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1 Einleitung

1.1 Kallikreine

Kallikreine sind spezifische Serinproteasen. Hierbei handelt es sich um Enzyme aus
der Gruppe der Endopeptidasen, die in der Lage sind, Proteine und Peptide zu spalten. Die
sogenannten Serinendopeptidasen lassen sich nach ihrem Katalysemechanismus in
Metallo-, Aspartat-, Serin-, Cystein- und Threoninproteasen sowie Proteasen unbekannten
Typs unterteilen (Barrett, 2001; Yousef et al., 2005).

Der Begriff ,Kallikrein® (in Anlehnung an das griechische ,Kallikreas® fiir
,Bauchspeicheldriise‘) wurde erstmalig von Kraut, Werle und Frey um 1930 verwendet,
nachdem die Arbeitsgruppe die Protease im Pankreas gefunden hatte (Kraut et al., 1930).

Es wird zwischen Plasma- und Gewebekallikreinen unterschieden. Plasmakallikrein
wird hauptséchlich in der Leber synthetisiert (als Plasma-Prikallikrein) (Mandle & Kaplan,
1977) und von einem Gen kodiert, das auf dem Chromosom 4q35 liegt und aus 15 Exons
besteht (Beaubien et al., 1991). Das Gen kodiert fiir ein Enzym, das Bradykinin aus
hochmolekularem Kininogen (HMWK) freisetzt (Takagaki et al., 1985).

Die 15 humanen Gewebekallikreine sind extrazelluldre Serinproteasen, die zur
Trypsin-Gruppe und Chymotrypsin-dhnlichen Serinproteasen S1A gehdren (Yousef et al.,
2005). Das humane Gewebekallikrein (auch KLK1 genannt) und die 14
kallikreinverwandten Peptidasen (KLK2-KLK15) z&hlen hierzu. Es handelt sich hierbei
um 15 homologe Serinproteasen, die vom groBten Protease-Gencluster im menschlichen
Genom kodiert werden (Yousef, Chang, et al., 2000). Gewebekallikreine spielen eine
physiologische Rolle in der Verfliissigung des Spermas (Luo et al., 2006), der
Schmelzbildung (Hart et al., 2004; Hart et al., 2003), der Erhaltung der Hauthomoostase
(Brattsand & Egelrud, 1999) sowie der Regulation des Blutdrucks (Bhoola et al., 1992).
Sie sind auf dem Chromosom 19q13.4 lokalisiert (Beaubien et al., 1991).
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Abbildung 1: Familie der humanen Gewebekallikreine.

Quelle: (Prassas et al., 2015)

1.2 KLK7

KLK?7 ist ein Genprodukt aus dem KLK7-Gen, das auf dem 19. Chromosom auf
q13.41 lokalisiert ist. Daraus konnen vier verschiedene gespleiite Transkripte entstehen.
Sie besitzen fiinf Exons. Die molekulare Masse der daraus resultierenden Proteine kann, je
nach Transkript, zwischen 27,5 kDa und 7,8 kDa variieren (The Human Protein Atlas,
2023). Das exprimierte Protein umfasst 253 Aminoséduren (The Human Protein Atlas,
2023).

KLK?7 wurde urspriinglich aus dem Stratum corneum isoliert. Deshalb wurde
KLK?7 auch als Stratum Corneum Chymotryptic Enzym (kurz: SCCE) bekannt (Lundstrom
& Egelrud, 1991). Synonyme hierfiir sind Human Kallikrein 7 (kurz: HK7) und PRSS6
(The Human Protein Atlas, 2023). Die Protease wurde spater aufgrund ihrer Lokalisation
im Protease-Gencluster in Kallikrein 7 (KLK7) umbenannt (Yousef, Scorilas, et al., 2000).
KLK7 ist eine Serinprotease, die iiberwiegend in der Epidermis vorkommt und durch die
proteolytische Spaltung von Corneodesmosin und Desmocollin zur Desquamation der Haut
beitriagt (Egelrud, 2000; Egelrud & Lundstrom, 1991). Sie ist Teil einer proteolytischen
Aktivierungskaskade (Borgono et al., 2007; Brattsand et al., 2005). Inhibiert wird KLK7
durch endogene Hemmstoffe wie Serpine (Luo & Jiang, 2006), LEKTI-1 (lympho-
epithelial kazal-type inhibitor) (Schechter et al., 2005), alpha2-Makroglobulin (Galliano et



al., 2006) sowie Metallionen wie Cu2+- und Zn2+-Ionen im niedrigmolekularen Bereich

(Debela et al., 2007).
1.3 Struktur

KLK7 hat eine chymotrypsinartige Spezifitit und zeichnet sich besonders durch
seine S1-Tasche aus, die eine starke Préferenz fiir Tyrosin sowohl in der P1- als auch in
der P2-Position zeigt. Dies wird durch das polare Asn189 der hydrophoben S1-Tasche
erklart. Auch in S2 wird Tyrosin bevorzugt (Debela et al., 2007).

Die Form des KLK7-Molekiils wird als konkav ellipsoid mit den ungefahren
MaBen A x 40 A x 35 A beschrieben (Fernandez et al., 2008). Die Struktur dhnelt mit ihrer
dualen B-Faltung der Struktur der trypsindhnlichen Serinproteasen-Familie (Lesk &
Fordham, 1996).

Kallikrein loop

70-80 loop

W
148 loop

Abbildung 2: Tertidrstruktur von KLLK7; Darstellung der Seitenketten der katalytischen Triade (His57, Asp102,
Ser195). Quelle: (Fernandez et al., 2008)

Das Molekiil kann in zwei hydrophob interagierende Doménen von etwa 120
Resten unterteilt werden. Jede Domine besteht aus einem sechsstrangigen, antiparallelen
B-Barrel (Fernandez et al., 2008). Diese sind durch drei Segmente miteinander verbunden
(Debela et al., 2007). An der Verbindungsstelle der 3-Barrel befinden sich die katalytische
Triade sowie die S1-S4-Substratbindungsstellen. Das Sequenzalignment der Aminoséuren
von KLK7 dhnelt am ehesten dem vom KLKS5 (sieche Abbildung 2) (Debela et al., 2007).
KLK7 besitzt eine 70-80-Schleife, die zwei bis drei Reste kiirzer ist als bei anderen bereits
untersuchten Serinproteasen (Debela et al., 2007). Nichtsdestotrotz weist KLK7
Ahnlichkeit mit den restlichen Serinproteasen aus der KLK-Familie auf, insbesondere in
den Schleifen sowie in der riumlichen Ausrichtung der Reste, die die katalytische Triade

am aktiven Zentrum bilden (Debela et al., 2007; Fernandez et al., 2008).
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Abbildung 3: Zeigt den Vergleich der Sequenzen von KLK4-KLK?7; rot = unverinderte Reste, griin = Reste, die zur
katalytischen Triade gehdren. Quelle: (Fernandez et al., 2008)

1.4 Funktion und Expression im Normalgewebe

KLK7 spielt eine Schliisselrolle bei der Erhaltung der Homoostase der Haut. Durch
die proteolytische Spaltung der korneodesmosalen Proteine Desmocollin und
Corneodesmosin kommt es zur Desquamation (Borgono et al., 2007; Egelrud, 2000;
Skerrow et al., 1989).

