgruppe Tumortyp/ -subtyp inTMA  Auswertbar stark (%)
(n) (n) (%) (%) (%)
Tumoren des Hodgkin Lymphom 103 80 100.0 0.0 0.0 0.0
hé@matopoetischen
und lympathischen
Gewebes
Kleinzelliges lymphozytisches 50 48 100.0 0.0 0.0 0.0
B-Zell Lymphom
Diffus groRzelliges B-Zell 113 109 99.1 0.9 0.0 0.0
Lymphom
Follikulares Lymphom 88 87 100.0 0.0 0.0 0.0
T-Zell Non-Hodgkin 25 25 100.0 0.0 0.0 0.0
Lymphom
Mantelzell Lymphom 18 18 100.0 0.0 0.0 0.0
Marginalzonenlymphom 16 15 100.0 0.0 0.0 0.0
Diffus groRzelliges B-Zell 16 16 100.0 0.0 0.0 0.0
Lymphom des Hoden
Burkitt Lymphom 5 3 100.0 0.0 0.0 0.0
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Tumorgruppe Tumortyp/ -subtyp in TMA Auswertbar iy h h d stark (%)
(n) (n) (%) (%) (%)
Tumoren des Tendosynovialer 45 25 100.0 0.0 0.0 0.0
Weichteilgewebes Riesenzelltumor
und des Knochens
Granulosazelltumor 53 31 100.0 0.0 0.0 0.0
Leiomyom 50 49 100.0 0.0 0.0 0.0
Leiomyosarkom 87 77 100.0 0.0 0.0 0.0
Liposarkom 132 115 100.0 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 58 100.0 0.0 0.0 0.0
Angiomyolipom 91 89 100.0 0.0 0.0 0.0
Dermatofibrosarkom 21 17 100.0 0.0 0.0 0.0

protuberans
Ganglioneurom 14 14 100.0 0.0 0.0 0.0
Kaposi Sarkom 8 6 100.0 0.0 0.0 0.0
Neurofibrom 117 103 100.0 0.0 0.0 0.0
Sarkom, nicht spezifiziert 74 72 100.0 0.0 0.0 0.0

(NOS)

Paragangliom 41 41 100.0 0.0 0.0 0.0
Ewing sarkom 23 18 100.0 0.0 0.0 0.0
Rhabdomyosarkom 6 6 100.0 0.0 0.0 0.0
Schwannom 121 114 100.0 0.0 0.0 0.0
Synovial Sarkom 12 1 100.0 0.0 0.0 0.0
Osteosarkom 43 36 100.0 0.0 0.0 0.0
Chondrosarkom 38 23 100.0 0.0 0.0 0.0
Rhabdoid tumor 5 5 100.0 0.0 0.0 0.0

Die Dsg3 Farbung war in diesen Tumorentitdten mit nur geringer Expressionshaufigkeit
meistens schwach oder selten mafig stark ausgepragt. In einem Teil der Falle war der
fokale Nachweis einer Dsg3 Farbung auf Areale limitiert, welche eine fokale
plattenepitheliale Differenzierung aufzeigten (Abbildung 20 E). Allerdings konnte eine Dsg3
Expression auch in nicht plattenepithelialen Neoplasien ohne eindeutige morphologische
Anhaltspunkte fur eine fokale plattenepitheliale Differenzierung gefunden werden. Eine
Rangordnung der Tumorkategorien nach ihrer Haufigkeit der Dsg3 Positivitat ist in
Abbildung 21 dargestellt. Die Beziehung zwischen Dsg3 Farbung und histopathologischen
Parametern ist fir die Tumorarten Urothelkarzinome, Magenkarzinom, Invasive
Mammakarzinome von nicht speziellem Typ, Adenokarzinom des Kolons, Adenokarzinom

des Pankreas und Plattenepithelkarzinome in Tabelle 9 dargestellt.
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Abbildung 21: Eine Rangordnung der Tumorkategorien nach ihrer Haufigkeit der Dsg3 Positivitat. Dargestellt sind
sowohl der Prozentsatz der positiven Falle (blaue Punkte) als auch der Prozentsatz der stark positiven Falle (orangefarbene

Punkte).
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Die Daten zeigen, dass der Nachweis einer Dsg3 Anfarbung in urothelialen Karzinomen mit
invasivem Tumorwachstum assoziiert ist und mit fortgeschrittenem pT Stadium (p=0.0102),
pN+ (p=0.0162), V+ (p=0.0189), L1 (p=0.0151), und MMR (missmatsch-Protein-Ausfall)
(p=0.0023) bei kolorektalen Karzinomen assoziiert ist. Zudem war eine verminderte Dsg3
Expression in einer Kohorte von 599 erfolgreich untersuchten Plattenepithelkarzinomen von
11 verschiedenen Ursprungsorten mit einem hohen Malignitatsgrad assoziiert (p<0.0001).
Keine Assoziation fand sich hingegen zwischen der Dsg3 Farbung und dem HPV-Status
bei Plattenepithelkarzinomen (Tabelle 10). Assoziationen zwischen Dsg3 Farbung und
klinisch-pathologischen Parametern waren in invasiven Mammakarzinomen von nicht-
speziellem Typ, duktalen Adenokarzinomen des Pankreas und den gastrischen

Adenokarzinomen nicht nachweisbar.
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Tabelle 9: Dsg3 Farbung und histopathologischen Parametern verschiedener Tumorentitaten.

