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1. Einleitung

1.1. Zytoskelett

Das Zytoskelett von eukaryotischen Zellen ist ein zusammenhadngendes Netz aus fadenfor-
migen Polymeren und regulatorischen Proteinen, welches die eukaryotische Zelle dazu be-
fahigt, den Inhalt der Zelle raumlich zu organisieren, sich biochemisch und physisch mit der
Umgebung zu verbinden und Bewegungen sowie Formveranderungen auszufiihren. Als dy-
namisches und anpassungsfdahiges Netzwerk ist es sowohl in der Lage, Verformungen zu
widerstehen, als auch auf von aulen wirkende Krafte durch strukturelle Reorganisation zu

reagieren (Fischer und Fowler 2015; Fletcher und Mullins 2010).

Es besteht im Wesentlichen aus den drei Hauptkomponenten: Aktinfilamente (auch Mikro-
filamente, @ 6-8 nm), Intermediarfilamente (@ 10nm) und Mikrotubuli (@ 23-25 nm) (Eti-

enne-Manneville 2018; Fuchs und Weber 1994; Godsel et al. 2008).
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Abbildung 1: Die Hauptkomponenten des Zytoskeletts. Quelle der Abbildung: (Horn 2020)

1.2. Intermediarfilamente

Intermediarfilamente (IF) sind zytoplasmatisch gelegene, flexible, stabchenformige Faser-
proteine, welche Teil des Zytoskeletts sind. Mit einem Durchmesser von 10nm liegen Inter-
mediarfilamente zwischen dem Durchmesser der Mikrofilamente (@ 6-8 nm) und dem der
Mikrotubuli (@ 23-25 nm). Dies erklart auch die Namensgebung dieser Filamente, da inter-
medidr dazwischen liegend bedeutet (Fuchs und Weber 1994; Godsel et al. 2008; Nath und
Horn 2020).

Intermediarfilamenten kommen durch ihre Eigenschaften eine wichtige Rolle fiir die Form
und Gestalt der Zelle zu. Dabei weisen sie im Vergleich zu Mikrofilamenten und Mikrotubuli

eine besonders hohe Stabilitdat und Resistenz gegeniliber Beeintrachtigungen auf und sind
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gleichzeitig reaktionsfahige, hochdynamische Strukturen, welche in der Lage sind, sich zu
verkirzen, zu verlangern und neu anzuordnen (Etienne-Manneville 2018; Robert et al.

2016; Ulfig 2019).

Die IF-Proteine sind vielfaltig und werden zellspezifisch exprimiert. Dabei kdnnen sie auf
Grundlage ihrer Primarstrukturhomologie in 6 Subtypen (Tabelle 1) unterteilt werden
(Leduc und Etienne-Manneville 2015; Szeverenyi et al. 2008). Strukturell weisen alle IF-Pro-
teine eine zentral gelegene a-helikale Doméane (Stabdomane) auf, welche von einer N-ter-
minalen Doméane (Kopfdoméane) und einer C-terminalen Domédne (Schwanzdomane) flan-
kiert wird (Etienne-Manneville 2018). Die Stabchendomanen zweier IF-Polypeptide richten
sich parallel aus und bilden ein Dimer, welches sich wiederum antiparallel mit einem ande-
ren Dimer zu einem unpolaren Tetramer verbindet. Acht Tetramere fligen sich seitlich zu-
sammen und verbinden sich schlielich zu einem unpolaren Intermediarfilament (Robert

et al. 2016) (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Aufbau von Intermedidrfilamenten. Quelle der Abbildung: (Poeggel 2013).



Insgesamt werden sie von ca. 70 IF-Genen im menschlichen Genom kodiert, wovon nur 54
den Keratinen zugeordnet werden kdnnen (Godsel et al. 2008; Leduc und Etienne-Manne-

ville 2015; Szeverenyi et al. 2008).

Tabelle 1: Intermedidrfilamenttypen. Quelle: (Briot et al. 2020)

Protein Filament Anzahl der Masse Zellentyp / Verteilung
Typ Gene (kDa)

Saure Keratine I >50 40-60 Ker.atinoc.yten/cyto.sol .
(epidermis, Haarfolikel, Nagel)

Basische Keratine I >50 50-70 Ker.atinoc.yten/cyto.sol .
(epidermis, Haarfolikel, Nagel)

Vimentin I} 1 54 Mesenchymale Zellen / Cytosol

Desmin m 1 54 Muskelzellen / Sarkomer

Saures fibrillares Gliaprotein I} 1 50 Gliazellen, Astrozyten/ Cytosol

Peripherin I} 1 54 Periphere Neurone / Cytosol

Neurofilamente (NF-L) v 1 62 Neuronale Axone / Cytosol

Neurofilamente (NF-M) v 1 102 Neuronale Axone / Cytosol

Neurofilamente (NF-H) v 1 112 Neuronale Axone / Cytosol

Nestin v 1 177 Neuroepithelialzellen

Lamin A/C Vv 1 74 Kernlamina

Lamin B1 v 1 66 Kernlamina

Lamin B2 v 1 68 Kernlamina

Filensin VI 1 75 Epithelzelle der Linse

Phakinin VI 1 46 Epithelzelle der Linse

1.3. Cytokeratine

Keratine (Cytokeratine) sind ein wesentlicher Bestandteil der natirlichen Gewebsstruktur
der menschlichen Epidermis und erfiillen dabei wichtige Funktionen in Epithelzellen. Sie
werden von Keratinozyten in einer spezifischen Zusammensetzung aus sieben Polypepti-
den und einer stark regulierten Reihenfolge, entsprechend des Differenzierungsstatus der
Keratinozyten, exprimiert (Moll 2016). Als substanzieller Teil des Zytoskeletts machen Ke-
ratine mit 54 Genen die gréRte und umfangreichste Proteingruppe der Familie der Inter-
medidrfilamente aus. Die 54 Keratin-Gene lassen sich in 28 Typ-l (K9-K10, K12- K28, und
K31-K40, einschliellich K33a und K33b) und 26 Typ-Il (K1-K8, einschliellich K6a, K6b und
K6c und K71-K86) Gene aufteilen (Moll et al. 2008).

Die Keratine wurden entsprechend ihres Molekulargewichts und Ihres pH-Wertes katego-
risiert. Dabei werden die Keratine des Typ | als saure Keratine und die Keratine des Typ |
als basisch-neutrale Keratine kategorisiert (Jacques et al. 2005; Moll et al. 1982a; Moll et

al. 1982b).



Im Jahre 2006 wurde die Klassifizierung der Keratine und damit die Konsensnomenklatur
von Schweitzer et al. etabliert (Schweizer et al. 2006) und das bis dahin geltende Schema,
welches Moll et al.1982 etabliert hatte (Moll et al. 1982a; Moll et al. 1982b), Gberarbeitet
und erweitert. Entsprechend der neuen Konsensnomenklatur (Tabelle 2) erhielten die Ke-
ratin-Gene beispielsweise die Bezeichnungen KRT1 sowie KRT2 und die entsprechenden

Keratin-Proteine K1 und K2 (Kurokawa et al. 2011; Schweizer et al. 2006).

Tabelle 2: Klassifikation der funktionalen Gene der menschlichen Keratine nach folgender Quelle: (Schweizer et al.
2006)

Funktionale Ke- Anzahl (gesamt) Kategorie Anzahl (pro Keratinbezeichnung
ratin Gene 54 Gruppe)
Typ | " Menschliche Epithelke- 17 K9, K10, K12 - K20, K23 -
(sauer) ratine K28
menschliche Haarkera- 11 K31, K32, K33a, 33b, K34 —
tine K40
Typ Il ) .
Menschliche Epithelke- K1 - K5, K6a, Kéb, Kéc, K7,
(neutral-ba- 26 . 20
K ratine K8, K71 - K80
sisch)
menschliche Haarkera-
6 K81 - K86

tine

Die menschlichen Typ-I Keratin-Gene befinden sich alle (ausgenommen K18) auf Chromo-
som 17g21.2. Die menschlichen Typ-Il Keratin-Gene sind alle (zuztglich K18) auf Chromo-
som 12g13.13 lokalisiert (Kurokawa et al. 2011) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Organisation der menschlichen Keratin-Gene im Genom. (Moll et al. 2008)
Samtliche Keratine (mit einem Molekulargewicht von 40 bis 70 kDa) weisen die gleiche, fur
Intermediarfilamente typische konservierte dreiteilige Domanenstruktur auf (Gu und

Coulombe 2007). Diese besteht aus einer zentralen a-helikalen Stabdoméne, welche aus
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310 Aminosauren gebildet wird. Eine Ausnahme bilden die Lamine (IF-Typ V), diese beste-
hen aus 352 Aminosauren. Die a-helikale Stabdomane wird in vier Teile unterteilt (1A, 1B,
2A, 2B), welche mittels nicht-helikaler Segmente, sogenannte Linker (L1, L1-L2, L2), mitei-
nander verbunden sind und von nicht-helikalen Domdnen mit unterschiedlichen Pri-

marstrukturen und GréRen flankiert werden (Jacques et al. 2005) (Abbildung 4).
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der typischen dreiteiligen Domdnenstruktur von Typ-I und Typ-Il Keratinen. Zent-
ral eine a-helikale Stabdomdne, welche flankiert wird von einer nicht helikalen Schwanz- und Kopfdoméne an den C- und
N-termini (1a, 1b, 2a, 2b helicale Abschnitte; L1, L1-2, L2 nicht-helicale Abschnitte, parallele Anordnung zum Heterodi-
mer, anti-parallele Anordnung zum Protofilament. Supramolekulare Assoziation zur Protofibrille und zum Interme-
didrfilament). Quelle: Léffler/Petrides Biochemie und Pathobiochemie 2014

Ein Charakteristikum bei der Bildung von Keratinen ist die obligatorische Kombination von
einem Typ-| Keratin mit einem Typ-Il Keratin (Abbildung 4). Hierbei assoziieren die entspre-
chenden Stabchendomanen in einer ,coiled-coil“-Konformation, also einer gewundenen
Helix und formieren sich zu Heterodimeren und Tetrameren (Abbildung 2), welche die Ba-
siseinheiten fur die Entstehung von Intermediarfilamenten darstellen (Moll et al. 2008; Yu

2002).

Keratine weisen ein sehr spezifisches Regulations- und Expressionsmuster auf, welches mit

dem Zelltyp und dem Differenzierungsstadium verknipft ist (Coulombe und Omary 2002;
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Moll et al. 2008; Rothnagel et al. 1992). Dabei werden die Keratinpaare an ihren spezifi-
schen Expressionsregionen durchgehend gemeinsam exprimiert. Beispielsweise werden
bestimmte Keratinpaare (K18 + K19 (Typ 1) und K8 (Typ 2)) nur in einfachen Epithelien ex-
primiert. Wahrend andere (K14 (Typ 1) und K4 (Typ 2)) beispielsweise nur in geschichteten
Epithelien vorkommen (Chu und Weiss 2002).

Im Folgenden (Tabelle 3), wurden die allgemeinen Grundsatze der Keratinexpression mit
einer spezifischen Zuordnung beziglich der einfachen und geschichteten Epithelien be-

schrieben.

Tabelle 3: Keratinexpression in einfachen und geschichteten Epithelien, Die allgemeinen Grundsdtze der Keratinex-
pression mit einer spezifischen Zuordnung beziiglich der einfachen und geschichteten Epithelien. Entnommen und mo-
difiziert aus: Chu und Weiss 2002

Epitheltyp Keratine Typ 2 Typ1l Verteilung
Einfaches Epithel 8 18 In sekretorischen und parenchymatdsen Zellen
; 19 Gallen- und BauchspeicheldriiBengang, Nierensammelkanile,
gastrointestinale Epithelien
/ 20 Gastrointestinales Epithelgewebe, Merkelzellen der Haut und
Geschmacksknospen der Mundschleimhaut
Mehrschichtiges s 14 Basalzellen von Platten- und Driisenepithel, Myoepithel, Me-
Plattenepithel sothel
/ 15 Plattenepithel
8 18,19 Nicht-verhornendes, mehrschichtiges Plattenepithel
Suprabasale Zellen 1 10,11 Epidermis (gesamte suprabasale Schicht)
/ 9 Epidermis der Hand- und FuRRinnenflachen
2e Epidermis (obere Schichten)
2q Zahnfleisch (Gingiva), harter Gaumen
3 12 Hornhautepithel
4 . Nicht-keratinisierendes mehrschichtiges Plattenepithel der in-
neren Organe
6 16,17 Hyperproliferative Plattenepithelien

Der Umstand der stark regulierten Expression von Keratinen, welche gebunden sind an die
Differenzierungsstadien der Keratinozyten, ermdglicht es diese als Marker fir spezielle di-

agnostische Untersuchungen heranzuziehen (Moll et al. 2008).
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1.4. Cytokeratin 10

1.4.1. Allgemeines

Cytokeratin 10 (CK10), alternativ auch Keratin 10 (K10) genannt , zahlt zur Kategorie der
sauren Keratine vom Typ-I (Schweizer et al. 2006). Es hat ein Molekulargewicht von 56.5
kDa, einen pH-Wert von 5,3 (Moll et al. 1982a) und wird vom KRT10-Gen kodiert, welches

auf dem Chromosom 17g21.2 lokalisiert ist (Schweizer et al. 2006).

CK10 formt als saures Keratin des Typ-I, mit dem basischen Typ-Il Keratin CK1 ein hetero-
dimer und wird postmitotisch in der suprabasalen Schicht der Epidermis von Keratinozyten

exprimiert (Koch und Roop 2004; Korge et al. 1992; Reichelt et al. 2004).

Die Differenzierung von Keratinozyten von der Basalzellschicht bis hin zur Hornschicht, geht
postmitotisch mit der Veranderung der Keratin Expression einher, so werden die Basalzell-
keratine CK5, CK14 und CK15 herunterreguliert und die Expression der suprabasalen, epi-
dermalen Keratine CK10 und CK1 induziert (Kurokawa et al. 2011; Moll et al. 2008). Mit
einem Anteil von ca. 60 — 85 % des Gesamtproteinanteils der Epidermis, sind CK10 und CK1
die am haufigsten vorkommenden Proteine der Epidermis (Fuchs et al. 1992; Herrmann et
al. 2003). Sie bilden, die fiur die suprabasalen Zellen besonders charakteristischen, dichten
Blindel des epidermalen Cytoskeletts (Moll et al. 2008). Durch die daraus resultierenden
Eigenschaften auf die mechanische Integritdt der suprabasalen Epidermis, namlich die Fa-
higkeit mechanischen Belastungen widerstehen zu kénnen, werden CK10 und CK1 als die
wichtigsten Strukturproteine der Epidermis bezeichnet (Moll et al. 2008; Reichelt et al.
2004).