Die Epidermis ist die oberste Hautschicht. Sie besteht von au3en nach innen aus
dem Stratum corneum, dem Stratum lucidum (nur in der Leistenhaut vorhanden), dem
Stratum granulosum, dem Stratum spinosum und dem Stratum basale. Das Stratum basale
grenzt an der Lamina basalis. Im Stratum basale befinden sich Stammzellen, die sich zu
Keratinozyten ausdifferenzieren und von nachkommenden Zellen in Richtung des Stratum
corneums geschoben werden. Innerhalb von 14 Tagen sind sie ausdifferenziert. In der
obersten Epidermisschicht, dem Stratum corneum, befinden sich die abgeflachten und
abgestorbenen Korneozyten, die nach weiteren 14 Tagen abgestoflen werden. Wéhrend die
Zellen die verschiedenen Epidermisschichten durchwandern, verédndern sie ihre Form. So
verlieren sie ihre Organellen, schrumpfen aufgrund von Fliissigkeitsverlust und flachen
zunehmend ab. Das Stratum corneum ist die bedeutsamste Schutzbarriere der Haut
gegeniiber physikalischen und chemischen Schiden sowie mikrobiellen Erregern. Dort
befinden sich nur noch Korneozyten (Borgono et al., 2007). Diese sind durch sogenannte
Korneodesmosomen miteinander verbunden. Korneodesmosomen bestehen aus dem
Strukturprotein Corneodesmosin, das fiir die Haftung der Korneozyten untereinander

verantwortlich ist. Die Zelladhdsion wird kalziumabhéngig von Desmogleinen (DSG1-4)



(Skerrow et al., 1989) und Desmocolline 1-3 vermittelt. Sowohl Desmogleine als auch
Desmocolline zéhlen zu den desmosomalen Cadherinen (Green & Gaudry, 2000). Die
Korneodesmosomen enthalten zusétzlich Corneodesmosin, ein Gykoproteinbestandteil
(Borgono et al., 2007). Die Korneozyten enthalten ein Keratinfilamentnetz. Der
Interzellularraum des Stratum corneums ist mit Lipiden gefiillt (Ovaere et al., 2009;
Pierard et al., 2000).
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Abbildung 4: Autbau der Epidermis; Darstellung der verschiedenen Schichten. Quelle: (Ovaere et al., 2009)

KLK?7 ist reichlich im Stratum granulosum vorhanden und wird vermutlich von
Lamellenkdrperchen transportiert und in die Zwischenrdume des Stratum corneum als
inaktives Zymogen sezerniert (Ishida-Yamamoto et al., 2004; Prassas et al., 2015; Sondell
et al., 1995). Um aktiv zu werden, bendtigt das Zymogen die N-terminale Spaltung des
Pro-Peptids (Brattsand et al., 2005).

So kommt es zu einer Aktivierungskaskade. KLKS5 aktiviert sich selbst, das
inaktive Zymogen pro-KLK7 sowie zusitzlich pro-KLKS8 und pro-KLK14. Das aktivierte
KLK14 kann nun wiederum pro-KLKS5 aktivieren (Borgono et al., 2007).

Das aktivierte KLK7 spaltet in den Korneodesmosomen Desmocollin und
Corneodesmosin. Die Verbindung der Korneozyten durch die korneodesmosomalen
Proteine wird aufgehoben und es kommt zur Desquamation (Egelrud, 2000).

Die grofite Protein- und RNA-Expression findet sich in der Haut. Lokalisiert ist
KLK7 im Stratum granulosum und Stratum corneum. Des Weiteren konnte die Expression
in deutlich geringeren Mengen auch in Geweben des Osophagus, der Vagina, der
Speicheldriise, der Eileiter, der Niere, der Brust, der Tonsille und der Zervix nachgewiesen

werden. Eine Ubersicht findet sich in Abbildung 6 (The Human Protein Atlas, 2023).
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Abbildung 5: Proteinexpression von KLLK7 im Normalgewebe
Quelle: The Human Protein Atlas, 2023, Stand 30.07.2023.
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Abbildung 6: mRNA-Expression von KLLK7 im Normalgewebe
Quelle: The Human Protein Atlas, 2023, Stand 10.05.2023. Abkiirzungen: n'TPM = normalized Transcript per million.

1.5 Bedeutung in Krankheiten

Fiir die Aufrechterhaltung der Homoostase der Haut ist ein Gleichgewicht zwischen
Abschuppung und Proliferation neuer Korneozyten notwendig. Die Umsatzzeit des
Stratum corneums betragt etwa zwei bis vier Wochen. Die Desquamation der Korneozyten
wird von Proteasen wie KLK7 gesteuert. Der endogene Proteaseinhibitor LEKTI (lympho-
epithelial Kazal-type-related inhibitor) ist fiir die Aufrechterhaltung des Gleichgewichts
zwischen Desquamation und Proliferation von Korneozyten zustéindig (Deraison et al.,
2007; Schechter et al., 2005).

Bei Storungen der Desquamation kommt es zur Anhdufung von Zellen auf der
Hautoberfldche mit oder ohne Verdickung des Stratum corneums. Dies kann symptomfrei
verlaufen oder durch Rauigkeit, Trockenheit oder sichtbare Schuppungen auffallen

(Egelrud, 2000).



KLK7 aktiviert das antimikrobielle Cathelicidin-Peptid LL-37 (Yamasaki et al.,
2006). Ferner konnten Nylander-Lundqvist et al. zeigen, dass KLK7 IL-18 aktivieren kann
(Nylander-Lundqvist & Egelrud, 1997) und somit eine Verbindung zwischen KLK7 und
Entziindungsreaktionen der Haut besteht. Erkrankungen wie die atopische Dermatitis
(Cork et al., 2009; Egelrud, 2000; Guo et al., 2020) und das Netherton-Syndrom werden
mit der Dysregulation von KLK7 in Verbindung gebracht (Hovnanian, 2013; Kishibe,
2019).

Die atopische Dermatitis (Synonyme: atopisches Ekzem, Neurodermitis) ist eine
chronische oder chronisch-rezidivierende Erkrankung der Haut, die hdufig mit Juckreiz
und Begleiterscheinungen wie asthmatischen und/oder allergischen Erkrankungen wie
Rhinitis auftreten kann und eine Uberproduktion von IgE-Antikdrpern aufweist (David
Boothe et al., 2017).