Dsg3 immunhistochemische
Farbeergebnisse

Tumorentitat Histopathologische Parameter Analysierbare negativ schwach moderat stark P
Fallzahl (%) (%) (%) (%)
(n)
Alle 887 89.7 7.0 2.7 0.6
Tumoren
nicht- pTa G2 low 126 100.0 0.0 0.0 0.0  <0.0001
INVasive vs. pTa G2 97 97.9 2.1 00 00
Invasive hlgh
Tumoren pTa G3 143 97.9 1.4 0.7 0.0
pT2-4 469 81.9 12.2 49 1.1
@ nicht- pTa G2 low 126 100.0 0.0 0.0 0.0 0.2449
£ invasive
) : pTa G2 97 97.9 2.1 0.0 0.0
" Tumoren high
& pTa G3 143 97.9 14 0.7 0.0
s
2 Tumor pT2* 135 85.2 10.4 37 07 05028
Stadium pT3* 215 79.1 13.0 60 1.9
pT4* 105 83.8 11.4 4.8 0.0
Grad G2* 21 85.7 9.5 4.8 00 0.8913
G3* 434 81.8 12.0 5.1 1.2
Lymphknoten pNO* 266 81.6 12.8 45 11 0.7162
Status N+ 170 83.8 9.4 56 1.3
Tumor pT1-2 52 92.3 5.8 1.9 0.0 0.4286
£ Stadium pT3 109 93.6 4.6 18 0.0
2 pT4 106 92.5 75 00 00
N
S
5 Lymphknoten pNO 67 92.5 6.0 1.5 0.0 0.1707
(=] Status
S pN1 59 96.6 3.4 0.0 0.0
pN2 53 84.9 11.3 3.8 0.0
pN3 88 95.5 4.5 0.0 0.0
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Dsg3 immunhistochemische
Farbeergebnisse

Tumorentitat

Histopathologische Parameter

Analysierbare
Fallzahl

(n)

negativ
(%)

schwach
(%)

moderat
(%)

stark
(%)

o
= Alle 417 952 43 05 00
E Tumoren
K]
8 Tumor Stadium pT1 174 95.4 4.6 00 00 05507
@ pT2 200 95.0 4.0 1.0 00
é pT3-4 38 947 53 00 00
g
> Grad G1 14 1000 0.0 00 00 0.3552
£ G2 235 96.6 3.0 04 00
R G3 167 92.8 6.6 06 00
g
E Lymphknoten pNO 208 94.7 4.3 1.0 0.0 04782
S Status pN1 104 98.1 1.9 00 00
o pN2 47 95.7 4.3 00 00
g pN3 18 88.9 11.1 00 00
£
Alle 2171 94.2 55 03 00
Tumoren
Tumor Stadium pT1 78 1000 0.0 00 00 00102
pT2 415 93.0 6.7 02 00
pT3 1196 94.0 5.9 02 00
pT4 434 94.9 4.1 09 00
£ Lymphknoten pNO 1120 95.5 4.3 0.2 0.0 0.0162
2 Status DN+ 1000 92.7 6.8 05 00
8
g
S Blutgefal- VO 1524 94.8 5.1 01 00 00189
3 Invasion V+ 568 924 6.7 09 00
s LymphgefaR- LO 691 96.2 3.6 01 00 0.0151
§ Infiltration L1 1409 93.3 6.3 04 00
Q
Lokalisation links 1160 934 6.3 0.3 0.0 0.6155
rechts 434 94.5 5.1 0.5 0.0
Mismatch repair =~ profizient 1098 93.1 6.5 0.5 0.0 0.0023
Status defizient 88 100.0 0.0 00 00
RAS Mutation  Wildtyp 430 95.3 4.4 02 00 01722
Status Mutation 344 93.0 7.0 00 00
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Dsg3 immunhistochemische
Farbeergebnisse

Tumorentitat

Histopathologische Parameter

Analysierbare
Fallzahl

(n)

negativ
(%)

schwach
(%)

moderat
(%)

stark
(%)