Die Keratinexpression wird jedoch nicht nur von dem Differenzierungsprozess der Kera-
tinozyten beeinflusst, auch Faktoren wie Gewebsverletzungen und Metastasierungspro-
zesse kdnnen diese beeinflussen. Im Zuge hyperproliferativer Stimuli, wie zum Beispiel
wahrend des Wundheilungsprozesses, kommt es zu einer starken Reduktion der Expression
von CK10/CK1 und zur Induktion der Expression der Keratine CK6, CK16 und CK17 (Magin
et al. 2007; Mdller et al. 2006; Santos et al. 2002).

Bei einigen dermatologischen Erkrankungen liegen Punktmutationen im KRT10-Gen zu-
grunde, welche zu einer wesentlichen Reduktion oder einem ganzlichen Fehlen der CK10

Expression fuihren. Die Auswirkungen auf die epidermale Integritdt, welche durch die
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Mutationen im KRT10-Gen entstehen, zeigen sich klinisch vor allem durch eine starke Bla-
senbildung, dem Abschilfern der Haut und einer ausgepragten Keratinisierungsstorung
(Moll et al. 2008; Omary et al. 2004). Zum Spektrum dieser Erkrankungen gehdren die epi-
dermolytische Hyperkeratose (Synonym: Bullése kongenitale ichthyosiforme Erythroder-
mie Brocq, Epidermolytische Ichthyose) (Cheng et al. 1992; Chipev et al. 1994; Covaciu et
al. 2010; Muller et al. 2006; Oji 2017; Rothnagel et al. 1992; Terheyden et al. 2009) und die
kongenitale retikulare ichthyosiforme Erythrodermie (Englisch: ,Ichthyosis with confetti®)
(Choate et al. 2010; Lim et al. 2016; Oji 2017; Renz et al. 2019; Spoerri et al. 2015). Zu den
weitere Erkrankungen, bei denen eine CK10 Reduktion festgestellt wurde, gehdren die
Psoriasis (Korver et al. 2006) und die Tinea corporis (Jensen et al. 2007). Eine abweichende

CK10 Expression wurde beim oralen Lichen Planus festgestellt (Jacques et al. 2009).

1.4.2. Cytokeratin 10 in Normalgeweben

Die Daten des Human Protein Atlas (HPA) des Genotype-Tissue Expression Projekts (GTEX)
(Lonsdale et al. 2013) und des FANTOMS5-Datensatzes (Lizio et al. 2018; Lizio et al. 2016)
zeigen, dass sich die Expression von CK10 weitgehend auf die Haut beschrankt und das an-
dere Organe, welche von nicht-keratinisierendem Plattenepithel bedeckt sind, in der Regel

CK10-RNA-negativ sind.

Entsprechend der vom Human Protein Atlas bereitgestellten Informationen kann in abstei-
gender Reihenfolge und gemessen an dem RNA-Expressionsniveau von CK10 in Normalge-
weben, eine Auflistung dieser vorgenommen werden. Die Haut ist demnach das Hauptex-
pressionsorgan von CK10 (15436,3 nTPM), danach folgen mit groBem Abstand Normalge-

weben, die aus der Vagina, Zervix oder Brust stammen (Abbildung 5).

12



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

nTPM
20.000

15.000 -
10,000 +

5,000

Abbildung 5: RNA-Expression in Normalgeweben. Quelle: (Tissue expression of KRT10 - Summary - The Human Protein
Atlas 2024)

1.4.3. Cytokeratin 10 in Tumoren

Die meisten Studien, welche CK10 im Zusammenhang mit Tumoren untersucht haben, be-
fassten sich hauptsachlich mit Plattenepithelkarzinomen. In Plattenepithelkarzinomen der
Haut konnte CK10 in allen Schichten der suprabasalen Epidermis, im Stratum corneum
(Hornschicht), im Stratum granulosum (Kérnerschicht) und im Stratum spinosum (Stachel-
zellschicht), gleichermaRen stark nachgewiesen werden. Ein Nachweis in Basalzellkarzino-
men gelang jedoch nicht, so wie es fir die Expressionsweise von CK10 in Normalgeweben

typisch ist (Moll et al. 1982a; Moll et al. 1982b; Zhou et al. 2019).

In gut differenzierten und keratinisierenden Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle, so-
wie des Larynx und des Pharynx, wurde eine gesteigerte CK10 Expression beobachtet. Aus
diesem Grund wurde CK10 als geeigneter Marker fiir die Diagnostik von Karzinomen dieser

Art empfohlen (Park et al. 2010).

In anderen Untersuchungen, zur Rolle von Cytokeratinen bei oralen Plattenepithelkarzino-
men, ist aufgefallen, dass mit der Progression des malignen Verlaufs, also einer immer
schlechteren Differenzierung der Tumoren, das Expressionslevel von CK10 kontinuierlich
abnahm (Ali et al. 2018). Bei Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Zunge konnte zu-
dem auch eine Korrelation zwischen dem invasiveren Wachstum und der Metastasierungs-
neigung des Tumors und der Abwesenheit von CK10 festgestellt werden (Silveira et al.

2007).
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Bei Plattenepithelkarzinomen der Lippe verhalt es sich dahnlich, wie bei den anderen Plat-
tenepithelkarzinomen. Hier ist ebenfalls eine aberrante CK10 Expression beobachtet wor-
den. Eine Prdkanzerose des Plattenepithels der Lippe ist die aktinische Cheilitis. Dabei soll
CK10 als pradiktiver Biomarker zur Erkennung von malignen Transformationen der Epithel-
zellen dienen, da mit der Zunahme dieser strukturellen Verdanderungen, eine gleichzeitige

Reduktion der CK10 Expression einhergeht (Garcia et al. 2016).

Wahrend CK10 in normaler Bronchialschleimhaut nicht nachgewiesen werden konnte, liefl3
sich CK10 in den Fruhstadien des Plattenepithelkarzinoms der Bronchien nachweisen. Au-
RBerdem konnte eine Assoziation von CK10 und der Verhornung von Plattenepithel in den

Bronchien festgestellt werden (Fisseler-Eckhoff et al. 1996; Pendleton et al. 1996).

In Plattenepithelkarzinomen der Lunge und des Osophagus konnte CK10 ebenfalls nachge-
wiesen werden. Zusatzlich war es moglich, CK10 in geringem Male auch in Haarfolikeltu-
moren und Schweilldriisentumoren nachzuweisen. Auch hier stand die Expression von
CK10 in Karzinomen im Zusammenhang mit einem hohen Differenzierungsgrad (Lam et al.

1995; Zhou et al. 2019).

Weitaus seltener wurde CK10 in nicht-plattenepithelialien Tumoren untersucht und gefun-
den. Zu den untersuchten Neoplasien, in denen eine CK10 Expression nachgewiesen wer-
den konnte, gehoren, hepatozelluldre Karzinome (Yang et al. 2008), Mammakarzinome
(Kim und Villadsen 2020) und Prostatakarzinome (Sakr et al. 2014). In den CK10 positiven
Fallen korrelierte die Expression von CK10 mit einem schlechteren Krankheitsverlauf, einer
hoheren Invasivitdat der Tumoren und gilt aus diesem Grund als Marker fir eine unglinstige

Prognose (Sakr et al. 2014; Yang et al. 2008; Kim und Villadsen 2020).
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1.5. Zielsetzung dieser Studie

Ziel der hier vorliegenden Studie ist es, die Datenlage beziglich der CK-10-Immunhistoche-
mie zu erweitern. Es gibt bisher nur wenige Studien, die die Expression von CK-10 in nicht
plattenepithelialen Tumoren untersucht haben. Ein anderes Problem ist, dass die immun-
histochemischen Untersuchungen mit verschiedenen Antikdrpern unter unterschiedlichen
Bedingungen stattgefunden haben, was die Einordnung und Vergleichbarkeit der Farbeer-

gebnisse zwischen den Studien stark einschrankt.

Im Rahmen dieser Arbeit wird eine nie dagewesene Anzahl an Tumoren sowie Tumorenti-
taten unter standardisierten Bedingungen hinsichtlich ihrer CK-10 Expression untersucht.
Zudem soll in ausgewahlten Entitdaten nach moglichen Assoziationen zwischen der Expres-

sion von CK-10 und klinisch-histopathologischen Parametern gesucht werden.
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2. Material und Methoden

2.1. Tissue Microarray Technik

Die Tissue Microarray-(TMA) Methode ist ein Hochdurchsatzverfahren zur Analyse von hun-
derten von Geweben auf einem einzigen Objekttrager. Das Verfahren wurde 1998 erstmals

von Kononen et al. beschrieben (Kononen et al. 1998).

Die Grundlage fiir das TMA-Verfahren sind TMA-Blocke, welche auf der gleichen Flache, wie
sie normalerweise fiir konventionelle histologische Schnittpraparate bendtigt wird, bis zu 600
zylindrische Gewebefragmente enthalt, welche an genau definierter Position senkrecht im Pa-
raffinblock stehen. Mit einem Mikrotom kdnnen von TMA-Blocken TMA-Schnitte hergestellt
werden, wobei jeder dieser Schnitte einen 0,6 Millimeter messendes Gewebefragment pro

Zylinder im TMA-Block, das heiBt pro Patienten oder pro Tumor, enthalt.

Das Prinzip des TMA-Verfahrens ist in Abbildung 6 dargestellt.

Abbildung 6: Prinzip der TMAs. A: Von einem Empfédngerblock wird eine Probe entnommen. b: Probe(-n) wird in einen Spen-
derblock implantiert Dieser Spenderblock wird der sogenannte TMA-Block. c: Vom TMA-Block werden mithilfe eines Mikro-
toms TMA-Schnitte angefertigt. d: TMA-Schnitte werden dann gefirbt und eingedeckt. Quelle der Abbildung: Sauter et al.
2003

Der grofSte Vorteil der TMA-Methode ist die massive Beschleunigung von Studien an Gewebe-

schnitten. Da aus einem einzigen Schnitt 600 verschiedene Gewebeproben analysiert werden
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kénnen, wird sowohl die Arbeitszeit fiir die Herstellung der benétigten Schnitte um einen Fak-
tor von 600 beschleunigt als auch die Reagenzienkosten um einen Faktor 600 reduziert, da nur

einer anstelle von 600 Schnitten gefarbt werden muss.

Der wesentlichste Nachteil der TMA-Methode ist der sehr hohe Arbeitsaufwand fiir die Her-
stellung eines TMA-Blockes. Die TMA-Herstellung beginnt mit der Identifikation potentiell ge-
eigneter Falle, woflr ein gut organisiertes Gewebearchiv von Vorteil ist. Am UKE beginnt die
TMA-Herstellung mit der Suche nach einem bestimmten Gewebetyp bzw. Tumortyp durch
eine Volltextsuche am UKE-Pathologie-Informationssystem. Die identifizierten Kandidaten fir
ein Projekt werden danach zunachst manuell anhand ihrer urspriinglichen Diagnosetexte eva-
luiert. Dabei sollen auch mit hoher Wahrscheinlichkeit ungeeignete Tumoren identifiziert und

bereits ausgeschieden werden.

Ungeeignet sind Tumoren, die entweder sehr klein sind wie zum Beispiel Tumoren, welche
aus Biopsien (Zangenbiopsie, Stanzbiopsie) gewonnen wurden oder jene, die bereits in der
mikroskopischen Beschreibung als besonders klein beschrieben wurden oder aber auch Tu-
moren, die durch ausgedehnte Nekrosen oder regressive Veranderungen charakterisiert sind.
Ebenso werden Tumoren eliminiert, bei denen aus dem Diagnosetext hervorgeht, dass Unsi-
cherheiten bei der Tumorklassifikation bestanden haben. Von den potentiell geeigneten Fal-
len werden dann alle Schnitte aus dem Archiv geholt und durch einen Pathologen beurteilt.
Findet sich eine ausreichend grole Tumormenge in einem Schnitt (Minimalanforderung: 1
cm?) wird das Tumorareal auf dem HE-gefarbten Schnitt mit einem Filzstift umfahren und so
markiert, dass darauf geachtet wird, dass die markierten Gewebeareale aus einer zusammen-
hangenden Zone bestehen und nicht aus vielen kleinen voneinander entfernten Bereichen, da
letztere schwieriger am korrespondierenden Block zu identifizieren sind. Von allen potentiell
geeigneten Schnitten werden danach die korrespondierenden Paraffinblocke herausgesucht

und auf ihre Eignung fir die TMA-Herstellung getestet.

Das wichtigste Kriterium fiir die Blockeignung ist die Dicke/Tiefe des im Block befindlichen
Gewebes. Die Blockdicke definiert die aus dem Gewebe entnehmbare Ldnge des Gewebezy-
linder, welche dariliber entscheidet, wie viele Schnitte von einer aus dem Tumor enthomme-

nen Stanze angefertigt werden kénnen. Gefordert wird am UKE eine Mindestdicke von 2 mm.

Sobald alle fiir ein Projekt zur Verfligung stehenden Tumorbldcke identifiziert werden, kann

die Struktur des zu bauenden TMA-Blockes definiert werden. Die am UKE verwendete TMA-
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Block Grundstruktur ist immer gleich. Ein UKE-TMA besteht aus 6 Sektoren. Diese sind unter-

schiedlich gro8 und asymmetrisch angeordnet, um eine Orientierung auch dann zu ermaogli-

chen, wenn ein entnommener Schnitt aus Versehen , kopfliber” auf einen Objekttrager ge-

bracht wird. Die 6 Sektoren werden mit GrolRbuchstaben von A-F bezeichnet. In jedem Sektor

werden die Zeilen mit Zahlen von 1-9 und die Spalten mit Kleinbuchstaben von a bis maximal

r bezeichnet. Die Struktur eines UKE TMA-Blockes ist in Abbildung 7 schematisch dargestellt.

OO NO THAWN =
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Abbildung 7: Standardaufbau eines UKE-TMAs
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Die fiir einen neu zu erstellenden TMA ausgesuchten Tumor-/Schnittpraparate werden dann

in der Reihenfolge ihrer Einbringung in den geplanten TMA in der Umgebung des Tissue-

Microarrays zusammen sortiert.