Die Aktivitit der beiden Serinproteasen KLK5 und KLK7 kann durch Anderungen
des pH-Werts auf den Wert 7 um bis zu 50 % erhoht werden. Das pH-Optimum dieser
beiden Proteasen liegt im neutralen Bereich (Ekholm et al., 2000). Eine Uberaktivierung
von KLKS5 und KLK7 kann durch die gesteigerte Spaltung die Barrierefunktion der Haut
storen. Roedl et al. haben eine verminderte Expression des Gens SPINKS festgestellt, das
fiir den Serinproteaseinhibitor LEKTI kodiert (Roedl et al., 2009). Zusitzlich wurde
festgestellt, dass die KLK7-Expression bei atopischer Dermatitis erhoht ist (Voegeli et al.,
2009).

Beim Netherton-Syndrom handelt es sich um eine autosomal-rezessiv vererbte
Krankheit der Haut, bei der es durch eine erhohte IL-18-Expression zu Abschuppungen,
gestorter Keratinisierung und fehlerhafter Haarbildung kommt. IL-18 wird durch KLK7
aktiviert. Gleichzeitig gibt es hier eine vermehrte Expression von Mediatoren, die
Allergien fordern, weshalb es zu allergischen Reaktionen und schweren Entziindungen
kommen kann (Hovnanian, 2013). Bei Neugeborenen besteht die Gefahr von Dehydrierung
(Sarri et al., 2017). Das Netherton-Syndrom wird durch Mutationen im Gen SPINKS5
verursacht. Das Gen SPINKS kodiert fiir den Proteaseinhibitor LEKTI-1 (Chavanas et al.,
2000). Studien an Méusen haben gezeigt, dass ein Mangel an LEKTI-1 eine ungehemmte
Aktivitdt der Proteasen KLK7 und KLKS5 zur Folge hat. Dies fiihrt zu einer vermehrten

Desquamation (Descargues et al., 2005).



1.6 Bedeutung in Tumoren

Die Entitéten, in denen die KLK7-Expression bisher nachgewiesen wurde, sind in

Abbildung 7 dargestellt.
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Abbildung 7: KLK7-Expression in humanen Tumoren
Die Darstellung zeigt die Literaturdaten beziiglich des Nachweises von KLK7 im Tumorgewebe; n = Anzahl der
bisherigen Literatur; grau = Einfluss des Markers auf das Tumorverhalten nicht untersucht; hellblau = Tendenz positiver

Einfluss; dunkelblau = positive Prognose, hellrot = Tendenz negativer Einfluss; dunkelrot = negative Prognose

Literaturverweise zu den Daten aus Abbildung 7:

Hirntumoren:

(Prezas et al., 2006)

Kolorektales Karzinom:

(Devetzi et al., 2013; Inoue et al., 2010; Talieri, Li, et al., 2009; Talieri, Mathioudaki, et al., 2009; Walker et
al., 2014)

Lungenkarzinom:

(Planque et al., 2005; Singh et al., 2008)

Magenkarzinom:

(Lim et al., 2020)




Fortsetzung zu Literaturverweise zu den Daten aus Abbildung 7:
Mammakarzinom:

(Ejaz et al., 2017; Geng et al., 2020; Li et al., 2009; Talieri et al., 2011; Talieri et al., 2004)

Melanom:
(Delaunay et al., 2017; Haddada et al., 2018; Martins et al., 2011)
Nierenzellkarzinom:

(Gabril et al., 2010; Tailor et al., 2018)

Schilddriisenkarzinom:

(Kim et al., 2010; Reyes et al., 2019; H. Zhang et al., 2018; Y. Zhang et al., 2018)

Orales Plattenepithelkarzinom.

(Kumar et al., 2020; Leusink et al., 2015; Pettus et al., 2009; Wang et al., 2013; Zhao et al., 2011)

Osophaguskarzinom:

(Xi et al., 2015)

Ovarialkarzinom:

(Chen et al., 2020; Dong et al., 2003; Dong et al., 2010; Dorn et al., 2014; Gong et al., 2020; Kyriakopoulou
et al., 2003; Psyrri et al., 2008; Shan et al., 2006; Shigemasa et al., 2001; Tamir et al., 2014; Tanimoto et al.,
1999; Wang et al., 2018)

Pankreaskarzinom:
(Du et al., 2018; Takovlev et al., 2012; Johnson et al., 2007; Ramani & Haun, 2008a; Ramani et al., 2008;
Zheng et al., 2018)

Prostatakarzinom:

(Jamaspishvili et al., 2011; Mo et al., 2010; Xuan et al., 2008; Zhang et al., 2015)

Zervixkarzinom:

(Li et al., 2014; Santin et al., 2004; Termini et al., 2010; Tian et al., 2004)

Die KLK7-Expression ist bei Prostatakarzinomen herunterreguliert (Xuan et al.,
2008; Zhang et al., 2015) und es gibt in der Literatur widerspriichliche Aussagen dariiber,
ob die Expression eine positive oder negative prognostische Relevanz hat.

Beim Pankreaskarzinom wurde eine eindeutig erhohte Expression festgestellt (Du
et al., 2018; lakovlev et al., 2012; Ramani & Haun, 2008a; Ramani et al., 2008; Zheng et
al., 2018). Dabei fiel auf, dass das Expressionslevel bei Pankreaskarzinomen mit einer
ungilinstigen Prognose assoziiert war. So wurde ein KLK7-Nachweis bei Patienten mit
nicht resezierten duktalen Adenokarzinomen des Pankreas mit einem kiirzeren
Gesamtiiberleben in Verbindung gebracht (Iakovlev et al., 2012). Ramani et al. fanden
heraus, dass eine Expression von KLK7 zu einer Verringerung der Zelladhésion an
Vitronectin fithrt (Ramani & Haun, 2008a). Ferner scheint KLK7 ein unabhédngiger
Risikofaktor fiir die vaskulédre Invasion von Pankreaskarzinomen zu sein. So scheint KLK7

die Proliferation von Tumorzellen zu fordern und die Chemosensitivitdt zu verringern



(Zheng et al., 2018). Bei Ovarialkarzinomen sei das KLK7-Expressionslevel ebenfalls
erhoht, das iiberwiegend mit einer negativen Prognose assoziiert ist. Die vermehrte
Expression sei mit einem kiirzeren progressionsfreien Uberleben verbunden (Chen et al.,
2020; Kyriakopoulou et al., 2003). Im Gegensatz dazu fand die Arbeitsgruppe von Dorn et
al. heraus, dass ein hoher KLK7-Antigengehalt im Tumorgewebe von 98 Karzinomen mit
einer positiven Prognose einhergehen kann. In oralen Plattenepithelkarzinomen wird
KLK7 reichlich exprimiert, was mit einer iiberwiegend ungiinstigen Prognose beziiglich
des Gesamtiiberlebens in Verbindung gebracht wird (Kumar et al., 2020; Pettus et al.,
2009; Zhao et al., 2011). Zu papilldren Schilddriisenkarzinomen gibt es bisher wenige
Studien. Die vermehrte Expression von KLK7 ist in Geweben und Zelllinien mit einer
negativen Prognose fiir Patienten assoziiert (Y. Zhang et al., 2018). Auch bei kolorektalen
Karzinomen ist die Expression erhoht. Das Expressionslevel ist mit einem kiirzeren
Gesamt- und krankheitsfreien Uberleben verbunden (Talieri, Mathioudaki, et al., 2009). Es
wurde eine parallele Uberexpression von KLK7 und KLK 14 gefunden (Devetzi et al.,
2013).