Tumor pT1 9 100.0 0.0 00 00 0.3954
Stadium pT2 44 93.2 6.8 00 00
pT3 258 95.3 47 00 00
pT4 18 100.0 0.0 00 00
@ Grad G1 11 90.9 9.1 00 00 0.7758
£ G2 224 95.1 4.9 00 00
5 G3 77 96.1 3.9 00 0.0
g
£ Lymphknoten pNO 73 97.3 27 0.0 0.0 0.3686
2 Status pN+ 255 949 5.1 00 00
) Rezidiv Status RO 161 94.4 56 00 00 0.3666
§ R1 145 96.6 3.4 00 00
g
g Mismatch profizient 303 95.0 5.0 00 00 06528
E: repair Status  gefizient 2 1000 0.0 0.0 00
Tumor pT1 248 129 306 435 129 05173
Stadium pT2 228 158 346 382 114
. pT3 132 136 409 379 7.6
» pT4 117 128 359 368 145
5
g Lymphknoten pNO 300 14.0 33.0 41.0 12.0 0.3941
= Status PN+ 289 156 384 349  11.1
£
& Grad G1 21 0.0 143 667 19.0 <0.0001
£ G2 343 8.2 286 478 155
a G3 235 213 434 302 541
pT3* 215 791 130 60 19
pT4* 105 838 114 48 00
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Tabelle 10: Dsg3 Farbung und HPV Status.

Dsg3 immunhistochemische

Tumortyp HPV- n Farbeergebnisse p
Status Negativ | Schwach Moderat Stark (%)
(%) (%) (%)
Alle negativ 307 15.3 30.9 38.1 15.6 0.0851
Plattenepithelkarzinome
positiv 233 8.2 34.3 40.3 17.2
Orales negativ 64 12.5 34.4 37.5 15.6 0.8708
Plattenepithelkarzinom
positiv 11 9.1 45.5 36.4 9.1
Pharynx, negativ 22 22.7 31.8 31.8 13.6 0.1025
Plattenepithelkarzinom
positiv 33 3.0 39.4 30.3 27.3
Larynx, negativ 44 11.4 20.5 47.7 20.5 0.2831
Plattenepithelkarzinom
positiv 7 14.3 0.0 42.9 42.9
Zervix, negativ 9 222 33.3 33.3 1.1 0.8914
Plattenepithelkarzinom
positiv 65 15.4 36.9 41.5 6.2
Vagina, negativ 14 214 35.7 42.9 0.0 0.3817
Plattenepithelkarzinom
positiv 14 14.3 35.7 35.7 14.3
Vulva, negativ 54 0.0 37.0 51.9 11.1 0.5055
Plattenepithelkarzinom
positiv 26 0.0 26.9 53.8 19.2
Penis, negativ 29 17.2 20.7 44 .8 17.2 0.1229
Plattenepithelkarzinom
positiv 46 4.3 41.3 37.0 17.4
Plattenepithelkarzinom | negativ 38 5.3 31.6 31.6 31.6 0.5221
der Haut
positiv 1 0.0 100.0 0.0 0.0
Plattenepithelkarzinom | negativ 4 0.0 0.0 75.0 25.0 0.4740
des Anal-Kanals
positiv 30 6.7 20.0 46.7 26.7
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4 Diskussion

Unsere erfolgreiche Untersuchung von 14.094 Tumoren von 137 verschiedenen
Tumorentitaten  identifizierte eine  Dsg3-Expression in 47  unterschiedlichen
Tumorkategorien und ermoglichte die Darstellung einer Rangliste unserer 137 Entitaten
nach der Haufigkeit und Intensitdt der Dsg3 Expression. Eine immunhistochemische
Untersuchung von mehr als 10.000 Tumoren ware ohne Anwendung der Tissue-Microarray
Methode nicht denkbar. Auch bei konservativer Berechnung der Farbekosten pro Schnitt
mit finf Euro pro Analyse hatte die vorliegende Studie ein Reagenzien Budget von mehr
als 80,000 Euro bendtigt. Die Untersuchung der 44 fiir das Projekt benétigten TMA-Schnitte
erfolgten in einem Zeitraum von drei Tagen. Am Tag eins wurden alle 44 TMA-Schnitte
hergestellt und am Tag drei wurden alle 44 TMA-Schnitte in einem einzigen
Reagenziensatz manuell gefarbt. Die Zeit zwischen Schnittherstellung und
immunhistochemischer Farbung Ubt einen wesentlichen Einfluss aus auf die Intensitat
immunhistochemischer Farbungen (Fergenbaum et al., 2004, Mirlacher et al., 2004;
Torhorst et al., 2001) . Diese kritische Zeitspanne bei einer Studie mit mehr als 16,000
Schnitten konstant zu halten wéare eine kaum zu bewaltigende logistische Aufgabe. Ein
weiterer wesentlicher Vorteil der TMA-Methode ist die identische Tumorgewebsmenge,
welche pro Patient zur Untersuchung gelangt. Studien haben namlich gezeigt, dass die
Wahrscheinlichkeit eines positiven immunhistochemischen Farbeergebnisses mit der
Menge des untersuchten Tumorgewebes ansteigt (Torhorst et al., 2001; Camp et al., 2000;
Fernebro et al., 2002; Gulmann et al., 2003; Hoos et al., 2001, 2001; Rosen et al., 2004;
Rubin et al., 2002). Glnstig ist dabei auch die Tatsache, dass die gewahlte Gewebemenge
pro Patient (0,06 mm Durchmesser @) der Menge nahekommt, welche oft in kleinen
Tumorbiopsien zur Untersuchung gelangt. Die TMA-Methode simuliert somit weitgehendst

die diagnostischen Verhaltnisse an kleinen Organbiopsien.