Fir die Herstellung der TMAs wird ein von Mitarbeitern des UKE hergestellter, semiautomati-

scher TMA (Abbildung 8) verwendet der die folgenden Hauptkomponenten aufweist:
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Abbildung 8: Ubersichtsaufnahme vom Arrayergerit. Gelber Pfeil: Arrayergerdt
mit Umschaltvorrichtung. Roter Pfeil: Elektrischer Schrittmotor. Griiner Pfeil: Mehr-
fachblockhalter

Eine Umschaltvorrichtung, welche an einer definierten Position des TMA-Blockes
wahlweise einen elektrischen Bohrer oder eine Hohlnadel zur Anwendung bringt. Da-
bei entspricht der duBere Durchmesser des Bohrers dem inneren Durchmesser des
Hohlzylinders. Je nach geplantem Stanzendurchmesser kénnen Bohrer-/Nadelkombi-
nationen von 0,6 mm — 4 mm verwendet werden.

Ein Mehrfachblockhalter, der die simultane Herstellung von bis zu 6 weitgehend iden-
tischen Replikaten eines TMA-Blockes erlaubt.

Ein Podest, mit dem die Empfangerblécke wahrend der Entnahme von Zylindern aus
Spenderbldcken abgedeckt und geschiitzt werden kénnen.

Ein elektrischer Schrittmotor welcher die Stanz-/Bohrvorrichtung automatisch von ei-

ner Position zur nachsten transportiert.
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Der TMA-Herstellungsprozess beginnt mit der Befiillung des Mehrfachblockhalters mit 6 lee-

ren Empfanger-TMA-Bl6cken, welche aus Paraffin gegossen werden (Abbildung 9).

Abbildung 9: Mehrfachblockhalter mit 6 Empfénger-TMA-Blécken.

An Position Ala des ersten Replikatblockes wird dann mit der Bohrvorrichtung ein Loch her-
gestellt. Hierflr wird meistens ein 0,6 mm dicker Bohrer verwendet (Abbildung 10). Danach
wird der angebohrte Empfangerblock vom Podest bedeckt und der erste Spenderblock (fur
Position Ala) darauf platziert. Die Umschaltvorrichtung wird betatigt, sodass das Gerat von
Bohren auf Stanzen umgeschaltet wird. Danach wird mit der Hohlnadel ein 0,6 mm messender

Gewebezylinder aus dem Spenderblock entnommen (Abbildung 11).
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Abbildung 11: Entnahme von Gewebe aus dem Spenderblock. Dieser be-
findet sich auf einem Minipodest, der die Empféngerblécke abdeckt.

Nach Wegnahme des Podestes wird der Zylinder in das unmittelbar darunter liegende vorge-
fertigte Loch deponiert (Abbildung 12). Zum AusstolRen des Zylinders wird ein Stahldraht ver-

wendet. Es wird dabei darauf geachtet, dass das obere Ende des Zylinders so genau wie
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moglich auf dem Niveau der Empfangerblock Oberflache zu liegen kommt. Danach wird der
Replikatblockhalter auf Position 2 gesetzt und der Vorgang an Position Ala des zweiten Rep-
likates wiederholt. Bei der Entnahme der zweiten tumorhaltigen Stanze aus dem Spendertu-
morblock wird dabei darauf geachtet, dass die Stanze aus der unmittelbaren Ndahe der Ent-

nahmestelle der ersten Stanze enthommen wird.

Abbildung 12: Gewebeprobe wird im Empfédngerblock deponiert.

Der Grund hierfiir liegt darin, dass wegen der moglichen intratumordsen Heterogenitat des zu
stanzenden Tumors darauf geachtet werden muss, dass alle Stanzen fir eine Serie von Repli-
katen aus einem moglichst kleinem Tumorvolumen entnommen werden, um das Risiko von
heterogenitatsbedingten Unterschieden zwischen den Replikaten zu minimieren. Analog wer-
den danach die Replikate 3-6 an Position Ala mit Stanzen des ersten Tumors des neu zu bau-

enden TMA-Blockes gefillt.

Im Anschluss wird der Schrittmotor betéatigt und die Stanz-/Bohrvorrichtung an Position Alb
verlegt. An dieser Position werden dann Stanzen aus dem zweiten Tumor des TMAs in die
einzelnen Replikatblocke eingebaut. Falls mehr als 6 Replikate eines neu zu erstellenden TMA-
Blockes gebaut werden sollen, ist es moglich, zwei oder mehr Mehrfachblockhalter fiir ein
Projekt einzusetzen und so gleichzeitig 12, 18 oder 24 Replikate eines TMAs herzustellen. Die
Prozedur wird nun wiederholt, bis entweder alle Tumoren eines Projektes in das TMA-Format

eingebracht wurden oder aber bis der TMA-Block an Position F9e vollstandig aufgefillt wurde.

Nach Abschluss der TMA-Herstellung werden die flr die Zuordnung von Schnitten und Blécken
bendtigten Biopsie Nummern nicht mehr gebraucht. Dies ist fiir die Datensicherheit ein

22



wichtiger Umstand, denn Uber die Biopsie Nummern kénnte ein Hacker, wenn es ihm denn
gelange in das Pathologieinformationssystem der Pathologie einzudringen, Einsicht in die Klar-
namen der beteiligten Patienten gewinnen. Da samtliche histopathologischen, klinischen oder
anderen Informationen, welche mit einem Gewebeblock assoziiert sind, nun auch durch die
entsprechende Koordinate auf dem TMA eindeutig zuzuordnen sind, kdnnen die Biopsie Num-
mern entweder dauerhaft geléscht (Anonymisierung) oder aber ausgeblendet werden (Pseu-
donymisierung). Tabelle 4 zeigt ein Beispiel einer zu einem TMA gehdrigen Datei mit klinisch-

pathologischen Informationen.

Tabelle 4: Ein beispielhafter Auszug aus der Datenbank des Blasenarray-TMA BLA 11.2. Alle patientenbezogenen Daten wur-
den bereits anonymisiert

Alter zum Zeit-

Array Koordi- . Ge- ) . .
Tumorentitat punkt der Di-  Tumorstatus Morphologie Grading
Name nate schlecht
agnose
. nicht-invasives
BLA . . pTa G2 high- o
B3a Urothelkarzinom mannlich 83 papilldres G2
11.2 grade .
Urothelkarzinom
. nicht-invasives
BLA . R pTa G2 high- .
B3b Urothelkarzinom mannlich 89 papilldres G2
11.2 grade .
Urothelkarzinom
. nicht-invasives
BLA . R pTa G2 high- .
B3c Urothelkarzinom mannlich 56 papilldres G2
11.2 grade .
Urothelkarzinom
BLA Ta G2 high nicht-invasives
a igh-
B3d Urothelkarzinom weiblich 79 P & papilldres G2
11.2 grade .
Urothelkarzinom
. nicht-invasives
BLA . R pTa G2 high- .
B3e Urothelkarzinom mannlich 64 papilldres G2
11.2 grade .
Urothelkarzinom
. nicht-invasives
BLA . . pTa G2 high- .
B3f Urothelkarzinom weiblich 67 papilldres G2
11.2 grade

Urothelkarzinom

2.2. TMA fiir das CK10-Projekt

Flr das Cytokeratin-10-Projekt wurden ein Normalgewebe-TMA und ein Multitumorarray kol-
lektiv untersucht. Der Normalgewebe-TMA beinhaltete jeweils 8 Gewebeproben von 8 ver-

schiedenen Patienten von 76 verschiedenen Normalgewebskategorien (Tabelle 5).
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Tabelle 5: Zusammensetzung des TMAs fiir Normalgewebe

1 Endothel der Aorta 39 Rektumschleimhaut

2 Media der Aorta 40 Gallenblasenepithel

S Herzgewebe 41 Lebergewebe

4 Quergestreiftes Muskelgewebe 42 Pankreasgewebe

5 Zungenmuskulatur 43 Parotisgewebe

6 Uterusgewebe (Myometrium) 44 Gewebe von der Submandiularisdriise

7 Appendixgewebe (Muskulatur) 45 Gewebe von der Sublingualisdrise

8 Osophagusgewebe (Muskulatur) 46 Knochenmarksgewebe

9 Magengewebe (Muskulatur) 47 Gewebe von den Duodenaldriisen

10 lleumgewebe (Muskulatur) 48 Nierenrinde

11 Colon descendens-Gewebe (Muskulatur) 49 Nierenmark

12 Nierenbeckengewebe (Muskulatur) 50 Prostatagewebe

13 Hamblasengewebe (Muskulatur) 51 Gewebe von der Blaschendrise

14 Corpus spongiosum (Penis) 52 Nebenhodengewebe

15 Ovargewebe (Stroma) 53 Hodengewebe

16 Fettgewebe 54 Schleimhaut (Bronchus)

17 Hautgewebe 55 Drisen (Bronchus)

18 Haarfollikel und Talgdriisen 56 Nasennebenhdhlengewebe

19 Lippengewebe 57 Lungengewebe

20 Mundhdhlengewebe 58 Brustgewebe

21 Oberflachenepithel der Tonsille. 59 Endozervix

22 Hautgewebe (Analkanal) 60 Endometriumgewebe im Proliferationszustand
23 Ubergangsschleimhaut (Analkanal) 61 Endometriumgewebe im Sekretionszustand
24 Ektozervix 62 Schleimhautgewebe (Eileiter)

25 Plattenepithelgewebe (Osophagus) 63 Frihe Plazenta (Dezidua)

26 Urothel (Nierenbecken) 64 Corpus luteum (Ovar)

27 Urothel (Harnblase) 65 Follikulare Zyste (Ovar)

28 reife Plazenta, Amnion 66 Friihe Plazenta

29 Lymphknotengewebe 67 Reife Plazenta

30 Milzgewebe 68 Nebenniere

31 Thymusgewebe 69 Nebenschilddrise

32 Tonsillengewebe 70 Schilddrise

33 Magengewebe (Antrum) 71| Kleinhirnrindengewebe aus dem Stratum moleculare
34 Magengewebe (Corpus) 72 Kleinhirngewebe aus der Substantia nigra
35 Duodenumschleimhaut 73 Gehirngewebe (graue Substanz)

36 lleumschleimhaut 74 Gehirngewebe (weille Substanz)

37 Appendixschleimhaut 75 Hypophysenhinterlappen/Infundibulum-Gewebe
38 Colon-Descendensschleimhaut 76 Hypophysenvorderlappengewebe
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Der Multitumor-TMA beinhaltete insgesamt 11,021 Tumoren von 131 verschiedenen Tumor-
kategorien und Unterkategorien. Detaillierte histopathologische Daten zum Grad, pT-Stadium
und dem Lymphknotenstatus waren von Unterkollektiven von 1195 Urothelkarzinomen und
176 Plattenepithelkarzinomen der Cervix uteri sowie von einer Sammlung von 906 Plat-
tenepithelkarzinomen von 11 verschiedenen Ursprungsorganen vorhanden, wobei fiir die
letztere Gruppe auch der HPV-Status zur Verfligung stand. Klinische Verlaufsdaten waren von
157 Patientinnen mit Plattenepithelkarzinomen der Cervix uteri vorhanden. Hier war die mitt-
lere Nachbeobachtungszeit 46 Monate (Bereich 0-181 Monate). Als klinische Endpunkte stan-
den das rezidivfreie Uberleben und das Gesamtiiberleben zur Verfiigung. Alle Gewebeproben
stammten aus den Archiven der Institute fiir Pathologie, Universitatsklinikum Hamburg Ep-
pendorf, dem Institut fir Pathologie am Klinikum Osnabriick und des Instituts fir Pathologie
des akademischen Lehrkrankenhauses Firth. Alle Gewebe waren in 4%-gepuffertem Formalin
fixiert und dann in Paraffin eingebettet worden. Die Verwendung von archiviertem Restmate-
rial fir diagnostische Zwecke fiir die Herstellung von TMAs und deren Analyse fiir wissen-
schaftliche Zwecke wurde in Ubereinstimmung mit dem Hamburger Krankenhausgesetz (§12)
durchgefiihrt und von der lokalen Ethikkommission, Ethikkommission Hamburg (WF-049/09)
bewilligt worden. Alle Arbeiten wurden durchgefiihrt unter Beachtung der Anforderungen der

Helsinki Deklaration. Die Zusammensetzung des Tumor TMAs ist in Tabelle 10 dargestellt.

2.3. Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine vom Prinzip her einfache Methode, die aber in der Realitat mit
substanziellen Problemen behaftet ist. Die Immunhistochemie ist das wichtigste molekulardi-
agnostische Verfahren in der Pathologie welches allein am Institut fiir Pathologie des Univer-
sitatsklinikum Hamburg Eppendorf taglich mindestens 800-mal zur Anwendung kommt. Das
Verfahren ermdoglicht die Visualisierung von spezifischen, diagnostisch relevanten oder wis-
senschaftlich interessanten Proteinen auf Paraffin-Schnitten. Hierflir werden spezifische Anti-
korper verwendet, welche Epitope an den interessierenden Proteinen erkennen. Diese binden
sich, nachdem sie auf Schnitte aufgebracht werden, mit den entsprechenden Proteinen (falls

diese im Praparat vorhanden sind).

25



Da die Antikorper selbst farblos sind, bendétigt es fur die Visualisierung der Bindung der Anti-
korper an ihre Zielproteine einen zweiten Schritt. Hierbei wird die Tatsache ausgenutzt, dass
alle diagnostischen Antikérper durch Beimpfung eines Labortiers entwickelt wurden und so-
mit Immunglobulinen der entsprechenden Tierspezies entsprechen. Die meisten Antikdrper
stammen aus Mausen, Kaninchen, Hamster oder Ratten. Sogenannte Sekundarantikorper,
welche aus einer anderen Spezies stammen als der Primarantikoérper und sich gegen den Tier-
spezifischen Fc-Teil der Primdrantikorper richten, kbnnen mit einem Detektionssystem verse-

hen werden und solche Detektionssysteme sind fir alle Spezies kommerziell erhaltlich.

Die Prinzipien, die in Kombination mit Sekundarantikérpern verwendet werden, um Signale zu
verstarken, sind in Tabelle 6 dargestellt. Die mit einem Detektionssystem kombinierten Se-
kundarantikorper werden auf die bereits mit dem Primarantikdrper beschichteten Schnitte

gegeben, sodass eine erfolgreiche Antigen-Antikérperbindung visualisiert werden kann.