Bei Mammakarzinomen ergab die Literaturrecherche Diskrepanzen beziiglich des
Einflusses von KLK7. Bei Patienten mit triple-negativem Mammakarzinom (TNB)
korrelierte bei Geng et al. ein erhohter KLK7-Spiegel signifikant mit einem verldngerten
Gesamtiiberleben (Geng et al., 2020). Die Studie durch Talieri et al. aus dem Jahr 2004
ergab jedoch, dass die KLK7-Genexpression bei KLK7-positiven Tumoren mit einer
weniger giinstigen Prognose (kiirzeres krankheitsfreies Uberleben und Gesamtiiberleben)
assoziiert ist als bei Patienten mit KLK7-negativen Tumoren.

Ferner konnte bei Osophaguskarzinomen eine Tendenz KLK 7-positiver
Karzinomen zu ungiinstiger Prognose aufgezeigt werden, womdglich weil in KLK7-
positiven Tumoren die Proliferation und Invasivitit erhoht war (Xi et al., 2015).

Bei Zervixkarzinomen soll das KLK7-Expressionslevel oft deutlich erhoht sein,
was in einigen Studien mit einer negativen Prognose verbunden war (Li et al., 2014; Santin
et al., 2004). Bei immunhistochemischen Untersuchungen wurde gezeigt, dass die KLK7-
Féarbung mit dem Schweregrad der Erkrankung zunimmt (Termini et al., 2010). Eine
andere Tumorart, bei der die KLK7-Expression erhoht gefunden wurde, ist das maligne
Melanom. Hier zeigen sich beziiglich der assoziierten Prognose Diskrepanzen in den
Literaturdaten. Martins et al. zeigten, dass die Expression mit einer guten Prognose und
Uberlebensrate verbunden war (Martins et al., 2011). Im Gegensatz dazu gibt es Studien,

in denen gezeigt wird, dass eine aberrante KLK7-Expression zu einem Wechsel vom
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proliferativen zum invasiven Phinotyp fiihrt und mit einer negativen Prognose assoziiert

ist (Delaunay et al., 2017; Haddada et al., 2018).

Zu Hirntumoren gibt es nur wenig Literatur. Eine hohe Expression korrelierte in

einer Studie hierbei mit einem kiirzeren Gesamtiiberleben sowie mit einem aggressiveren

Phénotyp (Prezas et al., 2006). Die Abbildung 8 zeigt den Einfluss einer erhhten KLK7-

Expression in verschiedenen humanen Tumoren. Dabei wird zwischen

immunhistochemischen Studien und anderen Untersuchungsmethoden unterschieden.
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Mit einer negativen Prognose assoziiert (Kein IHC)

Mit einer positiven Prognose assoziiert (Kein IHC)

Abbildung §: Einfluss des KLLK7-Expressionslevels in humanen Tumoren

Die Darstellung zeigt die Aussagen in der Literatur beziiglich des Einflusses eines erhohten KLK7-Expressionslevels auf

die Prognose bei verschiedenen Entitéten.

Literaturverweise zu den Daten aus Abbildung 8:

Hirntumoren:

(Prezas et al., 2006)

Kolorektales Karzinom:

(Devetzi et al., 2013; Inoue et al., 2010; Talieri, Mathioudaki, et al., 2009)

Mammakarzinom.

(Geng et al., 2020; Talieri et al., 2011; Talieri et al., 2004)

Melanom:

(Delaunay et al., 2017; Haddada et al., 2018; Martins et al., 2011)

Schilddriisenkarzinom:

(Y. Zhang et al., 2018)
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Fortsetzung zu Literaturverweise zu den Daten aus Abbildung 8:
Orales Plattenepithelkarzinom:

(Kumar et al., 2020; Leusink et al., 2015; Pettus et al., 2009; Zhao et al., 2011)

Osophaguskarzinom:

(Xi et al., 2015)

Ovarialkarzinom:
(Chen et al., 2020; Dong et al., 2010; Dorn et al., 2014; Gong et al., 2020; Kyriakopoulou et al., 2003; Psyrri
et al., 2008; Shan et al., 2006; Tanimoto et al., 1999)

Pankreaskarzinom:

(Du et al., 2018; Takovlev et al., 2012; Ramani & Haun, 2008a; Ramani et al., 2008; Zheng et al., 2018)

Zervixkarzinom:

(Li et al., 2014; Santin et al., 2004; Termini et al., 2010)

In der Literaturrecherche wurde deutlich, dass in den bisherigen Studien

Diskrepanzen in der Hiufigkeit der Positivititen gezeigt werden konnten.
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Mammakarzinom X

Klarzelliges Nierenzellkarzinom ® n=1-10 X
n=11-25
® n>25
Papillares Nierenzellkarzinom X
X=Mittelwert
Chromophobes Nierenzellkarzinom X
Onkozytom X
Ovarialkarzinom (] X0
Kolorektales Adenokarzinom X
Zervix Adenokarzinom ° Q X ]
Orales Plattenepithelkarzinom [ ] X 0
Adenokarzinom Pankreas ] X
Malignes Melanom X
Plattenepithelkarzinom Zervix X o
Adenokarzinom Prostata "

Plattenepithelkarzinom Haut X

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Abbildung 9: Literaturdiagramm

Die Darstellung zeigt die Literaturdaten beziiglich der erhobenen KLK7-Expressionen in verschiedenen Tumorentitéten.
Die Grofe der eingeschlossenen Tumoren pro Studie ist farblich dargestellt. Rote Punkte entsprechen einer
Teilnehmerzahl von eins bis zehn, gelbe Punkte einer Teilnehmerzahl von elf bis 25 und griine Punkte einer
Teilnehmerzahl von tiber 25. Ein Mittelwert der eingeschlossenen Studienergebnisse ist in Form eines X pro
Tumorentitét abgebildet. Auf der y-Achse sind die Tumorentititen nach MittelwertgroBe aufgelistet und auf der x-Achse

ist die KLK7-Expression in Prozent dargestellt.