Die in dieser Studie erzielten Daten passen grundsatzlich zu den Ergebnissen der friiheren
Literatur und zeigen eine pradominante Rolle von Dsg3 in Plattenepithelien und davon
abgeleiteten Neoplasien. Die 12 von uns untersuchten Plattenepithelkarzinom-Kategorien
von verschiedenen Ursprungsorten nahmen in unserer Rangliste der Tumoren nach Dsg3
Positivitat dementsprechend auch die 12 Toppositionen ein, wobei alle in mindestens 70
Prozent der Falle ein positives Farbeergebnis zeigten. Dass auf Platz 13 das
Basalzellkarzinom der Haut (41.9% positiv) folgt, ist nicht erstaunlich, es handelt sich doch
hierbei um eine dem Plattenepithelkarzinom verwandte Entitat. Urotheliale Neoplasien und
funf benigne epitheliale Neoplasien, meist ausgehend von den Speicheldrisen nahmen die
nachsten Positionen unserer Rangliste ein. In der Mehrheit der Falle hat sich in diesen

Tumoren eine Dsg3 Positivitat in Arealen mit plattenepithelialer Differenzierung gezeigt.
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Es ist gut bekannt, dass eine plattenepitheliale Differenzierung zumindest bei einem Telil
der urothelialen Karzinome (Sjodahl et al.,, 2012), Teratomen (lwasa et al., 2007),
Pilomatrixome (Travaglino et al., 2021), Basalzelladenome (Paker et al., 2012) oder
Thymome (Truong et al., 1990) auftritt. Auch in Warthin-Tumoren der Speicheldrisen sind
plattenepitheliale Metaplasien (Yorita et al., 2019) und selbst Ubergénge in
plattenepitheliale Karzinome (Morrison and Shaw, 1988) beschrieben. Dass eine meist
weniger stark ausgepragte Dsg3 Expression in einem kleineren Teil der Falle auch in
anderen nicht plattenepithelialen Neoplasien vorkommen kann, passt prinzipiell zu RNA-
Expressionsdaten von Tumoren, welche im Rahmen des International Cancer Genome
Consortium (ICGC) und der The Cancer Genome Atlas (TCGA) gewonnen werden konnten
(https://lwww.cancer.gov/tcga). Diese Daten zeigen eine geringgradige Dsg3-RNA-
Expression beispielsweise in einzelnen Karzinomen von Kolorektum, Magen, Pankreas,
Mamma und Endometrium. Angesichts der engen Beziehung zwischen der Dsg3-
Expression und der Differenzierung von Keratinozyten kénnte spekuliert werden, dass eine
gelegentliche plattenepitheliale Differenzierung in diesen Tumorarten fur die Dsg3
Expression verantwortlich sein kdnnte. Das gelegentliche Auftreten einer plattenepithelialen
Differenzierung ist bei vielen Tumorarten bekannt wie beispielsweise auch beim
kolorektalen Adenokarzinom (Ozuner et al., 2015), Adenokarzinom des Magens (Akce et
al., 2019), Adenokarzinom des Pankreas (Raman et al., 2018), Mammakarzinom (Tejera

Hernandez et al., 2022) und im Endometriumkarzinom (Zaino et al., 1991).

Tatsachlich haben mehrere Autoren friher vorgeschlagen, dass die Dsg3
Immunhistochemie ein Verfahren darstellen konnte, welches bei der Identifikation von
plattenepithelial differenzierten Tumoren Anteilen bei Lungen- und Urothelkarzinomen
helfen kénnte (Dong et al., 2020; Galindo et al., 2019; Gémez-Morales et al., 2013;
Gulmann et al., 2013; Saaber et al., 2015). Die Tatsache, dass in unserer Studie 71,2 %
der Plattenepithelkarzinome aber nur 0,6 % der Adenokarzinome der Lunge Dsg3-positiv
waren, ware mit einer Anwendung von Dsg3-Antikérpern fur die klinisch relevante
Unterscheidung dieser beiden Tumorentitdten zu vereinbaren. Die Unterscheidung
zwischen Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzinomen der Lunge macht an kleinen
Gewebeproben haufig Schwierigkeiten, insbesondere bei wenig differenzierten Tumoren
(Travis et al., 2015). Da Lungenkarzinomen haufig zu fortgeschritten sind, um sie operativ
zu entfernen, muss die gesamte Diagnostik oftmals an kleinen Biopsien erfolgen (Galindo
et al, 2019). Die Unterscheidung zwischen Plattenepithelkarzinomen und
Adenokarzinomen ist sowohl fur die primare Therapiewahl als auch fur die Wahl der