Tabelle 6: Verschiedene Visualisierungssysteme im Uberblick. Quelle der Information: Hantschke und Palmedo 2015

Konventionelle indirekte Methode Ein Sekundarantikorper, der gegen den F.-Teil von einem Primarantikorper
aus einer anderen Spezies gerichtet ist, ist mit Enzymen konjugiert, welche
die Reaktion eines farblichen Substrats katalysieren, sodass eine erfolgreiche
Antikorper-Antigenbindung visualisiert werden kann. Als Enzyme kénnen
entweder alkalische Phosphatase oder Peroxidase verwendet werden.

Doppelt indirekte Methode Zusatzlich zu einem konjugierten Sekundarantikorper wird ein weiterer terti-
arer Antikorper, der aus einer anderen Spezies als der Sekundarantikorper
stammt, zur Signalverstarkung hinzugegeben.

APAAP/PAP-Methode Bei dieser Methode wird mit einem Briickenantikorper gearbeitet, der so-
wohl gegen den Fc-Teil vom Primarantikorper als auch den Fe-Teil von einem

Komplex bestehend aus entweder alkalischer Phosphatase oder Peroxidase
und einem Antikorper aus derselben Spezies wie der Primarantikérper ge-

richtet ist.
EnVision-Polymer-Konjugat-Me- Bei dieser Methode wird zur Visualisierung ein Dextranpolymer verwendet,
thode der mit zahlreichen Sekundarantikérpern und Enzymen beschichtet ist.
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Das Prinzip der Immunhistochemie ist in Abbildung 13 dargestellt.

Detektions-
Primar- System
Antikorper
/JL\
AN
Antigen

Abbildung 13: Prinzip der Inmunhistochemie: Primédrantikérper bindet das Antigen auf dem Schnitt. Der FC-Teil vom Pri-
mdrantikérper wird von einem dahintergeschaltenen Detektionssystem erkannt, welches das Signal visualisiert und ggf. ver-

stdrkt. Quelle der Abbildung: (Immunhistochemie 2024)

Die grofRten praktischen Probleme der Immunhistochemie sind die Variabilitat von Antikor-
pern und die durch die Formalin-fixierte Modifikation der Zielproteine. Die Variabilitat der
kommerziell erhaltlichen Antikérper spiegelt die Breite einer physiologischen Immunantwort
wider. Im Rahmen der Antikdrperherstellung wird zwar versucht, aus den tausenden verschie-
den entstandenen Antikorpern, ,die besten” zu identifizieren, doch ist dies angesichts der
Fille der zu testenden Antikorper und der grolRen Zahl der theoretisch zu tGberpriifenden Ge-
webe nicht moglich. Praktisch bedeutet dies, dass sich alle verschiedenen Antikorper, die ge-
gen ein bestimmtes Zielprotein gerichtet sind, sich stets in ihrer Bindungsstarke, Spezifitat und
zur erwarteten Signal-to-Noise-Ratio unterscheiden werden. Zudem gibt es fir viele interes-
sante Proteine eine sehr groBe Zahl verschiedener Antikorper. Daraus ergibt sich, dass erstens
die Auswahl des bestmaoglichen Antikorpers schwierig ist und dass zweitens die Ergebnisse
von Studien, welche mit unterschiedlichen Antikdérpern erzielt wurden, nur bedingt miteinan-

der vergleichbar sind.

Das zweite Problem ist die Fixation von Geweben, welche meistens mittels Formalin erfolgt.
Formalin fiihrt zu einer Vernetzung (sogenanntes , Cross-linking“) von Proteinen, wodurch
Proteinstrukturen verkleben (Helander 1994). Die Fixation verandert so die Struktur von Pro-

teinen, wodurch Antikérperbindungsstellen bedeckt und fir Antikérper nicht mehr zuganglich
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sein konnen (Werner et al. 2000). Gleichzeitig kdnnen durch die verdnderte Tertidrstruktur

auch neue Epitope entstehen (Helander 1994; Werner et al. 2000).

Die Effekte der Formalinfixierung kdnnen durch die sogenannte hitzeinduzierte-Epitopdemas-
kierung (Heat-Induced-Epitope-Retrieval, HIER) teilweise Riickgdngig gemacht werden. Die
Prozedur der HIER besteht aus einem Kochen von Gewebeschnitten bei sehr hoher Tempera-
tur, wobei durch die Verwendung eines Autoklavs die Kochtemperatur von 100° Celsius auf

121°Celsius (unter Uberdruck) erhéht werden kann.

Je nach Antikérper und/oder Epitop ist ein saurer (pH 6,0) oder ein basischer (pH 9,0) pH ge-
eigneter. Die Verwendung eines neutralen pHs (7,8) ist meistens besonders glinstig, da hierbei
die Morphologie der Gewebe besonders gut erhalten bleibt. Da auch die beste HIER das Pro-
tein nicht komplett und optimal wiederherstellt, sind Antikdrpervalidierungen, welche auf die
Untersuchung von unfixierten Geweben oder Proteinen basieren fiir Antikérper zur Immun-
histochemie an formalinfixiertem Geweben unzuldanglich. Allerdings sind die meisten kom-
merziell erhaltlichen Antikdrper an Frischmaterial validiert wie ELISA, Western Blot oder Pro-
tein-Arrays. Die Internationale Arbeitsgruppe fiir die Validierung von Antikérpern (Internatio-
nal Working Group for Antibody Validation, IWGAV) hat deswegen vorgeschlagen, dass fiir die
Validierung von Antikdrpern zur Verwendung an formalinfixierten Gewebe nur eine von zwei
Moglichkeiten akzeptabel sind (Uhlen et al. 2016). Mdglichkeit 1 ist der Vergleich der mit ei-
nem Antikorper erzielten Farbeergebnissen mit Expressionsdaten, welche mit einer zweiten
unabhangigen Methode erzielt wurden (zum Beispiel RNA-Analyse) (Uhlen et al. 2016). Me-
thode 2 ware der Vergleich der Immunhistochemischen Daten mit Farbeergebnissen, welche

mit einem zweiten unabhangigen Antikorper erzielt wurden (Uhlen et al. 2016).

2.4 Immunhistochemische Cytokeratin 10 Untersuchung in unserer Studie

Alle TMA-Schnitte, welche fiir dieses Projekt bendtigt wurden, wurden an einem Tag durch
Schneiden von 2,5 um dicken Schnitten mittels eines Mikrotoms von einer MTA hergestellt.
Alle Schnitte wurden innerhalb von weniger als einer Woche nach ihrer Herstellung fiir die
Farbung verwendet. Hierzu wurden die Schnitte zunachst mittels Xylol deparaffiniert, dann

durch eine absteigende Alkoholreihe rehydriert und dann fir 5 Minuten in einem Autoklav
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einer HIER-Prozedur unterzogen bei 121°Celcius unter Verwendung eines pH 7,8 Puffers

(DAKO-Target-Retrieval-SolutionTM, Agilent, CA, USA).

Die endogene Peroxidase Aktivitat wurde danach mit der DAKO-Peroxidase-Blocking Soluti-
on™ (Agilent, CA, USA; #52023) fiir 10 Minuten geblockt. Der Primarantikorper, spezifisch fur
Cytokeratin-10 (monoklonaler Mausantikérper, MSVA-610M, MS Validated Antibodies GmbH,
Hamburg, Deutschland), wurde bei 37° Celsius fiir 60 Minuten bei einer Verdiinnung von 1:150
apliziert. Der gebundene Antikdrper wurde dann mit dem EnVision KitTM (Agilent, CA, USA;
#K5007) nach den Anweisungen des Herstellers visualisiert. Die Schnitte wurden danach mit

Hamalaun gegengefarbt.

Eine detaillierte Aufzahlung der Schritte und der hierbei verwendeten Reagenzien ist auch in

Tabelle 7 dargestellt.

Tabelle 7: Detaillierte Aufzédhlung der Férbeschritte.

Schritt 1 Behandlung mit Xylol zur Deparaffinierung

Schritt 2 Rehydrierung mit absteigender Alkoholreihe bis zu destilliertem Wasser

Schritt 3 Vorbehandlung im Autoklav bei 121° Celcius unter Verwendung eines Puffers mit einem pH von 7,8
Schritt 4 Spulvorgang mit destilliertem Wasser

Schritt 5 Spulvorgang mit TBST-Puffer

Schritt 6 Blockierung der endogenen Peroxidase mit DAKO-Peroxidase-Blocking SolutionTM

Schritt 7 Zweimaliger Spiilvorgang mit TBST-Puffer

Schritt 8 Antikorperinkubation mit Primarantikdrper MSVA-610M bei einer Verdiinnung von 1:150 bei 37° Celcius

fir 60 Minuten

Schritt 9 Dreimaliger Spiilvorgang mit TBST-Puffer

Schritt 10 Gabe des Sekundarantikdrpers nach Herstelleranweisung

Schritt 11 Dreimaliger Spiilvorgang mit TBST-Puffer

Schritt 12 Visualisierung durch Gabe von Chromogen bei Raumtemperatur fir 10 Minuten
Schritt 13 Spuilvorgang mit destilliertem Wasser

Schritt 14 Gegenfarbung mit Himalaun

Schritt 15 Blduvorgang

Schritt 16 Dehydration in aufsteigender Alkoholreihe bis Xylol
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Alle Schnitte wurden von einer erfahrenen Pathologin (Dr. Natalia Gorbokon) evaluiert und
von jedem Tumor wurde der prozentuale Anteil gefarbter Tumorzellen und die Farbeintensitat
auf einer Skala von 1-3 durch Schatzung ermittelt. Durch eine Kombination der prozentualen
Anteile gefarbter Zellen und der Farbeintensitat wurde schlief3lich eine Klassifikation der Tu-
moren in die Kategorien negativ, schwach positiv, maRig stark positiv und stark positiv vorge-

nommen. Die hierfiir verwendeten Kriterien sind in Tabelle 8 dargestellt.

Tabelle 8: Beurteilungskriterien

Kategorie Anteil gefarbter Tumorzellen Farbeintensitat
Negativ 0% 0
Schwach positiv <70% 1
<30% 2+
maRig stark positiv >70 % 1+
>30%-70% 2+
<30% 3+
stark positiv >70 % 2+
>30 % 3+

2.5. Statistik

Die statistischen Berechnungen wurden mittels der Software JMP 16 (SAS Institute Inc., NC,
USA) durchgefiihrt. Mit Hilfe von Kontingenztabellen und dem Chi?-Test wurde nach Korrela-
tionen zwischen der CK10-Immunfarbung und dem Tumorphanotyp bei Urothelkarzinomen
und Plattenepithelkarzinomen von verschiedenen Organen gesucht. Die Uberlebenskurven
wurden unter Anwendung des Kaplan-Meier-Verfahrens berechnet. Der Log-Rank-Test wurde
angewandt, um signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen zu ermitteln. Ein p-Wert von

<0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse

3.1. Technische Aspekte

Von jedem der 76 untersuchten normalgewebs-Kategorien auf dem Normalgewebe-TMA wa-
ren mindestens 4 Proben auswertbar, sodass alle relevanten Zelltypen diese Gewebe repra-
sentativ zur Untersuchung gelangten. Von den 11.021 auf dem Array befindlichen Tumorge-
websproben erwiesen sich 9462 (85,9 %) als auswertbar. Griinde fir die Nichtauswertbarkeit
waren entweder das Fehlen von Gewebe auf einem Teil der Gewebespots oder aber das Feh-
len eindeutiger Tumorzellen auf einem Teil der auf dem Array befindlichen Gewebefragmente.
Das Fehlen von einzelnen Gewebespots auf einem TMA ist ein unvermeidbares Problem (siehe
Abbildung 14). Auf den ersten Schnitten eines TMAs fehlen Elemente von Zylindern, welche
bei der TMA-Herstellung zu tief in den Empfangerblock eingebracht worden waren. Diese Zy-
linder werden auf den ersten Schnitten noch nicht erfasst. Auf den tieferen Schnitten durch
einen TMA-Block nimmt die Zahl der auf dem TMA-Schnitt enthaltenen Gewebespots zuneh-

mend ab, da die kiirzeren Gewebezylinder zunehmend aufgebraucht sind.

Abbildung 14: Ausschnitt eines TMA-Schnittsektors: Pfeil zeigt einen fehlenden Gewebespot.
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3.2. Cytokeratin-10 Expression in Normalgeweben

Eine Cytokeratin-10-Immunfarbung fand sich in den suprabasalen Zellschichten von verhor-
nendem Plattenepithel der Haut und in assoziierten SchweiRdriisen und Haarfollikeln. Die ba-

sale Zellschicht war hingegen strikt CK10 negativ.

Eine starke Cytokeratin-10-Anfarbung fand sich regelmaRig auch in keratinisierenden Zellfrak-
tionen des Plattenepithels von Tonsillenkrypten sowie in zentralen Arealen von Hassall-Kor-

perchen im Thymus.

In den allermeisten Geweben und Zellen war keine Cytokeratin-10-Farbung nachweisbar, wie
beispielsweise in nicht-verhornendem Plattenepithel von Ektozervix, Tonsillenoberflachen,
Osophagus, Mundhéhle oder der Lippe. Nur in einzelnen Fillen fand sich aber auch in diesen
Geweben eine schwache bis teilweise starke Anfarbung von Zellfraktionen von der supraba-
salen Zellschicht, welche von variabler GréRe waren. Eine Cytokeratin-10-Anfarbung war nie
nachweisbar im Urothel, Ubergangsepithel der analen Schleimhaut, gastrointestinalen
Epithel, Gallenblase, Speicheldriisen, Leber, Pankreas, Lunge, respiratorischem Epithel, Eilei-
ter, endozervikalen und endometrialen Driisen des Uterus, Ovar, Plazenta, Hypophyse, Ne-
benniere, Schilddriise, Nebenschilddriise, lymphatischen, hamatopoetischen und mesen-
chymalen Geweben sowie dem Gehirn. Reprasentative Bilder von Normalgeweben sind in den

Abbildungen 15-20 dargestellt.
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Abbildung 16: Starke CK-10-Anfirbung von Haarfollikeln und Talgdriisen
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-Anfdrbung von keratinisierten plattenepithelialen Zellfraktionen in der Tonsille.

Abbildung 17: Mdfig starke CK-10

Abbildung 18:Krdftige Cytokeratin 10 Positivitét von keratinisierenden Zellen von Hassall-Kérperchen.
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Abbildung 19: Keine CK-10-Anfdrbung in nicht-keratiniserten Plattenepithelzellen der Cervix uterine.