Literaturverweise zu den Daten aus Abbildung 9:
Chromophobes Nierenzellkarzinom:

(Gabril et al., 2010)

Klarzelliges Nierenzellkarzinom:

(Gabril et al., 2010)
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Fortsetzung zu Literaturverweise zu den Daten aus Abbildung 9:
Kolorektales Adenokarzinom:

(Walker et al., 2014)

Malignes Melanom:
(Delaunay et al., 2017)

Mammakarzinom.

(Geng et al., 2020)

Onkozytom:
(Gabril et al., 2010)

Orales Plattenepithelkarzinom.

(Kumar et al., 2020; Leusink et al., 2015; Pettus et al., 2009; Zhao et al., 2011)

Ovarialkarzinom Adenokarzinom:

(Dorn et al., 2014; Shigemasa et al., 2001; Wang et al., 2018)

Pankreaskarzinom:

(Iakovlev et al., 2012; Johnson et al., 2007)

Papillires Nierenzellkarzinom:

(Gabril et al., 2010)

Plattenepithelkarzinom Haut:
(Johnson et al., 2003)

Plattenepithelkarzinom Zervix.

(Santin et al., 2004; Termini et al., 2010)

Prostatakarzinom:

(Xuan et al., 2008; Zhang et al., 2015)

Zervix Adenokarzinom.

(Santin et al., 2004; Termini et al., 2010; Tian et al., 2004)

1.7 Ziel der Arbeit

Bisher gibt es wenige Studien, in denen die KLK7-Expression in verschiedenen
Tumoren untersucht wurde. AuBBerdem weisen die in der Literaturrecherche betrachteten
Studien meist eine kleine Anzahl an Tumoren auf. Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist es,
die KLK7-Expression mittels eines standardisierten immunhistochemischen Verfahrens in
einer Vielzahl von humanen Tumorentypen darzustellen. Dabei soll die diagnostische und

prognostische Relevanz der KLK7-Expression untersucht werden.
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2 Material und Methoden

2.1 Tissue-Microarray-Methode

Die 1998 von Kononen et al. publizierte Tissue-Microarray (TMA)-Methode ist in
dieser Doktorarbeit das zentrale Verfahren (Kononen et al., 1998). Die TMA-Methode
erlaubt die gleichzeitige Untersuchung von mehr als 600 Gewebeproben auf einem
einzigen Objekttrager. Diese Gewebeproben konnen mit allen Methoden angeférbt werden,
die fiir Schnittpréparaten geeignet sind. Meistens werden TMAs fiir immunhistochemische
Untersuchungen, Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) oder RNA-in-situ-
Hybridisierung verwendet. Wie normale Gewebeschnitte werden TMA-Schnitte mit einem
Mikrotom von Paraffinblocken geschnitten. Die TMA-Paraffinblocke bestehen aus
hunderten an definierten Positionen aufrechtstehender Zylinder, von denen auf jedem
neuen TMA-Schnitt eine Scheibe mit einem Durchmesser von 0,6 mm entnommen wird.
Das Prinzip der TMA-Methode ist in Abbildung 10 dargestellt. [hr Vorteil ist die
Beschleunigung von Gewebestudien bei gleichzeitiger Reduzierung der Studienkosten.
Unter 600 Tumoren, die auf einem einzigen Objekttriger gefarbt werden, reduziert sich die
benoétigte Reagenzienmenge um einen Faktor von ca. 600 (Simon & Sauter, 2003).
Genauso verringert sich die Arbeitszeit fiir das Herstellen der TMA-Schnitte. Die sparsame
Verwendung von Gewebe eines einzelnen Tumors im Rahmen einer Studie — es wird nur
eine Scheibe von 2 um Dicke und 0,6 mm Durchmesser pro Projekt verwendet —
ermoglicht es zudem, wertvolle Tumorkollektive fiir zahlreiche Projekte zu verwenden.

Die Paraffinblocke einer Studienpopulation werden somit weitgehend ,immortalisiert’.

Abbildung 10: Prinzip der TMA-Technik
A = Gewebeprobe mit einem Durchmesser von 0,6 mm wird mit einer Hohlnadel aus einer ausgewahlten Region eines
Spenderblocks entnommen. Ein HE-Schnitt, auf dem die ausgewihlte Region mit Filzstift eingezeichnet ist, wird auf die
Oberflache des Spenderblocks gelegt und dient zur Orientierung bei der Entnahme einer Probe.
B = Die mit der Hohlnadel gewonnene Gewebeprobe wird in ein zuvor gefertigtes Loch an einer definierten Array-
Koordinate in dem Empféangerblock iibertragen.
Quelle: Abbildung modifiziert nach (Bubendorf et al., 2001)
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Der Nachteil des Verfahrens ist der Arbeitsaufwand bei der Herstellung von TMA-
Blocken.

Die TMA-Herstellung beginnt mit der Suche nach Geweben, meistens Tumoren.
Am Institut fiir Pathologie des Universititsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE) ist eine
Volltextsuche im Pathologieinformationssystem der erste Schritt. Um die Suche auf
Tumoren, die fiir ein TMA-Projekt gro3 genug sind, zu limitieren, werden neben dem
Tumortyp auch Begriffe verwendet, die auf eine groBere Tumormenge schlielen lassen,
beispielsweise pT1, pT2, pT3 oder pT4. Tumoren, die ohne pT-Kategorie diagnostiziert
werden, sind hdufig Erstdiagnosen anhand von kleinen Zangen- oder Stanzbiopsien. Die so
identifizierten Tumoren werden basierend auf die von Pathologen verfassten Diagnosetexte
vorbewertet, um Tumorenbereiche auszuschlieBen, bei denen von einer kleinen
Tumormenge auszugehen ist, die Diagnose unsicher war oder aufgrund einer Beschreibung
ausgedehnter Nekrosen oder regressiver Verdnderungen nur wenig stanzbarem
Tumorgewebe zu erwarten ist. Von den verbliebenen Geweben werden dann die Schnitte
aus dem Archiv geholt und einem Pathologen zur Inspektion vorgelegt. Schnitte mit einem
zusammenhédngenden Tumorareal von mindestens einem Quadratzentimeter werden als fiir
eine TMA-Studie geeignet erachtet. Kleinere Tumoren werden vom Projekt
ausgeschlossen. Bei den geeigneten HE-Schnitten werden die Tumorareale von Pathologen
mit einem Filzstift markiert und die korrespondierenden Paraffinblocke aus dem Block-
Archiv herausgesucht. Die Blocke werden von den Medizinisch-technischen Assistenten
des TMA-Labors auf Eignung fiir TMA-Projekte untersucht. Das Mindestkriterium fiir die
Aufnahme eines Blocks in ein TMA-Projekt ist eine Blocktiefe/Blockdicke von mindestens
2 mm. Dicke Paraffinblocke sind fiir die TMA-Herstellung wiinschenswert, denn die Dicke
der Blocke entscheidet tliber die Liange der aus diesen Blocken entnehmbaren Zylinder. Die
Linge der Zylinder wiederum entscheidet iiber die Zahl der TMA-Spots, die letztlich von
einem solchen Block untersucht werden kdnnen.