nachfolgenden molekularen Untersuchungen von Bedeutung.
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Therapeutische Unterschiede bestehen in der Indikation, Durchfihrung, Ausmal der
Resektion, Behandlungsergebnissen und Komplikationen, molekulare
(immunhistochemische) Panels hingegen unterscheiden sich in der Spezifitdt und
Sensitivitat flr die Farbung von Plattenepithelkarzinomen und Adenokarzinomen (Savci-
Heijink et al., 2009). Die Auswahl der Behandlung fir Patienten mit Lungenkrebs wird in
erster Linie durch die Unterscheidung von Lungenkarzinomen in kleinzellige und nicht-
kleinzellige Lungenkarzinome einschlieRlich Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome
und groRzellige Karzinome und das Stadium der Erkrankung bestimmt (Gadgeel et al.,
2012; Liao et al., 2012; Travis et al., 1995). Dsg3 ist bisher bei der Unterscheidung von
pulmonalen Adenokarzinomen von Plattenepithelkarzinomen nicht routinemaRig
eingesetzt. Dies ist moglicherweise dadurch bedingt, dass die bisherige Literatur
kontroverse Daten erzielt hat. Dsg3 Positivitat fand sich in friiheren Studien in 10.0%-100%
von Plattenepithelkarzinomen und in 0%-6.6% von Adenokarzinomen der Lunge (Cohen
et al., 2017; Galindo et al., 2019; Saaber et al., 2015; Savci-Heijink et al., 2009). Bisher
typischerweise genutzte Marker fir die Unterscheidung pulmonaler Adenokarzinome von
Plattenepithelkarzinomen sind p40, p63, TTF1, Napsin-A, CK7, and CK5/6 (Galindo et al.,
2019). Um zu klaren, ob die Verwendung von Dsg3 einen zusatzlichen Nutzen bei

Unterscheidung dieser Tumoren bringt, sind zukinftige Studien erforderlich.

Eine fokale und moglicherweise auch ausgedehnte plattenepitheliale Differenzierung wurde
bei 6-40 % der Urothelkarzinome beschrieben, insbesondere im Fall eines invasiven
Tumorwachstums (Erdemir et al.,, 2007; Liu et al.,, 2017; Lobo et al.,, 2020). Rein
morphologisch ist die Identifikation von plattenepithelial differenzierten Tumoranteilen in
urothelialen Neoplasien haufig schwierig. Die diagnostischen Schwierigkeiten bei
Identifikation und Quantifizierung plattenepithelialer Tumoranteile sind eine mdgliche
Ursache fur die unterschiedlichen Daten zur moglichen klinischen Relevanz einer
plattenepithelialen Differenzierung bei Urothelkarzinomen. Mehrere Studien hatten friher
Uber einen besonders aggressiveren Krankheitsverlauf (Erdemir et al., 2007; Liu et al.,
2017; Makise et al.,, 2015) und eine hdéhere Resistenz gegeniber Chemo- und
Radiotherapie bei Urothelkarzinomen mit plattenepithelialer Differenzierung berichtet
(Logothetis et al., 1989, 1985; Martin et al., 1989).
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Unsere Beobachtung von 85,7 % Dsg3-positiven Plattenepithelkarzinomen der Harnblase
in Kombination mit der offensichtlichen plattenepithelialen Differenzierung von multiplen
Dsg3-positiven Urothelkarzinomen (Abbildung 20 E) unterstiitzt prinzipiell die Idee der
Nutzung der Dsg3 Immunhistochemie flr die objektive Identifizierung plattenepithelial
differenzierter Urothel-Neoplasien Anteile. Viele andere typischen Plattenepithel-Marker
wie beispielsweise p63 und p40 kdnnen fur diese Unterscheidung nicht herangezogen
werden, da diese Proteine im Urothel und Plattenepithel gleichermal3en exprimiert werden
(GTEx Consortium, 2013; Hoang et al., 2015; Karlsson et al., 2021; Lizio et al., 2017, 2015).
Frihere Studien hatten fir die Identifikation von plattenepithelial differenzierten Urothel-
Tumoranteilen Dsg3 in Kombination mit MAC387 (Hoang et al., 2015) oder die Kombination
von Uroplakin 11l, S100P, GATA3, CK14 und Dsg3 empfohlen (Gulmann et al., 2013).