Abbildung 20: Keine CK-10-Anféirbung im Urothel der Harnblase
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3.3. Cytokeratin 10 in Tumorgeweben

Eine Cytokeratin 10 Immunfarbung fand sich in 8,3% (790) der insgesamt 9462 auswertbaren
Tumoren, wobei 5,2% (495) eine schwache, 1,9% (181) eine maRig und 1,2% (114) eine starke
Immunfarbung zeigten. Mindestens einen Fall mit zumindest schwacher Cytokeratin 10 An-
farbung fand sich in 41 der analysierten Tumortypen. In 18 der Tumorkategorien fand sich
mindestens ein Fall mit einer starken Cytokeratin 10 Positivitat. Eine vollstandige Auflistung

der CK-10-Farbeergebnisse ist in Tabelle 9 dargestellt.
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Tabelle 9: CK10-IHC-Ergebnisse

CK10 IHC
" auf TMA auswertbar negativ schwach moderat kraftig
Tumorentitat
(n) (n) (%) (%) (%) (%)
Tumoren der Haut Pilomatrixom 35 34 88,2 2,9 8,8 0,0
Basalzellkarzinom 88 63 85,7 14,3 0,0 0,0
Benigner Naevus 29 28 100,0 0,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom
90 86 34,9 39,5 8,1 17,4
der Haut
Malignes Melanom 46 a4 100,0 0,0 0,0 0,0
Malignes Melanom
(Lymphknoten metasta- 86 72 93,1 6,9 0,0 0,0
siert)
Merkelzellkarzinom 46 46 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren aus dem Plattenepithelkarzinom
. 109 96 52,1 35,4 5,2 7,3
Kopf/Hals-Bereich des Larynx
Plattenepithelkarzinom
60 50 68,0 24,0 6,0 2,0
des Pharynx
Orales Plattenepithelkar-
R 130 117 55,6 28,2 11,1 5,1
zinom des Mundbodens
Pleomorphes Adenom
. 50 48 95,8 2,1 2,1 0,0
der Glandula parotis
Warthin Tumor der Glan-
. 49 46 52,2 47,8 0,0 0,0
dula parotis
Basalzelladenom der
. B 15 14 100,0 0,0 0,0 0,0
Speicheldrise
Tumoren der Lunge, .
Adenokarzinom der
der Pleura und des 196 183 99,5 0,0 0,0 0,5
Lunge
Thymus
Plattenepithelkarzinom
80 70 81,4 12,9 5,7 0,0
der Lunge
Kleinzelliges Karzinom der
16 16 100,0 0,0 0,0 0,0
Lunge
Mesothelium, epitheloid 39 34 100,0 0,0 0,0 0,0
Mesothelium, anderer
76 71 100,0 0,0 0,0 0,0
Typ
Thymom 29 29 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren des weibli- Plattenepithelkarzinom
. 78 71 64,8 26,8 5,6 2,8
chen Geschlechtstrakts  der Vagina
Plattenepithelkarzinom
130 118 33,9 39,0 12,7 14,4
der Vulva
Plattenepithelkarzinom
X 307 299 60,2 30,1 4,7 5,0
der Zervix
" auf TMA auswertbar negativ schwach moderat kraftig
Tumorentitat
(n) (n) (%) (%) (%) (%)
Adenosquamoses Karzi-
. 19 18 88,9 11,1 0,0 0,0
nom der Zervix
Adenokarzinom der Zer-
. 54 52 96,2 3,8 0,0 0,0
vix
Endometrioides Endo-
. . 50 50 98,0 2,0 0,0 0,0
metriumkarzinom
Serdses Endometriumkar-
R 50 47 100,0 0,0 0,0 0,0
zinom
Karzinosarkom des Endo-
20 20 100,0 0,0 0,0 0,0

metriums
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Endometrioides Ovarial-

. 69 64 96,9 0,0 1,6 1,6
karzinom
Serdses Ovarialkarzinom 130 126 98,4 0,8 0,8 0,0
Muzindses Ovarialkarzi-
52 51 100,0 0,0 0,0 0,0
nom
Klarzelliges Ovarialkarzi-
22 22 100,0 0,0 0,0 0,0
nom
Karzinosarkom des Ovars 17 16 93,8 0,0 6,3 0,0
Granulosazelltumor des
37 35 97,1 2,9 0,0 0,0
Ovars
Leydigzelltumor des
4 4 100,0 0,0 0,0 0,0
Ovars
Sertolizelltumoren des
1 1 100,0 0,0 0,0 0,0
Ovars
Sertoli-Leydigzelltumor
3 100,0 0,0 0,0 0,0
des Ovars
Steroidzelltumor des
3 3 100,0 0,0 0,0 0,0
Ovars
Brennertumor 41 40 100,0 0,0 0,0 0,0
Invasives Mammakarzi-
Tumoren der Brust nom, nicht spezifischer 1764 1389 96,8 1,0 1,9 0,2
Typ (NST)
Lobuldres Mammakarzi-
363 273 98,9 0,7 0,4 0,0
nom
Medulldres Mammakarzi-
34 29 100,0 0,0 0,0 0,0
nom
Tubuldres Mammakarzi-
29 25 100,0 0,0 0,0 0,0
nom
Muzinéses Mammakarzi-
65 46 100,0 0,0 0,0 0,0
nom
Phylloider Tumor der
50 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Brust
Tumoren des Verdau- Adenomatdser Polyp,
. 50 50 98,0 2,0 0,0 0,0
ungssystems low-grade Dysplasie
Adenomatdser Polyp,
. i 50 50 100,0 0,0 0,0 0,0
high-grade Dysplasie
" auf TMA auswertbar negativ schwach moderat kraftig
Tumorentitat
(n) (n) (%) (%) (%) (%)
Adenokarzinom des Ko-
81 80 100,0 0,0 0,0 0,0
lons
Adenokarzinom des Ma-
X 80 75 100,0 0,0 0,0 0,0
gens, diffuser Typ
Adenokarzinom des Ma-
. R 80 71 100,0 0,0 0,0 0,0
ges, intestinaler Typ
Adenokarzinom des Oso-
83 71 98,6 1,4 0,0 0,0
phagus
Plattenepithelkarzinom
N 76 57 78,9 21,1 0,0 0,0
des Osophagus
Plattenepithelkarzinom
89 82 53,7 32,9 7,3 6,1
des Analkanals
Cholangiozellulares Karzi-
50 50 100,0 0,0 0,0 0,0
nom
Hepatozelluldres Karzi-
50 50 100,0 0,0 0,0 0,0
nom
Duktales Adenokarzinom
81 78 97,4 2,6 0,0 0,0
des Pankreas
Ampulldres Adenokarzi-
28 27 100,0 0,0 0,0 0,0

nom des Pankreas
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Azinuszellkarzinom des

10 9 100,0 0,0 0,0 0,0
Pankreas
Gastrointestinaler
50 48 100,0 0,0 0,0 0,0
Stroma-Tumor (GIST)
Tumoren des harnbil- Nicht invasives papilldres
denden und harnablei- Urothelkarzinom, pTa G2 177 160 96,9 2,5 0,6 0,0
tenden Systems low grade
Nicht invasives papilldres
Urothelkarzinom, pTa G2 141 133 94,0 5,3 0,8 0,0
high grade
Nicht invasives papillares
. 219 199 96,0 2,5 1,0 0,5
Urothelkarzinom, pTa G3
Urothelkarzinom, pT2-4
1318 758 83,2 9,4 6,9 0,5
G3
Plattenepithelkarzinom
22 20 35,0 15,0 30,0 20,0
der Blase
Kleinzelliges neuroendo-
. K 22 21 100,0 0,0 0,0 0,0
krines Karzinom der Blase
Sarkomatoides Urothel-
. 25 24 95,8 0,0 0,0 4,2
karzinom
Urothelkarzinom des Nie-
62 57 86,0 10,5 3,5 0,0
renbeckens
Nierenzellkarzinom, klar-
. 50 50 100,0 0,0 0,0 0,0
zellig
Nierenzellkarzinom, pa-
o 50 46 100,0 0,0 0,0 0,0
pillar
Nierenzellkarzinom, chro-
50 49 100,0 0,0 0,0 0,0
mophob
Tumoren des harnbil- . .
) o auf TMA auswertbar negativ schwach moderat kraftig
denden und harnablei-  Tumorentitat
(n) (n) (%) (%) (%) (%)
tenden Systems
Onkozytom 50 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren der mannli- .
Adenokarzinom der Pros-
chen 83 83 100,0 0,0 0,0 0,0
tata Gleason 3+3
Geschlechtsorgane
Adenokarzinom der Pros-
80 77 100,0 0,0 0,0 0,0
tata Gleason 4+4
Adenokarzinom der Pros-
85 84 100,0 0,0 0,0 0,0
tata Gleason 5+5
Kleinzelliges Prostatakar-
K 17 16 100,0 0,0 0,0 0,0
zinom
Seminom des Hoden 50 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Embryonales Karzinom
50 44 100,0 0,0 0,0 0,0
(Hoden)
Leydigzelltumor des Ho-
30 28 100,0 0,0 0,0 0,0
den
Sertolizelltumor des Ho-
2 1 100,0 0,0 0,0 0,0
den
Keimstrangtumor des Ho-
1 100,0 0,0 0,0 0,0
den
Spermatozytischer Tumor
1 100,0 0,0 0,0 0,0
des Hodens
Dottersacktumor 50 48 100,0 0,0 0,0 0,0
Teratom des Hoden 50 39 66,7 2,6 2,6 28,2
Plattenepithelkarzinom
80 69 39,1 21,7 11,6 27,5

des Penis
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Tumoren der endokri-

Schilddriisenadenom 113 112 100,0 0,0 0,0 0,0
nen Organe
Papillares
391 370 99,7 0,0 0,3 0,0
Schilddriisenkarzinom
Follikuladres
. N . 154 148 98,6 1,4 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom
Medullares
. N . 111 110 100,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom
Nebenschilddrisenade-
43 30 100,0 0,0 0,0 0,0
nom
Schilddriisenkarzinom, a-
. 45 44 100,0 0,0 0,0 0,0
naplastisch
Nebennieren-Adenom 50 49 100,0 0,0 0,0 0,0
Nebennieren-Karzinom 26 26 100,0 0,0 0,0 0,0
Phdochromozytom 50 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Neuroendokriner Tumor
X 22 17 100,0 0,0 0,0 0,0
(NET) des Appendix
Tumoren der endokri- - auf TMA auswertbar negativ schwach moderat kraftig
Tumorentitat
nen Organe (n) (n) (%) (%) (%) (%)
Neuroendokriner Tumor
(NET) des Kolons/Rek- 11 11 100,0 0,0 0,0 0,0
tums
Neuroendokriner Tumor
49 49 100,0 0,0 0,0 0,0
(NET) des lleum
Neuroendokriner Tumor
19 18 100,0 0,0 0,0 0,0
(NET) der Lunge
Neuroendokriner Tumor
97 95 98,9 0,0 0,0 1,1
(NET) des Pankreas
Neuroendokrines Karzi-
12 11 100,0 0,0 0,0 0,0
nom (NEC), kolorektal
Neuroendokrines Karzi-
nom (NEC) der Gallen- 4 4 100,0 0,0 0,0 0,0
blase
Neuroendokrines Karzi-
13 13 92,3 0,0 7,7 0,0
nom (NEC) des Pankreas
Tumoren hamatopoeti-
schen und lymphati- Hodgkin-Lymphom 103 86 100,0 0,0 0,0 0,0
schen Ursprungs
Kleines lymphozytisches
Lymphom, B-Zell typ (B- 50 38 100,0 0,0 0,0 0,0
SLL/B-CLL)
Diffuses groRes B-Zell-
113 103 100,0 0,0 0,0 0,0
Lymphom (DLBCL)
Follikuldres Lymphom 88 75 100,0 0,0 0,0 0,0
T-Zell Non-Hodgkin-Lym-
25 20 100,0 0,0 0,0 0,0
phom
Mantelzelllymphom 18 15 100,0 0,0 0,0 0,0
Marginalzonen-Lymphom 16 12 100,0 0,0 0,0 0,0
Diffuser GroR-B-Zell-Lym-
phom des Hodens 16 14 100,0 0,0 0,0 0,0
(DLBCL)
Burkitt-Lymphom 5 2 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren des Weich- X .
) Tenosynovialer Riesen-
teil- und Knochenge- 45 45 100,0 0,0 0,0 0,0
zelltumor
webes
Granularzelltumor 53 49 100,0 0,0 0,0 0,0
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Leiomyom 50 46 100,0 0,0 0,0 0,0

Leiomyosarkom 87 87 100,0 0,0 0,0 0,0
Liposarkoma 132 130 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren des Weich- . o
) " auf TMA auswertbar negativ schwach moderat kraftig
teil- und Knochenge- Tumorentitat
(n) (n) (%) (%) (%) (%)

webes

Maligner peripherer Ner-

venscheidentumor 13 13 100,0 0,0 0,0 0,0
(MPNST)
Myofibrosarkom 26 26 100,0 0,0 0,0 0,0
Angiosarkom 73 70 100,0 0,0 0,0 0,0
Angiomyolipom 91 91 100,0 0,0 0,0 0,0
Dermatofibrosarkom
21 18 100,0 0,0 0,0 0,0

protuberans
Ganglioneurom 14 13 100,0 0,0 0,0 0,0
Kaposi-Sarkom 8 7 100,0 0,0 0,0 0,0
Neurofibrom 117 104 100,0 0,0 0,0 0,0
Sarkom, nicht weiter spe-

. 74 72 100,0 0,0 0,0 0,0
zifiziert (NOS)
Paragangliom 41 40 100,0 0,0 0,0 0,0
Ewing-Sarkom 23 20 100,0 0,0 0,0 0,0
Rhabdomyosarkom 6 6 100,0 0,0 0,0 0,0
Schwannom 121 114 100,0 0,0 0,0 0,0
Synovialsarkom 12 11 100,0 0,0 0,0 0,0
Osteosarkom 43 41 100,0 0,0 0,0 0,0
Chondrosarkom 38 27 100,0 0,0 0,0 0,0
Rhabdoider Tumor 5 5 100,0 0,0 0,0 0,0

Reprasentative Bilder von Cytokeratin 10 positiven und negativen Tumoren sind in Abbildung
21-28 dargestellt. Eine Rangliste der untersuchten Tumorkategorien nach ihrer Cytokeratin 10
Positivitatsrate und der Fraktionen von Tumoren mit starker Positivitat sind in Abbildung 29
und Tabelle 10 dargestellt.
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Abbildung 22: Fokal starke Cytokeratin 10 Anfdrbung in keratinisierten Bereichen von Plattenepithelkarzinomen der Mund-
héhle

42



Abbildung 24:Krdftige Cytokeratin 10 im Urothelkarzinom der Blase sowie in Arealen keratinisierter plattenepithelialer Kar-
zinomzellen.
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Abbildung 25: Fokale Cytokeratin 10 Positivitdt in nicht invasivem Harnblasenkarzinom (pTa G2, low grade).