Nachdem alle Fille identifiziert sind, von denen stanzbare TMA-Blocke vorliegen,
werden die Zusammenstellung und Struktur des zu bauenden TMAs definiert. Hierfiir wird
ein am UKE vordefiniertes System verwendet, bei dem die TMA-Blocke in sechs Sektoren
eingeteilt werden (bezeichnet mit Gro3buchstaben von A bis F), wobei in den einzelnen
Sektoren die Zeilen mit Zahlen von eins bis neun und die Spalten mit Kleinbuchstaben von
a bis r bezeichnet sind. Um in allen Situationen eine Orientierung am Schnitt zu

ermoglichen, sind die Sektoren ungleich grofl und asymmetrisch angeordnet. Der Aufbau
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eines UKE-Standard-TMA-Blocks ist in Abbildung 12 schematisch dargestellt. Die
Schnitte und Blocke werden nun einer Koordinate zugeordnet und in der Reihenfolge des

geplanten Einbaus in den TMA-Block in der Umgebung des Gewebearray sortiert.

Abbildung 11: HE-Schnitt und korrespondierender Paraffinblock

Beim HE-Schnitt wurden die Tumorareale von einem Pathologen mit einem Filzstift markiert.

O NHBWN =
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Abbildung 12: Standardaufbau eines UKE-TMA-Blocks
Jeder Spot (insgesamt 612) ist durch eine Koordinate einer Gewebeprobe zuzuweisen. Eingeteilt wird der TMA-Block in

Sektor, Zeile und Spalte. Sektor F ist meistens einer Kontrollgruppe (Referenzgewebe) zugeteilt.
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Der am UKE verwendete Gewebearrayer ist ein Eigenbau, der von Mitarbeitern des
Instituts fiir Pathologie (Martina und Christian Mirlacher) entwickelt wurde. Die
essenziellen Elemente des Tissue-Microarrayers sind in den Abbildungen 13 (A + B)
dargestellt. Entscheidend fiir die Funktion des Gerits sind die folgenden Elemente:

1. Eine Umschaltvorrichtung, die es ermdglicht, an einer vordefinierten Position
wahlweise ein Loch zu bohren und hierfiir einen elektrischen Bohrer zum Einsatz zu
bringen oder mit einer Hohlnadel einen Gewebezylinder zu entnehmen.

2. Ein Mehrfachblockhalter, der es ermoglicht, sechs Replikate eines TMAs parallel
herzustellen.

3. Ein Podest, das schiitzend iiber den Empfingerblock gelegt werden kann, um diesen
bei der Entnahme des Gewebezylinders aus Spenderblocken nicht zu beschidigen.

4. FEin Schrittmotor, der die Bohr-/Punktionseinrichtung automatisch von einer

Arrayposition auf die nichste bringt.

i -
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Abbildung 13: Elemente eines TMAs
A = Gesamtansicht; B = Schrittmotor, C = Podest, D = Mehrfachblockhalter
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Abbildung 14: Elemente eines TMAs
Links ist die Umschaltvorrichtung dargestellt. In der vergroBerten Aufnahme rechts sind die Hohlnadel sowie der Bohrer

zu erkennen.

Die TMA-Herstellungsprozedur beginnt mit dem Gieflen von leeren
Paraffinblocken (Abbildung 16), die dann in die Positionen 1 bis 6 des Blockhalters

eingesetzt werden. Danach beginnt die Befiillung der Replikatblocke an Position
Ala. Zunéchst wird in den ersten Replikatblock mit einem elektrischen Bohrer, dessen
duBerer Durchmesser 0,6 mm betrégt, ein Loch gebohrt. Danach wird der Empfangerblock
mit dem Podest bedeckt und der Spenderblock wird auf das Podest deponiert. Durch
Abgleichung mit dem korrespondierenden HE-Schnitt, auf dem der Tumorbereich mit
Filzstift markiert wurde, wird die Tumorzone identifiziert und aus dem Tumorbereich wird
mit der Hohlnadel (nach Umschalten von ,Bohren/Stanzen‘) ein Zylinder entnommen. Der
hierfiir verwendete Hohlzylinder weist einen inneren Durchmesser von 0,6 mm auf. Nach
Entfernen des Podests liegt die Hohlnadel exakt {iber dem vorgefertigten Loch und der
entnommene Zylinder kann hineingestoen werden. Hierfiir wird ein Stahldraht verwendet,
mit dem die Tumorstanze aus der Hohlnadel ausgesto3en wird (Abbildung 15). Dabei wird
darauf geachtet, dass das obere Ende des Zylinders exakt auf dem Niveau der
Blockoberflache zu liegen kommt. AnschlieBend wird der Replikathalter auf die Position 2
gesetzt und die Prozedur wird am zweiten leeren Empfangerblock — immer noch auf
Position Ala — wiederholt. Bei der Entnahme des zweiten Gewebezylinders aus dem
Tumorspenderblock wird darauf geachtet, dass die zweite Stanze in unmittelbarer
Nachbarschaft zur ersten entnommen wird. Dies ist von Bedeutung, da so im Falle

heterogener Tumoren weitgehend vermieden wird, dass sich die molekularen
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Charakteristika der in einem Array herausgenommenen Tumoren zwischen den Replikaten
relevant unterscheiden.

Nach abgeschlossener Befiillung des Replikats Nummer 6 kann theoretisch ein
zweiter Blockhalter fiir die Herstellung weiterer Replikate (7—12) verwendet werden. Falls
dies nicht vorgesehen ist, wird die Bohr-/Stanzeinrichtung durch Aktivierung des
elektrischen Schrittmotors an die Position A1b bewegt und der Prozess wird wiederholt.
Dies geschieht nun so lange, bis entweder das Tumorkollektiv fertig in den TMA eingebaut
wurde oder der Empfangerblock an der Position F9e fertig verbaut ist. Bei den meisten
TMA-Blo6cken wird darauf geachtet, dass ein Teil der Positionen, meistens im Block F, fiir

Kontrollgewebe (Sammlung verschiedener Normalgewebe) reserviert bleibt.

Abbildung 15: Tumorstanze wird aus der Hohlnadel ausgestofien

Die zylinderférmige Hohlnadel weist einen inneren Durchmesser von 0,6 mm auf. Der Spenderblock liegt auf dem

Podest. Nach der Entnahme wird die Gewebeprobe in den Empfangerblock gestofen.
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Abbildung 16: Herstellung eines Paraffinblocks
Die Abbildungen zeigen den Herstellungsprozess des Paraffinblocks. Die Wanne ist mit fliissigem Paraffin gefiillt (A).