Eine Vielzahl von Studien hatten friiher auf eine mdgliche tumorsuppressive oder onkogene
Funktion von Dsg3 hingewiesen. Die grolle Zahl von den in unserer Studie
eingeschlossenen Tumoren erlaubte uns Beziehungen zwischen der Dsg3 Expression und
den klinisch-pathologischen Parametern fiir Tumoraggressivitdt zu untersuchen. Die
Gesamtheit dieser Daten deutet darauf hin, dass sich die prognostische Bedeutung der
Dsg3 Expression unterscheidet zwischen Tumoren, welche von Dsg3 exprimierenden
Geweben abstammen, zum Beispiel Plattenepithelkarzinome und von Tumoren, welche
von nicht Dsg3 exprimierenden Geweben abstammen. Bei Plattenepithelkarzinomen -
ausgehend von Dsg3 positivem normalem Plattenepithel- fand sich eine Tendenz zu
aggressivem Verhalten bei Tumoren mit verminderter oder fehlender Dsg3 Immunfarbung,
sodass der Dsg3 Verlust bei Plattenepithelkarzinomen mit einem hohen Malignitatsgrad
assoziiert (p<0,0001). In Tumorentitdten, welche von Dsg3 negativen Normalgeweben
ausgehend, bestand eine Tendenz zu Assoziationen zwischen Dsg3 Positivitdt und
ungunstigen Tumorparametern. Bei insgesamt aber meist kleiner Zahl Dsg3 exprimierender
Tumoren erreichten diese tendenziellen Unterschiede meist kein adaquates
Signifikanzniveau. Insgesamt sprechen die Daten aber daflr, dass eine aberrante Dsg3
Expression mit der Tumorprogression und potenziell unglnstiger Prognose assoziiert ist.
Allerdings ist diese Beziehung nicht besonders stark. Als Erklarung fur diese Beobachtung
kame die friiher beobachteten Anhaltspunkte flr tumorsuppressive (Chao et al., 2016; Chi
etal., 2022; Fang et al., 2014; Rehman et al., 2019; Saaber et al., 2015; Wang et al., 2007)
oder onkogene (Abula et al., 2021.; Brown et al., 2014b; Chen et al., 2013, 2007; Dong et
al., 2020; Ormanns et al., 2015; Patel et al., 2013) Funktionen von Dsg3 in Frage.
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Eine alternative Erklarung ware aber auch eine aberrante Dsg3 Expression im Rahmen der
Tumor-Dedifferenzierung. So kann es sein, dass bei Plattenepithelkarzinomen, die
Fahigkeit zur Dsg3 Expression im Rahmen der allgemeinen Deregulierung zellularer
Funktionen verloren gehen kann. In Tumoren, welche von Geweben ausgehen die
typischerweise Dsg3 negativ sind, kann eine weitgehendst nach dem Zufallsprinzip
erfolgende Deregulierung der Zellfunktionen in einem kleinen Teil der Falle zu einer ,De-
novo* Expression von Dsg3 fuhren. In diesem Fall wirde die Dsg3 Expression auch ohne
eine eigene biologische Wirkung auf das Zellverhalten einen Surrogat-Marker fur

~Entdifferenzierung” und damit auch ungtinstige Prognose darstellen.

Angesichts der gro3en Zahl der in unserer Studie analysierten Tumoren wurde ein
besonderes Augenmerk auf die Qualitat der verwendeten Antikdrper und unseres Assays
gelegt. Die Internationale Arbeitsgruppe flr Antikérpervalidierung (IWGAV) hatte flr
Antikdrper zur Anwendung an formalinfixiertem Gewebe die Durchfuhrung von mindestens
einem von zwei Validierungsschritten gefordert. Diese sind entweder der Vergleich der
Farbeergebnisse mit Expressionsdaten, welche mit einer anderen Methode erzielt wurden
oder aber der Vergleich mit einem zweiten unabhangigen Antikérper fur das gleiche
Zielprotein (Uhlen et al., 2016). Beide Verfahren wurden in dieser Studie angewendet.
Zudem wurde auch eine ungewodhnliche gro3e Zahl von Normalgeweben fir die
Antikodrpervalidierung herangezogen. Unser Normalgewebe- Array (76 verschiedene
Normalgewebe) beinhaltet einen sehr grolRen Anteil der im adulten Menschen
vorkommenden Gewebetypen und durfte damit auch einen gro3en Anteil der beim adulten
Menschen exprimierten Proteine in mindestens einigen wenigen Gewebearten aufweisen.
Die Evaluation unseres Antikorpers an einer so gro3en Zahl von Normalgeweben resultiert
in einer hohen Chance auffallig auftretende Kreuzreaktionen mit ,nicht Dsg3 Proteinen® zu

erkennen.