Abbildung 26: Fokale Cytokeratin 10 Positivitét in Arealen mit keratiniserter plattenepithelialer Differenzierung von duktalen

Adenokarzinomen des Pankreas.
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Abbildung 27: Cytokeratin 10 Positivitdt in der Mehrzahl der basalen epithelialen Zellen eines Warthin Tumors einer Spei-
cheldriise.

Abbildung 28: Fehlende Cytokeratin 10 Positivitit in Plattenepithelkarzinomen des Osophagus
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0,0

Prozentangabe der Ck10 positiven Félle (in %)

Plattenepithelkarzinom der Vulva
Plattenepithelkarzinom der Haut
Plattenepithelkarzinom der Blase
Plattenepithelkarzinom des Penis
Plattenepithelkarzinom des Larynx
Warthintumor der Parotisdriise
Plattenepithelkarzinom des Analkanals
Orales Plattenepithelkarzinom des Mundbodens
Plattenepithelkarzinom der Zervix
Plattenepithelkarzinom der Vagina
Teratom

Plattenepithelkarzinom des Pharynx

Plattenepithelkarzinom des Osophagus
Plattenepithelkarzinom der Lunge
Urothelkarzinom, pT2-4 G3

Basalzellkarzinom

Urothelkarzinom des Nierenbeckens

Pilomatrixom

Adenosquamoéses Karzinom der Zervix

Pankreas, neuroendokrines Karzinom (NEC)
Malignes Melanom (Lymphknoten metastasiert)
Karzinosarkom des Ovars ¢

Nicht invasives papilldres Urothelkarzinom, pTa G2 high grade
Pleomorphes Adenom der Parotisdriise
Sarkomatoides Urothelkarzinom

Nicht invasives papilldres Urothelkarzinom, pTa G3

Adenokarzinom der Zervix ¢

Invasives Mammakarzinom (nicht weiter spezifiziert) ¢ ®

Endometrioides Karzinom des Ovars |*e

Nicht invasives papilldres Urothelkarzinom, pTa G2 low grade ¢ ®

Granulosazelltumor des Ovars

Endometrioides Endometriumkarzinom

|
Duktales Adenokarzinom des Pankreas I o
|

Adenomatéser Polyp, low-grade Dysplasie ¢®

Serdses Ovarialkarzinom ¢e

Follikuldres Schilddriisenkarzinom ¢

Adenokarzinom des Osophagus I0
Lobuldres Mammakarzinom |’
Pankreas, neuroendokriner Tumor (NET)

Adenokarzinom der Lunge |

Papilldres Schilddriisenkarzinom ¢

Abbildung 29: Rangliste der Cytokeratin 10 (CK10) positiven Tumorkategorien (grafische Darstellung)
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Tabelle 10: Rangliste der Cytokeratin 10 positiven Tumorkategorien mit genauen Prozentangaben

Ranking Cytokeratin 10 Positivitat in (%) davon stark positiv in (%)
Plattenepithelkarzinom der Vulva 66,1 14,4
Plattenepithelkarzinom der Haut 65,1 17,4
Plattenepithelkarzinom der Blase 65,0 20,0
Plattenepithelkarzinom des Penis 60,9 27,5
Plattenepithelkarzinom des Larynx 47,9 7,3
Warthintumor der Parotisdriise 47,8 0,0
Plattenepithelkarzinom des Analkanals 46,3 6,1
Orales Plattenepithelkarzinom des Mundbodens 44,4 51
Plattenepithelkarzinom der Zervix 39,8 5,0
Plattenepithelkarzinom der Vagina 35,2 2,8
Teratom 33,3 28,2
Plattenepithelkarzinom des Pharynx 32,0 2,0
Plattenepithelkarzinom des Osophagus 21,1 0,0
Plattenepithelkarzinom der Lunge 18,6 0,0
Urothelkarzinom, pT2-4 G3 16,8 0,5
Basalzellkarzinom 14,3 0,0
Urothelkarzinom des Nierenbeckens 14,0 0,0
Pilomatrixom 11,8 0,0
Adenosquamoses Karzinom der Zervix 11,1 0,0
Pankreas, neuroendokrines Karzinom (NEC) 7,7 0,0
Malignes Melanom (Lymphknoten metastasiert) 6,9 0,0
Karzinosarkom des Ovars 6,3 0,0
Nicht invasives papillares Urothelkarzinom, 6,0 0,0
pTa G2 high-grade

Pleomorphes Adenom der Parotisdriise 4,2 0,0
Sarkomatoides Urothelkarzinom 4,2 4,2
Nicht invasives papillares Urothelkarzinom, pTa G3 4,0 0,5
Adenokarzinom der Zervix 3,8 0,0
Invasives Mammakarzinom, nicht spezifischer Typ (NST) 3,2 0,2
Endometrioides Karzinom des Ovars 3,1 1,6
Nicht invasives papillares Urothelkarzinom, 31 0,0
pTa G2 low-grade

Granulosazelltumor des Ovars 2,9 0,0
Duktales Adenokarzinom des Pankreas 2,6 0,0
Endometrioides Endometriumkarzinom 2,0 0,0
Adenomatdser Polyp, low-grade Dysplasie 2,0 0,0
Serdses Ovarialkarzinom 1,6 0,0
Adenokarzinom des Osophagus 1,4 0,0
Follikuldres Schilddriisenkarzinom 1,4 0,0
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Lobuldares Mammakarzinom 1,1 0,0

Pankreas, neuroendokriner Tumor (NET) 1,1 1,1
Adenokarzinom der Lunge 0,5 0,5
Papilldres Schilddriisenkarzinom 0,3 0,0

Die hochsten Cytokeratin 10 Positivitatsraten fanden sich in Plattenepithelkarzinomen von un-
terschiedlichen Ursprungsorten (positiv in 18,6-66,1%) und in Warthin-Tumoren von Speichel-
drisen (47,8 positiv) gefolgt von verschiedenen Tumorentitdaten welche bekannt dafir sind
eine fokale plattenepitheliale Differenzierung aufzuweisen wie beispielsweise Teratome des
Hodens (33,3%), Basalzellkarzinome der Haut (14,3%), Adenosquamose Karzinome der Cervix

uteri (11,1%) und verschiedene Kategorien von Urothelneoplasien (3,1-16,8%).

In Cytokeratin 10 positiven Tumoren war die Cytokeratin 10 Anfarbung oft fokal und auf Are-

ale mit ausreichendem Plattenepithel mit beginnender Verhornung beschrankt.

Da aus diesem Grund der prozentuale Anteil der Cytokeratin 10 positiven Tumorzellen auch
bei sehr starker Expression von Cytokeratin 10 in den positiven Zellen haufig gering war, re-
sultierte die Klassifikation der Cytokeratin 10 Farbung nach den vordefinierten Kriterien meis-
tens in einer Klassifikation der Tumoren als geringgradig oder maRig stark Cytokeratin 10 po-

sitiv.

Nur in einer kleinen Menge von Tumoren fand sich eine Cytokeratin 10 Positivitat in Tumora-
realen, welche eindeutig keine Zeichen einer plattenepithelialen Differenzierung aufwiesen.
Hierzu gehorten beispielsweise Cytokeratin 10 positive neuroendokrine Tumoren des Pan-

kreas (Abbildung 30).
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Abbildung 30: Cytokeratin 10 positiver neuroendokriner Tumor des Pankreas.

3.4 Cytokeratin 10 Immunfarbung und Tumorphdnotyp/Prognose

Die Beziehung zwischen Cytokeratin 10 Immunfarbung und histopathologischen Tumorpara-
metern konnte bei urothelialen und plattenepithelialen Neoplasien verglichen werden. Die

Ergebnisse sind in Tabelle 11 dargestellt.
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Tabelle 11: Cytokeratin 10 (CK10)-Fdrbung und histopatologische Tumorparameter bei urothelialen Neoplasien versus plat-

tenepithelialen Neoplasien.

CK10 IHC
n negativ (%) schwach (%) maRig (%) kraftig (%) p
Urothelkarzinome Alle Tumoren 1195 89,1 6,4 4,1 0,4
der Harnblase pTa G2 low 160 96,9 2,5 0,6 0,0 <0.0001
pTa G2 high 133 94,0 5.3 08 0,0
pTa G3 177 96,0 2,8 0,6 0,6
pT2-4 617 82,3 9,6 7,5 0,6
pTa G2 low 160 96,9 2,5 0,6 0,0 0,7003
pTa G2 high 133 94,0 5.3 08 0,0
pTa G3 177 96,0 2,8 0,6 0,6
pT2%* 113 79,6 10,6 8,0 1,8 0,2150
pT3** 210 76,7 11,4 11,9 0,0
pT4** 99 77,8 15,2 6,1 1,0
G2** 22 81,8 18,2 0,0 0,0 0,1523
G3** 399 77,4 11,8 10,0 08
pNO** 242 77,3 12,4 9,5 08 0,9880
pN+** 170 78,3 11,5 9,6 0,6
Plattenepithelkarzi- _Alle Tumoren 176 57,4 33,5 4,5 4,5
nome der Zervix pT1 113 55,8 37,2 35 35 0,1470
uteri
pT2 52 67,3 23,1 58 38
pT3-4 11 27,3 455 9,1 18,2
pNO 129 57,4 34,9 4,7 31 0,4757
pN1 45 57,8 28,9 4,4 8,9
G1 1 100,0 0,0 0,0 0,0 0,1509
G2 80 47,5 43,8 5,0 38
G3 93 66,7 23,7 43 5,4
Plattenepithelkarzi- _Alle Tumoren 906 82,3 8,3 4,2 5,3
nom unterschiedli- 7 378 50,3 35,7 7,7 6,3 0,0032
chen Ursprungs*
pT2 313 57,5 26,2 8,0 8,3
pT3 136 64,7 25,0 2,2 8,1
pT4 129 64,3 23,3 8,5 3,9
pNO 446 57,4 30,5 6,5 5,6 0,6002
pN+ 339 61,4 26,3 6,2 6,2
G1 35 45,7 25,7 8,6 20,0 <0.0001
G2 469 44,8 38,2 8,7 8,3
G3 350 67,7 22,0 5.1 5.1

*Qral, Pharynx, Larynx, Osophagus, Lunge, Zervix, Vagina, Vulva, Penis, Haut, und Analkanal;

**nur in der Untergruppe der pT2-pT4 Tumoren, Abkiirzung: pT: pathologisches Tumorstadium, G: Grade, pN: pathologscher Lymphkno-

tenstatus

Fir urotheliale Neoplasien ergab sich eine signifikant hdufige Cytokeratin 10 Anfarbung im

muskelinvasiven (pT2 mindestens) also nicht invasiven urothelialen Tumoren (pTa, p<0,0001).
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Eine kombinierte Analyse von 906 Plattenepithelkarzinomen von 11 unterschiedlichen Ur-
sprungsorten ergaben einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer verminderten Cyto-
keratin 10 Farbung und einem hohen Malignitatsgrad (p< 0,0001) bzw. einem fortgeschritte-
nen Tumorstadium (p=0,0032). Es fand sich in diesem Kollektiv aber weder bei gemeinsamer
Untersuchung aller Tumoren noch in den einzelnen organdefinierten Subgruppen eine signifi-

kante Beziehung zum Humanen Papillomavirus (HPV) Infektion (p>0,05, Tabelle 12).

Tabelle 12: Cytokeratin 10 (CK10)- IHC versus HPV-Status.

CK10 IHC (%)

HPV- Status n negativ (%) schwach (%) ?‘;)é)rsig &é)ftig p
Alle Plattenepithelkarzinome negativ 262 50,0 33,2 7,3 9,5 0,0833
positiv 218 51,4 24,3 11,0 13,3
Orale Plattenepithelkarzinome negativ 56 60,7 26,8 8,9 3,6 0,3817
positiv 13 53,8 15,4 15,4 15,4
Plattenepithelkarzinome des Pharynx negativ 19 73,7 26,3 0,0 0,0 0,2325
positiv 29 62,1 24,1 10,3 34
Plattenepithelkarzinome des Larynx negativ 42 42,9 42,9 7,1 7,1 0,7099
positiv 8 50,0 37,5 0,0 12,5
Plattenepithelkarzinome der Zervix negativ 10 80,0 20,0 0,0 0,0 0,3146
positiv 64 59,4 25,0 7,8 7,8
Plattenepithelkarzinome der Vagina negativ 15 53,3 40,0 6,7 0,0 0,2570
positiv 15 66,7 13,3 13,3 6,7
Plattenepithelkarzinome der Vulva negativ 51 35,3 37,3 11,8 15,7 0,6501
positiv 24 25,0 33,3 16,7 25,0
Plattenepithelkarzinome des Penis negativ 30 73,3 10,0 3,3 13,3 0,1862
positiv 45 62,2 2,2 6,7 28,9
Plattenepithelkarzinome der Haut negativ 35 42,9 42,9 5,7 8,6 0,2001
positiv 1 0,0 0,0 0,0 100,0
rI:LIaI';tenepitheIkarzinome des Analka- negativ 5 80,0 20,0 0,0 0,0 0,6517
positiv 26 61,5 23,1 7,7 7,7

In einer separaten Kohorte von 176 Plattenepithelkarzinomen der Cervix uteri fand sich aller-
dings keine signifikante Korrelation zu einem fortgeschrittenen Tumorstadium (p=0,15) und
auch kein signifikanter Einfluss der Cytokeratin 10 Firbung auf das rezidivfreie Uberleben

(p=0,52, Abbildung 31-A) oder Gesamtiiberleben (p=0,51, Abbildung 31-B) der Patientinnen.
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4. Diskussion