Es gibt verschiedene Formen (B), in die das Paraffin gefiillt werden kann. Aus dem Abkiihlen (C) resultiert der fertige
Block (D).
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Abbildung 17: Elemente eines TMAs
A = leere Paraffinblocke
B = Bohrung eines weiteren Lochs

C = Tumorkollektiv der Reihenfolge nach sortiert, HE-Schnitt und korrespondierender Block

Nach der Fertigstellung eines TMAs konnen die fiir die Herstellung verwendeten
Biopsie-Nummern aus der TMA-Datei entfernt werden. Die Biopsie-Nummern sind nicht
mehr nétig, denn jeder Tumor ist {iber eine TMA-Koordinate mit den zum Zeitpunkt der
Herstellung bekannten Tumorcharakteristika verlinkt. Ein Beispiel eines hieraus
resultierenden TMA-Datenfiles ist in Tabelle 1 dargestellt. Die Entfernung der Biopsie-
Nummern ist insofern bedeutsam, als es durch einen unerlaubten Zugriff ins
Pathologieinformationssystem moglich wire, die Klarnamen der Patienten {iber die
Biopsie-Nummern zu ermitteln. Da die Biopsie-Nummern fiir die weiteren Projekte, die
mit einem TMA durchgefiihrt werden, nicht mehr benotigt werden, konnen diese entweder
ausgeblendet (Pseudoanonymisierung) oder permanent geldscht werden

(Anonymisierung).
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Tabelle I: Beispiel eines TMA-Datenfiles (Ovarialkarzinom-Array)

Die Patientendaten sind bereits anonymisiert. Eine Zuordnung erfolgt {iber die Koordinate. Zusédtzliche Patientendaten

wie Follow-up-Daten sind hier iibersichtshalber nicht dargestellt.

Array Koordinate Tumorentitit Alter bei pT pN Lymphknoten Tumorgrofie
Name (Subgruppe) Einsendung gesamt in mm
OVAG6.2 | Bla serds 56 pT2c | pN1 | 1 100
OVAG6.2 | Blb serds 63 pT3b | pN1 | 1 10
OVA6.2 | Blc serds 45 pT3a | pN1 | 3 35
OVAG6.2 | Bld serds 51 pT3c | pN1 | 9 30
OVAG6.2 | Ble serds 70 pT2a | pN1 | 1 65
OVA6.2 | BIf serds 66 pT3b | pN1 | 5 32
OVAG6.2 | Blg serds 61 pT2a | pNO | 1 60

2.2 Tissue-Microarrays fiir die KLK7-Studie

Fiir dieses Projekt wurden ein Normalgewebe-TMA und eine Kollektion von

Tumor-TMAs verwendet. Der Normalgewebe-TMA bestand aus jeweils acht Proben von

76 verschiedenen Normalgewebskategorien, wobei alle Proben jeweils von

unterschiedlichen Patienten stammen. Die genaue Zusammensetzung des Normalgewebe-

TMAs ist in Tabelle 2 dargestellt.
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Tabelle 2: Zusammensetzung des Normalgewebe-TMAs: Organ, Gewebe

Je acht Proben pro Normalgewebe entsprechen 608 Spots auf dem Array.

Reihenfolge Organ

Reihenfolge Organ

O 0 N N W A W N =

S Y S Y Y Y T O N N N N L N B S N R O S I S e o e T T e e T
o e Y Y N S R — =T I N B e SV R N I =T R CHEEEN BN S B~ VS R S R )

Endothel, Aorta

Media, Aorta

Herz

Muskulatur, gestreift
Zunge, Muskulatur
Uterus, Myometrium
Appendix, Muskel
Osophagus, Muskel
Magen, Muskel

Ileum, Muscularis

Colon descendens
Nierenbecken, Muskel
Harnblase, Muskel

Penis, Corpus spongiosum
Ovar, Stroma

Fett

Haut

Haut, Haarfollikel, Talgdriise
Lippe, orale Mucosa
Mundhdhle

Tonsille, Oberflachenepithel
Analkanal, Haut
Analkanal, Ubergang Mucosa
Ektozervix

Osophagus, Plattenepithel
Nierenbecken, Urothel
Harnblase, Urothel
Plazenta, reife, Amnion
Lymphknoten

Milz

Thymus

Tonsille

Magen, Antrum

Magen, Corpus
Duodenum, Mucosa
Ileum, Mucosa

Appendix, Mucosa

Colon descendens, Mucosa

39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75

76

Rektum, Mucosa
Gallenblase, Epithel

Leber

Pankreas

Parotis

Gll. submandibularis

Gll. sublingualis
Knochenmark

Duodenum, Gll. duodenales
Niere, Cortex

Niere, Mark

Prostata

GII. vesiculosa

Epididymis

Hoden

Bronchus, Mucosa
Bronchus, Driisen

Sinus paranasales

Lunge

Brust

Endozervix

Endometrium, Proliferation
Endometrium, Sekretion
Eileiter, Mucosa

Plazenta, frithe, Decidua
Ovar, Corpus luteum

Ovar, follikuldre Zyste
Plazenta, frithe

Plazenta, reife

Nebenniere
Nebenschilddriise
Schilddriise

Cerebellum, Cortex
Cerebellum, Substantia grisea
Cerebrum, grau

Cerebrum, weill
Hypophyse,
Hinterlappen/Infundibulum
Hypophyse, Vorderlappen
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Die Kollektion von Tumor-TMAs beinhaltete 13447 Tumoren von 147

verschiedenen Tumortypen, die auf insgesamt 19 TMA-Blocken vorlagen. Die genaue

Zusammensetzung der verwendeten TMAs ist in Tabelle 3 dargestellt. Von 902

Plattenepithelkarzinomen von insgesamt elf verschiedenen Ursprungsorganen lagen Daten

zu pT, pN und Grad vor und es war im Rahmen eines fritheren Projekts eine HPV-

Untersuchung vorgenommen worden. Klinisch-pathologische Daten lagen auch von

Kolonkarzinomen (n = 2351), Leberkarzinomen (n = 301), Endometriumkarzinomen

(n = 259), Ovarialkarzinomen (n = 524), Pankreaskarzinomen (n = 598), papilldren

Schilddriisenkarzinomen (n = 382) und Magenkarzinomen (n = 327) vor.