Die sonst Ublichen Validierungsverfahren von Antikdrpern basieren meist auf Protein-
Extrakten einzelner Zelllinien, wobei nicht sichergestellt ist, dass alle relevanten Proteine

auf eine moégliche Kreuzreaktivitat untersucht werden.
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Der Vergleich der Dsg3 Farbeergebnisse mit RNA-Daten von Normalgeweben, welche in
drei voneinander unabhangigen  oOffentlich  zuganglichen = RNA-Datenbanken
zusammengestellt waren darunter der Human Protein Atlas (HPA) RNA-seq-
Gewebedatensatz (Karlsson et al., 2021), das FANTOMS5-Projekt (Lizio et al., 2017, 2015)
und das Genotype-Tissue-Expression (GTEX) Projekt (GTEx Consortium, 2013), sind sehr
gut vereinbar mit der Spezifitat unseres Antikorpers, weil eine Dsg3 Immunfarbung in allen
Organen nachweisbar war, bei denen auch eine Dsg3 RNA-Expression dokumentiert
worden war (Haut, Osophagus, Vagina, Zervix, Speicheldriise, Tonsille, Thymus). Der
Nachweis von einer Dsg3 Immunfarbung in Organen ohne bekannte RNA-Expression wie
beispielsweise einzelnen Kryptenzellen der duodenalen und ilealen Darmschleimhaut und
im respiratorischen Epithel konnte durch ,Verdinnungsdefekte“ bedingt sein. Die von uns
identifizierten Zelltypen machen nur einen kleinen Teil der Gesamtmenge der jeweiligen
Organe aus, sodass angenommen werden muss, dass die wenigen positiven Zellen nicht
zu einer nachweisbaren Dsg3 Expression in RNA-Praparationen von DiUnndarm oder
Bronchus fihren wirden. Die Validitat der Dsg3 Immunfarbung in diesen Organen wurde
allerdings durch den Nachweis einer identischen Farbung mit unserem
Validierungsantikdrper (EPR14101) dokumentiert (Abbildungen 19 A-F). Konsekutive
Schnitten aus den Organen mit diskrepanten Immunfarbung/RNA Daten ergaben mit

beiden Antikdrpern eine identische Farbung der gleichen Zelltypen.

Insgesamt geben unsere Daten einen umfassenden Uberblick tiber die Dsg3 Expression in
normalen und neoplastischen Geweben. Die Daten zeigen, dass die Dsg3 Expression
Uberwiegend in Plattenepithelkarzinomen verschiedener Organe vorkommt und dass ein
Dsg3 Expressionsverlust in diesen Tumoren mit einer Dedifferenzierung und mutmalflich
einer unglnstigen Prognose assoziiert ist. Die ldentifikation von fokalen plattenepithelial
differenzierten Tumoranteilen kénnte eine mdgliche diagnostische Anwendung der Dsg3

Immunhistochemie darstellen.
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5 Zusammenfassung

Desmoglein-3 (Dsg3) ist ein Transmembran-Glykoprotein, welches vorzugsweise in
Desmosomen von Keratinozyten im Plattenepithel vorkommt. Sowohl der Verlust als auch
die Hochregulierung von Dsg3 werden mit dem Fortschreiten von bésartigen Neoplasien in
Verbindung gebracht. Um die Dsg3-Expression in Normal- und Tumorgewebe umfassend
zu evaluieren, wurde ein Tissue- Microarray mit 15 869 Proben von 137 verschiedenen
Tumortypen und -subtypen sowie 608 Proben von 76 verschiedenen normalen
Gewebetypen immunhistochemisch untersucht. Insgesamt 47 (34.3%) von 137
Tumorkategorien zeigten mindestens in einem Fall eine nachweisbare Dsg3 Anfarbung,
wahrend 15 Tumorkategorien (10.9%) mindestens einen Fall mit starker Dsg3 Positivitat
aufwiesen. Eine Dsg3 Positivitat und auch eine starke Dsg3 Positivitat fand sich am
haufigsten in Plattenepithelkarzinomen unterschiedlicher Ursprungsorte (positiv in 71.2%-
97.3%), Basalzellkarzinomen der Haut (41.9%), verschiedenen benignen Tumoren
hauptsachlich von den Speicheldrisen (8,0%-38,9%) und in verschiedenen Kategorien
urothelialer Neoplasien (2.1-20.7%). Eine Dsg3 Positivitat in weniger als zehn Prozent der
Falle fand sich in den 23 zusétzlichen Tumorkategorien. Eine hohe Dsg3-Expression stand
im Zusammenhang mit invasivem Tumorwachstum in urothelialen Karzinomen (p<0,0001),
sowie mit fortgeschrittenem pT Stadium (p=0.0102), pN+ (p=0.0162), V+ (p=0.0189), L1
(p=0.0151) bei kolorektalen Karzinomen assoziiert ist. Zudem war eine verminderte Dsg3
Expression in einer Kohorte von 599 erfolgreich untersuchten Plattenepithelkarzinomen von
11 verschiedenen Ursprungsorten mit einem hohen Malignitatsgrad assoziiert (p<0.0001).
Assoziation zwischen Dsg3 Farbung und klinisch-pathologischen Parametern waren in
invasiven Mammakarzinomen von nicht-speziellem Typ, duktalen Adenokarzinomen des
Pankreas und den gastrischen Adenokarzinomen nicht nachweisbar. Zusammenfassend
lasst sich sagen, dass die Dsg3 Expression Uberwiegend in Plattenepithelkarzinomen
verschiedener Organe vorkommt und dass ein Dsg3 Expressionsverlust in diesen Tumoren
mit einer Dedifferenzierung und mutmallich einer unglinstigen Prognose assoziiert ist. Die
Identifikation von fokalen plattenepithelial differenzierten Tumoranteilen kdnnte eine

mogliche diagnostische Anwendung der Dsg3 Immunhistochemie darstellen.
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6 Abstract