In dieser Studie wurden 9462 Tumoren von 131 verschiedenen Tumortypen untersucht. Die
grofSe Zahl der untersuchten Tumoren wurde durch die Verwendung der TMA-Technik ermdg-
licht, wobei auch durch die jahrelange Vorarbeit einer groRen Zahl von Personen am UKE eine
einzigartige Sammlung von TMAs erstellt worden war. Das TMA-Verfahren weist verschiedene
Vorzuge auf, so erlaubt die Methode eine massive Beschleunigung von Studien an histologi-
schen Schnittpraparaten bei gleichzeitiger massiver Reduzierung der Kosten (Simon et al.
2004). Beziglich der Qualitat von Untersuchungen liegt der grofRte methodische Vorteil der
TMA-Methode in der maximalen Standardisierung der angewendeten Verfahren und Prozesse
(Simon et al. 2004). Die Standardisierung betrifft zunachst die Farbungen. Alle Schnitte fir
eine TMA-Studie kdnnen an einem Tag hergestellt werden, dann unter identischen Bedingun-
gen gelagert und an einem anderen Tag von einer Person mit absolut identischen Reagenzien,
bei identischen Bedingungen, identischer Raumtemperatur, identischer Luftfeuchtigkeit und
identischen Farbezeiten verarbeitet werden. Die fur alle Tumoren einer Studie identische Zeit
zwischen dem Herstellen der Schnittpraparate und der immunhistochemischen Farbung ver-
hindert einen variablen Einfluss der Schnittlagerungszeit auf die Farbeergebnisse. Studien ha-
ben namlich gezeigt, dass eine erhohte Dauer der Schnittlagerungszeit fur viele Antikdrper zu
einer signifikanten Verringerung der Farbeintensitat fihrt (Mirlacher et al. 2004; Jacobs et al.
1996; DiVito et al. 2004). Weitere Vorteile liegen in der Standardisierung der pro Tumor un-
tersuchten Gewebemenge und der Auswertung. Durch das gleichzeitige Vorliegen von hun-
derten von Tumoren auf einem Objekttrager kann der auswertende Pathologe jede Farbung
immer mit einer sehr grolRen Zahl von anderen Farbungen vergleichen, sodass es Ihm leichter
fallt, die Kriterien fir +, ++, +++ konstant zu halten (G.Sauter, personliche Mitteilung). Nach
der Erstbeschreibung der TMA-Methode 1998 durch Kononen et al (Kononen et al. 1998)
wurde dariber diskutiert, ob die kleine Gewebemenge pro Tumor (0,6mm Durchmesser) eine
reprasentative Beurteilung eines Tumors zuldsst (Sauter 2010). Studien haben aber gezeigt,
dass alle etablierten molekularen Prognosefaktoren an groBRen TMAs sehr gut reproduziert
werden konnten. Dies betrifft beispielsweise die prognostische Bedeutung von p53-Farbun-
gen (Vallmanya Llena et al. 2006) und Ki-67-Labeling-Index beim Harnblasenkarzinom (Nocito

et al. 2001), von HER2-Amplifikationen (Al-Kuraya et al. 2004) Ostrogen-, Progesteron- und
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p53-Immunhistochemie beim Mammakarzinom (Torhorst et al. 2001) oder die PTEN-Deletion

beim Prostatakarzinom (Krohn et al. 2012).

Dass die zwar kleine, aber fiir alle Tumoren identische untersuchte Gewebemenge nicht nur
kein Nachteil, sondern geradezu ein Vorteil sein kdnnte, ergab sich aus den Daten einer Studie
von Torhorst et al., der 2001 mehr als 500 Mammakarzinome an Grof3schnitten aber auch an
4 verschiedenen TMAs, gebaut aus dem gleichen Block, von dem der GroBschnitt untersucht
worden war, immunhistochemisch auf Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor und p53 un-
tersuchte (Torhorst et al. 2001). W3hrend die Daten fiir Progesteronrezeptor und Ostrogen-
rezeptor an TMAs und Grof3schnitten sich in ihrer Grolenordnung nur minimal unterschieden,
ergab sich flr p53 an den TMAs eine Positivitdt von zirka 15-20%, wahrend die Positivitadt an
GroRschnitten fast doppelt so groB war mit zirka 43% (Torhorst et al. 2001). Wenn von einem
Patientenkollektiv keine klinischen Verlaufsdaten vorgelegen hatte, ware dieser Befund un-
weigerlich so interpretiert worden, dass ca. die Halfte der p53 positiven Falle wegen Tumorhe-
terogenitdat am TMA verpasst wiirden (Torhorst et al. 2001). Da aber nur die an TMAs ermit-
telten, aber nicht die an GroBschnitten erzielten p53 Daten mit der Prognose korrelierten,
kamen die Autoren zum Schluss, dass an GroRRschnitten entweder biologisch irrelevante Be-
funde oder aber Farbeartefakte falschlicherweise als positiv interpretiert worden waren
(Torhorst et al. 2001). Insgesamt spricht alles dafiir, dass die TMA-Methode fiir den Vergleich
von unterschiedlichen Tumorkategorien wie beispielsweise unterschiedliche Entitdten oder

Tumoren mit unterschiedlichem klinischem Verlauf geradezu optimal geeignet ist.

Angesichts der groflen Zahl von in dieser Studie untersuchten Tumoren wurde ein spezielles
Augenmerk auf die Etablierung eines angemessenen immunhistochemischen Farbeprotokolls
gelegt. Entsprechend der Empfehlungen der International Working Group for Antibody Vali-
dation (IWGAV) verglichen wir die an 76 verschiedenen Normalgewebskategorien erzielten
Cytokeratin 10 Farbeergebnisse mit RNA-Expressionsdaten von Normalgeweben (Uhlen et al.
2016), welche aus drei unterschiedlichen 6ffentlich zuganglichen Datenbanken gewonnen
wurden. Die Verwendung von 76 verschiedenen Normalgewebskategorien fir diese Ver-
gleichsuntersuchung verfolgt das Ziel unseren Antikdrper eine moglichst breite Palette von
Proteinen ,vorzulegen”, um mogliche Kreuzreaktionen des Antikorpers zu erkennen. Die von
uns verwendete Normalgewebssammlung beinhaltet praktisch alle méglichen Zelltypen eines

adulten Menschen, sodass die Wahrscheinlichkeit sehr grol8 ist, fiir die diagnostische oder
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wissenschaftlichen Aussagen relevanten Kreuzreaktionen an dem Gewebekollektiv zu erken-
nen. Fir die Validitat unseres Assays spricht die vollige Limitierung der CK10-Immunfarbung
auf die Haut, welches das einzige Organ mit dokumentierter hochgradiger RNA-Expression ist.
Die einzige Diskrepanz zu den publizierten RNA-Daten lag darin, dass nachgewiesene RNA-
Expressionen in Mamma und Vagina in unserer Untersuchung nicht bestatigt werden konnten.
Moglicherweise sind diese RNA-Befunde in der Mamma und der Vagina durch Kontaminatio-
nen benachbarter Haut bedingt. Zumindest fiir die Mamma wird diese Interpretation dadurch
unterstitzt, dass zumindest zwei der drei Datenbanken die RNA-Expression von CK10 in Brust-
gewebe nicht bestatigen konnten. Cytokeratin-10-RNA fand sich namlich fir Mamma Gewebe
nur im HPA-Datensatz (Karlsson et al. 2021), aber nicht im GTEx- (Lonsdale et al. 2013) oder
dem FANTOM5-Datensatz (Lizio et al. 2018; Lizio et al. 2016). Dass eine Cytokeratin 10 Expres-
sion immunhistochemisch in verhornenden Plattenepithelien, in Tonsillenkrypten und in Has-
sall-Korperchen des Thymus nachweisbar war, ist angesichts der Hautbefunde plausibel. Dass
in keiner der drei genutzten RNA-Datenbanken zu Normalgewebsbefunden Cytokeratin 10
RNA in Tonsille oder Thymus beschrieben worden ist, diirfte durch den geringen prozentualen
Anteil dieser Zelltypen in den genannten Organen bedingt sein. Die Verwendung einer RNA-
Mixtur aus allen Zellen dieser Organe diirfte nur so wenig Cytokeratin-10-RNA enthalten, dass

diese nicht mehr nachgewiesen werden konnte.

Die ausgedehnte Untersuchung von Normalgeweben dient nicht nur der Validierung unseres
Assays, sondern auch einer Charakterisierung des Expressionsverhaltens von Cytokeratin 10
in Normalgeweben, wobei die praktisch vollstdandige Limitierung auf keratinisierende Plat-
tenepithelien und die Epidermis einerseits fir Cytokeratine nur ein schmales Spektrum von

Geweben mit einer physiologischen Bedeutung von Cytokeratin 10 ergibt.

Verschiedene Studien haben auf eine potenzielle Assoziation zwischen der Expression von Cy-
tokeratin 10 in nicht-verhornenden Plattenepithelzellen und der malignen Transformation
oder der Entwicklung von Dysplasien hingewiesen. Beispielsweise identifizierten Shirakawa et
al. in einer ihrer Untersuchungen eine abnorme Expression von Cytokeratin 10 in 12 von 48
Fallen (Shirakawa et al. 2000), die eine Dysplasie des Osophagusepithels aufwiesen. Garcia et
al. berichteten liber eine positive Immunreaktivitat fiir Cytokeratin 10 (CK10) in 25 von 33

Fallen von aktinischer Cheilitis mit Dysplasien (Garcia et al. 2016). In einer separaten Studie
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stellten Pendleton et al. fest, dass in 5 von 39 Fallen von dysplastischem Bronchialepithel eine

Positivitat fir CK10 nachweisbar war (Pendleton et al. 1996).

Diese Berichte sind insbesondere auch deswegen plausibel, da eine Verhornung von norma-
lerweise nicht-verhornenden Plattenepithelien (sogenannte Leukoplakien) in der Mundhohle
(Kramer et al. 1978), im oberen Aerodigestivtrakt (van Harten und Brakenhoff 2021), der Harn-
blase (Khan et al. 2002) und der Speiserdhre (Taggart et al. 2013) als fakultative Prakanzerose
gelten. Dariber hinaus gilt im Urothel eine verhornende, nicht aber eine nicht-verhornende
Plattenepithelmetaplasie als Risikofaktor fiir die spatere Entwicklung eines Plattenepithelkar-

zinoms (Lopez-Beltran et al. 2002).

Unsere erfolgreiche Untersuchung von 9462 Tumoren von 131 Entitdten identifizierte eine
Cytokeratin 10 Expression in 41 der analysierten Tumorkategorien und ermdglichte uns die
Definition einer Rangliste der untersuchten Tumorkategorien nach ihrer Cytokeratin 10 Posi-
tivitatsrate. Die Beobachtung, dass eine Immunfarbung fiir Cytokeratin 10 vorrangig in ver-
schiedenen Kategorien von Plattenepithelkarzinomen auftritt, spiegelt die Verhaltnisse in
Normalgeweben wider. Alle 11 analysierten Plattenepithelkarzinom-Typen von verschiede-
nen Ausgangsorganen fanden sich in den Top 13 Positionen unserer Cytokeratin 10 Rangliste
wieder. Interessanterweise blieb der prozentuale Anteil von Cytokeratin 10 positiven Plat-
tenepithelkarzinomen in allen Tumorkategorien unter 67% und die von der Haut- dem einzi-
gen physiologischerweise Cytokeratin 10 positiven Plattenepithel- ausgehenden Plat-
tenepithelkarzinome waren nicht die am haufigsten Cytokeratin positiven Plattenepithelkar-
zinome. Fir beide Befunde scheint die Pradilektion der Cytokeratin 10 Expression mit der un-
mittelbar mit der Verhornung zusammenhangenden Reifungsstadien der Plattenepithelzellen
zusammenzuhdngen. Auch in den Plattenepithelkarzinomen der Haut kommt es nicht in allen
Fallen zu einer Verhornung. Zudem ist die Verhornung gerade in den weniger gut differenzier-
ten Plattenepithelkarzinomen haufig nur fokal nachweisbar und kénnte dementsprechend im

TMA-Spots unterreprdsentiert sein.

Auch bei den Cytokeratin positiven Nicht-Plattenepithelkarzinomen diirfte der Nachweis einer
Cytokeratin 10 Expression in den meisten Fallen mit einer plattenepithelialen Differenzierung
zusammenhadngen. Dies gilt beispielsweise fiir den Warthin Tumor, den am haufigsten Cyto-
keratin 10 positiven nicht-plattenepithelialen Tumor. Die epitheliale Komponente von Wart-
hin Tumoren besteht aus einem zweireihigen Epithel, welches aus einer inneren
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zylinderzelligen eosinophilen oder onkozytischen luminalwerts gerichteten Zellkomponente
besteht und von einer basal orientierten Schicht von basalzellartigen Zellen umgeben wird
(Kuzenko et al. 2016). Die Verbindung dieser epithelialen Zellen zur Plattenepithel-Differen-
zierung wird durch das regelmdflige Vorkommen von plattenepithelialen Zellen in Feinna-
delaspiraten dieser Tumoren (Kéybasioglu et al. 2020) und weiterhin durch die gelegentlich
auftretende Entstehung von Plattenepithelmetaplasien (Webb und Eveson 2002), sowie Plat-
tenepithelkarzinomen in besagten Tumoren (Gunduz et al. 1999) unterstrichen. Plat-
tenepitheliale Tumoranteile, haufig auch keratinisierend sind fir die meisten der haufiger Cy-
tokeratin 10 positiven Nicht-Plattenepithelkarzinom-Tumorentitaten bekannt. So enthalten
Teratome, Pilomatrixome, Basalzellkarzinome der Haut, adenosquamdse Karzinome, Urothel-
karzinome und endometrioide Karzinome oft plattenepitheliale Komponenten, die Keratini-
sierung einschliefen kénnen (Boecker et al. 2021; lwasa et al. 2007; Malpica 2016; Sjoédahl et
al. 2012; Yoshikawa et al. 1998).

Die grolRe Zahl von Tumoren, welche in dieser Studie erfolgreich untersucht werden konnten,
erlaubte auch eine Evaluation der klinischen Bedeutung der Cytokeratin 10 Expression in plat-
tenepithelialen und urothelialen Karzinomen. Die signifikante Beziehung zwischen einer nur
geringen oder fehlenden Cytokeratin 10 Immunfarbung und einem hohen Malignitatsgrad in
einer Sammlung von 906 Plattenepithelkarzinomen von 11 verschiedenen Organen passt zu
den Daten mehrerer friherer Studien. Eine signifikante Beziehung zwischen geringer Cytoke-
ratin 10 Expression bzw. geringer oder fehlender Cytokeratin 10 Immunfarbung und ungiins-
tiger Prognose oder mit prognostisch unglinstigen histopathologischen Tumorparametern
wurden in friiheren Studien in Osophaguskarzinomen (Ohkawa et al. 2004), Mundhéhlen-Kar-
zinomen (Silveira et al. 2007; Ali et al. 2018; Bloor et al. 2001; Garcia et al. 2016) und Zervix-

Karzinomen gefunden (Lindstrom und Hellberg 2014).

Wou et al. hatten vorgeschlagen, dass der Nachweis einer Cytokeratin 10 Expression in urothe-
lialen Neoplasien als Anhaltspunkt auf eine plattenepitheliale Differenzierung gewertet wer-

den sollte (Wu et al. 1998).

Dieses Konzept wird durch unsere Befunde unterstiitzt, denn viele unserer Cytokeratin 10 po-
sitiven Urothelneoplasien zeigten auch morphologische Hinweise auf eine plattenepitheliale
Differenzierung. Auch die wesentlich héhere Rate der Cytokeratin 10 Positivitat in invasiven
als in nicht-invasiven  Urothelneoplasien passt zu dieser Annahme, da
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Plattenepithelmetaplasien oder plattenepithel-differenzierte Tumoranteile haufiger in fortge-
schrittenen muskelinvasiven Karzinomen als in nicht-invasiven papillaren Tumoren auftreten
(Lin et al. 2020; Liu et al. 2017; Makise et al. 2015). Eine fokale plattenepitheliale Differenzie-
rung ist bei invasiven Urothelkarzinomen ein haufig anzutreffendes Phanomen. Allerdings di-
vergieren die Angaben zur Haufigkeit erheblich. Studien, in denen muskelinvasive Urothelkar-
zinome untersucht worden sind, haben eine fokale plattenepitheliale Differenzierung in 6 bis
40 % der Félle gefunden (Erdemir et al. 2007; Liu et al. 2017; Lobo et al. 2020; Mitra et al.
2014). Verschiedene Studien legen nahe, dass die plattenepitheliale Differenzierung bei
Urothelkarzinomen von klinischer Bedeutung ist, da sie moglicherweise mit spezifischen the-
rapeutischen Ansprechmustern und Prognosen assoziiert sein konnte (Liu et al. 2017; Lobo et
al. 2020; Erdemir et al. 2007). So haben Logothetis et al. eine signifikante Beziehung zwischen
dem Vorhandensein einer plattenepithelialen Differenzierung bei Urothelkarzinomen und ei-
nem verminderten Ansprechen auf eine Chemotherapie gefunden (Logothetis et al. 1988; Lo-
gothetis et al. 1985). Martin et al. fanden an 46 Tumoren ein vermindertes Ansprechen von
teils plattenepithelial differenzierten Urothelkarzinomen auf eine Radiotherapie (Martin et al.

1989).

Die teilweise widerspriichlichen Daten der Literatur zur prognostischen Bedeutung der plat-
tenepithelialen Metaplasien in Urothelkarzinomen (Mitra et al. 2014; Bellmunt et al. 2002;
Scosyrev et al. 2011; Vale et al. 1993; Izard et al. 2015; Erdemir et al. 2007; Liu et al. 2017;
Lobo et al. 2020; Logothetis et al. 1985; Martin et al. 1989) (Zitate) kénnten damit zusammen-
hangen, dass das Erkennen einer fokalen plattenepithelialen Differenzierung in der techni-
schen Praxis schwierig sein kann (G.Sauter, persdnliche Mitteilung). Die Verwendung der Cy-
tokeratin 10 Immunhistochemie kdnnte moglicherweise dabei helfen eine objektivere Identi-
fikation von plattenepithelialen Differenzierung zu gewahrleisten und so dabei helfen, die kli-

nische Bedeutung dieses Phanomens besser einzuschatzen.

Hervorzuheben ist, dass eine fokale plattenepitheliale Differenzierung nicht nur in Urothelkar-
zinomen, sondern in einer Vielzahl von anderen Tumoren vorkommen kann wie beispielsweise
endometroiden Karzinomen, Mammakarzinomen, Adenokarzinomen des Magens oder des
Pankreas sowie auch in anderen Tumoren. Fir mehrere dieser Tumorarten wurde zumindest
in einzelnen Studien eine klinische Bedeutung der plattenepithelialen Differenzierung postu-

liert. So fanden beispielsweise Yamaguchi & Enjoji eine Beziehung der plattenepithelialen
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Differenzierung zu einer schlechteren Uberlebensrate beim pankreatischen Adenokarzinom

(Yamaguchi und Enjoji 1991).

Eine fokale Plattenepitheldifferenzierung tritt ebenfalls in Adenokarzinomen des Endometri-
ums, der Brust, des Magens und des Pankreas sowie in anderen Tumoren auf (Andrade et al.
2019; Beninato et al. 2018; Ozuner et al. 2015; Raman et al. 2018; Tejera Herndndez et al.
2022; Akce et al. 2018). Bei mehreren dieser Tumortypen wurde eine klinische Bedeutung der
Plattenepitheldifferenzierung vorgeschlagen. Beispielsweise wurde die Plattenepitheldiffe-
renzierung mit einem friheren Krankheitsrezidiv bei endometrioiden Endometriumkarzino-
men (Andrade et al. 2019) in Verbindung gebracht, mit Lymphknotenmetastasen und extrano-
daler Ausbreitung bei papillaren Schilddriisenkarzinomen (Beninato et al. 2018), mit einem
schnelleren Wachstum, axillarer Infiltration, Triple-Negativitdt und Fernmetastasen bei meta-
plastischen Karzinomen der Brust (Tejera Hernandez et al. 2022), einem fortgeschrittenen Sta-
dium und schlechter Prognose bei kolorektalen Adenokarzinomen (Ozuner et al. 2015), vas-
kularer Invasion bei duktalen Pankreasadenokarzinomen (Raman et al. 2018) und einem re-

duziertem Gesamtiiberleben bei adenosquamodsen Magenkarzinomen (Akce et al. 2018).

Allerdings schwankte der Anteil der Tumoren mit identifizierbaren Plattenepithelkarzinomen
in den verschiedenen Studien zu diesen Tumorentitaten. Beispielsweise reichte der Prozent-
satz der Tumoren mit plattenepithelialer Differenzierung von 6%—40% beim Urothelkarzinom
(Erdemir et al. 2007; Liu et al. 2017; Lobo et al. 2020), bei endometrioiden Endometriumkar-
zinomen reichte es von 13%-50% (Abeler und Kjgrstad 1992; Azueta et al. 2010; Zaino und
Kurman 1988; Zaino et al. 1991) und bei Basalzellkarzinomen von 5%—18% (Gualdi et al. 2021;
Laga et al. 2019).

Auch bei diesen Tumorarten kénnte die Anwendung der Cytokeratin 10 Immunhistochemie
eine Hilfe zur objektiveren Quantifizierung von plattenepithelial differenzierten Anteilen dar-
stellen und dabei helfen die klinische Relevanz dieses Phanomens besser zu erforschen. Der
Nachteil, dass Cytokeratin 10 nur die ausreifenden Anteile der plattenepithelialen Tumorkom-
ponenten erkennt kdnnte durch die Kombination von Cytokeratin 10 mit anderen Plat-
tenepithel Markern mit bevorzugtem Erkennen von basaloiden Strukturen kompensiert wer-

den.
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Zusammengefasst zeigen die Daten unserer Studien, dass Cytokeratin 10 ein nitzlicher Mar-
ker ist fur die Identifikation von ausreifendem, keratinisierendem Plattenepithel. Die Cytoke-
ratin 10 Immunhistochemie kdnnte deswegen nitzlich sein fiir eine objektive Evaluation der
klinischen Bedeutung einer fokalen plattenepithelialen Differenzierung. Dariber hinaus
konnte der Nachweis einer Cytokeratin 10 Expression in nicht verhornendem Plattenepithe-
lien ein friiher Hinweis auf die beginnende Keratinisierung und damit moglicherweise einen
Ubergang in eine Priakanzerose anzeigen. Fiir die Kldrung der klinischen Relevanz der Cytoke-

ratin 10 Immunhistochemie erscheinen somit weitere Studien angebracht zu sein.
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5. Zusammenfassung

Cytokeratin 10 (CK10) ist ein saures Cytokeratin vom Typ | mit niedrigem Molekulargewicht,
das hauptsachlich im keratinisierenden Plattenepithel der Haut vorkommt. Bei Plattenepithel-
karzinomen verschiedener Lokalisationen und bei einigen anderen epithelialen Neoplasien
wurden unterschiedliche Konzentrationen von CK10 festgestellt. Um die Pravalenz der CK10-
Expression in normalem und neoplastischem Gewebe umfassend zu bestimmen, wurde ein
Tissue Microarray mit 11 021 Proben von 131 verschiedenen Tumortypen und -subtypen im-
munhistochemisch analysiert. Eine CK10-Immunfarbung war in 41 von 131 Tumorkategorien
nachweisbar, darunter 18 (13,7%) Tumorarten mit mindestens einem stark positiven Fall. Die
hdchste Rate positiver Farbungen wurde bei Plattenepithelkarzinomen unterschiedlicher Her-
kunft (positiv in 18,6%-66,1%) und bei Warthin-Tumoren der Speicheldriisen (47,8 %) festge-
stellt, gefolgt von verschiedenen Tumorentitdten, von denen bekannt ist, dass sie potenziell
Bereiche mit Plattenepithelzelldifferenzierung aufweisen, wie Teratome (33,3 %), Basalzell-
karzinome der Haut (14,3 %), adenosquamdse Karzinome des Gebarmutterhalses (11,1 %) und
verschiedene Kategorien urothelialer Neoplasien (3,1 %-16,8 %). In einer kombinierten Ana-
lyse von 906 Plattenepithelkarzinomen aus 11 verschiedenen Ursprungsorten, wurde eine re-
duzierte CK10-Farbung mit einem hohen Grad (p<0,0001) und einem fortgeschrittenen pT-
Stadium (p=0,0015) beobachtet, diese standen jedoch nicht mit einer HPV-Infektion in Ver-
bindung. Bei 176 Plattenepithelkarzinomen des Gebarmutterhalses stand die CK10-Farbung
in keinem statistischen Zusammenhang mit dem Grad (p=0,1509), dem rezidiv freien
(p=0,5247) oder dem Gesamtiiberleben (p=0,5082). In der Harnblase trat die CK10-Farbung
haufiger bei muskelinvasiven Urothelkarzinomen (17,7%), als bei nicht-invasiven Urothelkar-
zinomen (4,0%-6,0%; p<0,0001) auf. Zusammenfassend unterstreichen unsere Daten eine
Rolle von CK10 als Marker fiir die reife, keratinisierende Plattenepithelzelldifferenzierung in
Epithelgeweben. Die CK10-Immunhistochemie kann daher fiir eine objektivere Bewertung der

klinischen Bedeutung der fokalen Plattenepithelzelldifferenzierung bei Krebs hilfreich sein.
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6. English Summary

Cytokeratin 10 (CK10) is a type | acidic low molecular weight cytokeratin which is mainly ex-
pressed in keratinizing squamous epithelium of the skin. Variable levels of CK10 protein have
been described in squamous carcinomas of different sites and in some other epithelial neo-
plasms. To comprehensively determine the prevalence of CK10 expression in normal and ne-
oplastic tissues, a tissue microarray containing 11,021 samples from 131 different tumor types
and subtypes was analyzed by immunohistochemistry. CK10 immunostaining was detectable
in 41 (31.3 %) of 131 tumor categories, including 18 (13.7 %) tumor types with at least one
strongly positive case. The highest rate of positive staining was found in squamous cell carci-
nomas from various sites of origin (positive in 18.6 %—66.1 %) and in Warthin tumors of sali-
vary glands (47.8 %), followed by various tumor entities known to potentially exhibit areas
with squamous cell differentiation such as teratomas (33.3 %), basal cell carcinomas of the
skin (14.3 %), adenosquamous carcinomas of the cervix (11.1 %), and several categories of
urothelial neoplasms (3.1 %—16.8 %). In a combined analysis of 906 squamous cell carcinomas
from 11 different sites of origin, reduced CK10 staining was linked to high grade (p < 0.0001)
and advanced stage (p = 0.0015) but unrelated to HPV infection. However, CK10 staining was
not statistically related to grade (p = 0.1509) and recurrence-free (p = 0.5247) or overall sur-
vival (p =0.5082) in 176 cervical squamous cell carcinomas. In the urinary bladder, CK10 stain-
ing occurred more commonly in muscle-invasive (17.7 %) than in non-invasive urothelial car-
cinomas (4.0 %—6.0 %; p < 0.0001). In summary, our data corroborate a role of CK10 as a suit-
able marker for mature, keratinizing squamous cell differentiation in epithelial tissues. CK10
immunohistochemistry may thus be instrumental for a more objective evaluation of the clini-

cal significance of focal squamous differentiation in cancer.
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7. Abkiirzungsverzeichnis
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12. Erklarung des Eigenanteils

Das Thema fiir die vorliegende Dissertation habe ich zusammen mit meinem Betreuer,

Prof. Dr. Guido Sauter, am Institut flr Pathologie des UKE ausgewahlt.

Mein Eigenanteil an der Studie umfasste die folgenden Arbeiten:

Zur Auswahl des Themas habe ich zundchst eine umfassende Literaturrecherche zur Expres-
sion von Cytokeratin 10 (CK10) in Normalgeweben und Tumoren durchgefihrt. Zur Erweite-
rung des Multitumor Gewebemikro-Arrays (MTA) habe ich die Technik der Arrayherstellung
erlernt und die Auswahl und pathologische Beurteilung geeigneter Gewebebldcke organi-
siert. Die Auswahl des geeigneten Antikorpers sowie die Festlegung der optimalen Verdun-
nung habe ich in Zusammenarbeit mit meinem Betreuer getroffen. Dafiir habe ich mehrere
Testfarbungen durchgefiihrt und ausgewertet. Ich war zudem fiir die Erfassung der (anony-
misierten) klinischen Verlaufsdaten und der histopathologischen Parameter der Tumoren fiir
die MTA-Erweiterung in einer Excel-Tabelle verantwortlich. Die immunhistochemischen Far-
bungen und die Beurteilung der Farbungen erfolgten durch technisches Personal und eine
erfahrene Pathologin des Instituts fur Pathologie. Meine Aufgabe bestand in der anschlie-
Renden Aufnahme der Daten und deren Aufarbeitung fiir die abschlieBende statistische Ana-
lyse, die von Herrn Professor Simon vom Institut fir Pathologie des UKE durchgefiihrt wurde.

Die vorliegende Dissertationsschrift habe ich eigenstandig und ohne fremde Hilfe verfasst.
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