Desmoglein-3 (Dsg3) is a transmembrane glycoprotein which is preferably found in
desmosomes of keratinocytes in squamous epithelium. Both loss and upregulation of Dsg3
has been implicated in cancer progression. To comprehensively evaluate Dsg3 expression
in normal and neoplastic tissues, a tissue microarray containing 15,869 samples from 137
different tumor types and subtypes as well as 608 samples of 76 different normal tissue
types was analyzed by immunohistochemistry. Dsg3 immunostaining was detectable in 47
(34.3%) tumor categories including 15 (10.9%) tumor types with at least one strongly
positive case. The highest rate of Dsg3 positivity was found in squamous cell carcinomas
from various sites (71.2%-97.3%), basal cell carcinomas of the skin (41.9%), various tumors
from salivary glands (12.9%-38.9%), and in urothelial neoplasms (2.1%-20.7%). Dsg3
positivity in less than 10% of cases was seen in 23 additional cancer categories. Dsg3
staining was almost always weak and rarely moderate in these tumors. High Dsg3
expression was linked to invasive growth in urothelial carcinoma (p<0.0001), as well as to
advanced pT stage (p=0.0102), nodal metastasis (p=0.0162), blood vessel infiltration
(p=0.0189) and lymph vessel infiltration (p=0.0151) in colorectal cancer. Reduced Dsg3
expression was linked to high grade in a cohort of 599 squamous cell carcinomas from 11
different sites of origin (p<0.0001). Associations between Dsg3 immunostaining and
clinicopathological features were not found in invasive breast cancer of no special type,
ductal adenocarcinomas of the pancreas and in gastric adenocarcinomas. In summary,
Dsg3 expression predominates in squamous cell carcinomas and loss of Dsg3
immunostaining goes along with dedifferentiation of these tumors. The identification of focal
squamous differentiation in other neoplasms may constitute a diagnostic application of

Dsg3 immunohistochemistry.
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7 Abkurzungsverzeichnis

S et e e e e e e e — et e e e e e e e e e e eeeaee e e e nnnees Aminoséuren
G2 doppelt positiv geladene Calcium-lonen
CAR .., engl. cell adhesion recognition site, Zelladh&sionserkennungsstelle
CDHFB ... Cadherin Family Member 6
o] 0 PO URERR Quadratzentimeter
O 1 L SRR Carboxylgruppe
DN A e e e e e e e aane Desoxyribonukleinsgure
13 o RSO PRSPRR Desmoplakin
1315 PSPPI Desmocollinen
1915 SRR Desmogleinen
1D 2o 1 PP OU U PERRRR Desmoglein 3
B A e e e e e e Extrazelluldrer Anker
PR UPPSEPRR Ektodoméne
O] I PRSPPI Extrazellulére Doméne
EGFR oo engl. Epidermal Growth Factor Receptor
HIER .ot Heat induced-epitope-retrieval
HP A e e e e The Human Protein Atlas
HP Y e e e e e Humane Papillomviren
o PSRRI Immunglobulin G
o PR Immunhistochemie
IWGAV ... International Working Group for Antibody Validation
I 7 T PP PPPERRP Kilodalton
0 0] 0 0 PP Millimeter
MIMIR et Mismatch Reparaturengenen
VT A e Medizinischtechnische/r Assistent:in
N et e e e e e e e e e e e e e e e e e e aan Aminogruppe
P3BMAPK ... s p38-mitogenaktivierte Proteinkinasen
P e e e e e e e e Pemphigus foliaceus
P e e e e e e e e e e e e e e e e aanne Plakoglobin
P e e e e e e e e e e e e e Proteinkinase C
o PP Plakophilin
e PP Phospholipase C
TP PRSRRR Perineurale Invasion
PT e Ausdehnung und Verhalten des Tumors, TNM-Klassifikation
PV e Pemphigus vulgaris
P A s Pemphigus vulgaris antigen
R A S e Rattensarkomvirus Protein
RIN A ettt e e e e e e e e e e Ribonukleinsuren
L= 1S N Tris-buffered saline with Tween20, Puffer
T O G A e e The Cancer Genome Atlas
TV A et e e e e e e as Tissue — Microarray
L1 1 72 RSP PPRRPRR Tryptophan-Rest
UKE ..ot Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
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