Tabelle 3: Zusammensetzung des verwendeten Tumor-TMAs

Tumorgruppe Tumorentitit Proben auf TMA
(n)
Pilomatrixom 35
Basalzellkarzinom 89
Névuszellnévus 29
Tumoren der Haut Plattenepithelkarzinom der Haut 145
Malignes Melanom 65
Malignes Melanom 86
Lymphknotenmetastasen
Merkelzellkarzinom 48
Plattenepithelkarzinom des 109
Larynx
Kopf-Hals -Tumoren gﬁ;;rrlliplthelkarzmom des 60
Orales Plattenepithelkarzinom 130
(Mundboden)
Pleomorphes Adenom der Parotis | 50
Warthin-Tumor der Parotis 104
Papilldres serdses 14
Zystadenokarzinom (NOS)
Speichelgangskarzinom 15
Azinuszellkarzinom der 181
Speicheldriise
Adenokarzinom der 109
Speicheldriise (NOS)
Adenoidzystisches Karzinom der | 180
Speicheldriise
Basalzelladenom der Speicheldriise | 101
Basalzelladenokarzinom der 25
Speicheldriise
Epithelial-myoepitheliales 53
Karzinom der Speicheldriise
Mukoepidermoides Karzinom der 343
Speicheldriise
Myoepitheliom der Speicheldriise 11
Myoepitheliales Karzinom der 21
Speicheldriise
Onkozytires Karzinom der 12
Speicheldriise
Polymorphes niedriggradiges 41
Adenokarzinom
Pleomorphes Adenom der 53
Speicheldriise
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Fortsetzung Tabelle 3:

Tumorgruppe Tumorentitit Proben auf TMA
(n)
Adenokarzinom der Lunge 196
Tumoren der Lunge, Pleura und | Plattenepithelkarzinom der Lunge | 80
des Thymus
Kleinzelliges Lungenkarzinom 16
Epitheloides Mesotheliom 40
Andere Mesotheliome 77
Thymom 29
Plattenepithelkarzinom der 78
Vagina
Plattenepithelkarzinom der Vulva | 157
Tumoren des weiblichen Plattenepithelkarzinom der Zervix | 136
Genitaltrakts
Adenokarzinom der Zervix 23
Endometrioides 338
Endometriumkarzinom
Seroses Endometriumkarzinom 86
Karzinosarkom des Uterus 57
Endometriumkarzinom, high 13
grade, G3
Klarzelliges 9
Endometriumkarzinom
Endometrioides Ovarialkarzinom | 130
Seroses Ovarialkarzinom 580
Muzingdses Ovarialkarzinom 101
Klarzelliges Ovarialkarzinom 51
Karzinosarkom des Ovars 47
Granulosazelltumor des Ovars 44
Leydigzelltumor des Ovars 4
Sertoli-Zelltumor des Ovars 1
Sertoli-Leydig-Zelltumor des 3
Ovars
Steroidzelltumor des Ovars 3
Brenner Tumor 41
Tumoren der Mamma Invasives Mammakarzinom vom | 80
nicht speziellen Typ (NST)
Lobuldres Mammakarzinom 122
Medulldares Mammakarzinom 15
Tubuldres Mammakarzinom 18
Muzindses Mammakarzinom 22
Phylloidestumor 50

26



Fortsetzung Tabelle 3:

Tumorgruppe Tumorentitit Proben auf TMA
(n)
Kolonadenom, niedriger 50
Dysplasiegrad
Kolonadenom, hoher 50
Dysplasiegrad
Adenokarzinom des Kolons 2483
Tumoren des Verdauungstrakts Magenadenokarzmom, 215
diffuser Typ
Magenadenokarzinom, 215
intestinaler Typ
Magenadenokarzinom, 62
gemischter Typ
Adenokarzinom des 83
Osophagus
Plattenepithelkarzinom des 76
Osophagus
Plattenepithelkarzinom des 91
Analkanals
Cholangiozelluldres Karzinom | 58
Adenokarzinom der 51
Gallenblase
Klatskin-Tumor 42
Hepatozelluldres Karzinom 312
Duktales Adenokarzinom des | 659
Pankreas
Pankreas-/Ampulla-Vateri- 98
Adenokarzinom
Azinuszellkarzinom des 16
Pankreas
Gastrointestinale 62
Stromatumoren (GIST)
Nichtinvasives papillares 32
Urothelkarzinom pTa G3
Urothelkarzinom pT2-4 G3 162
Tumoren der Harnwege Plattenepithelkarzinom der 22
Harnblase
Kleinzelliges neuroendokrines | 22
Blasenkarzinom
Sarkomatoides 25
Urothelkarzinom
Urothelkarzinom des 62
Nierenbeckens
Klarzelliges 50
Nierenzellkarzinom
Papilléres Nierenzellkarzinom | 50
Chromophobes 50
Nierenzellkarzinom
Onkozytom 50
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Fortsetzung Tabelle 3:

Tumorgruppe Tumorentitit Proben auf TMA
(n)
Adenokarzinom der Prostata, 83
Gleason 3+3
Adenokarzinom der Prostata, 80
Gleason 4+4
. Adenokarzinom der Prostata, &5
Tumoren der méinnlichen Gleason 5+5
Geschlechtsorgane Adenokarzinom der Prostata, 258
Rezidiv
Kleinzelliges neuroendokrines | 19
Karzinom der Prostata
Seminom des Hodens 111
Embryonales Karzinom des 54
Hodens
Leydigzelltumor des Hodens 31
Sertoli-Zelltumor des Hodens | 2
Keimstrang-Stromatumor des | 1
Hodens
Spermatozytischer Tumor des | 1
Hodens
Dottersacktumor des Hodens 53
Teratom des Hodens 53
Plattenepithelkarzinom des 92
Penis
Adenom der Schilddriise 113
Papilléres 391
Schilddriisenkarzinom
Follikuléres 154
Endokrine Tumoren Schilddriisenkarzinom
Medulléres 111
Schilddriisenkarzinom
Anaplastisches 45
Schilddriisenkarzinom
Nebenschilddriisenadenom 43
Nebennierenadenom 50
Nebennierenrindenkarzinom 28
Phéochromozytom 50
Neuroendokriner Tumor des 3
Appendix
Kolorektaler neuroendokriner 1
Tumor
Neuroendokriner Tumor des 4
Ileums
Neuroendokriner Tumor der 10
Lunge
Neuroendokriner Tumor des 49
Pankreas
Neuroendokrines Karzinom 2
des Kolorektums
Neuroendokrines Karzinom 8
des Ileums
Neuroendokrines Karzinom 3

des Pankreas
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Fortsetzung Tabelle 3:

Tumorgruppe Tumorentitit Proben auf TMA
(n)
Tumoren des hiimatopoetischen | Hodgkin-Lymphom 103
und lymphatischen Gewebes Kleinzelliges lymphozytisches | 50
B-Zell-Lymphom
Diffus groBzelliges B-Zell- 113
Lymphom
Follikuléres Lymphom 88
T-Zell-Non-Hodgkin- 25
Lymphom
Mantelzell-Lymphom 18
Marginalzonenlymphom 16
Diffus groBzelliges B-Zell- 16
Lymphom des Hodens
Burkitt-Lymphom 5
Tenosynovialer 45
Riesenzelltumor
Weichteil- und Knochentumoren | Granularzelltumor 53
Leiomyom 50
Leiomyosarkom 94
Liposarkom 145
Maligner peripherer 15
Nervenscheidentumor
Myofibrosarkom 26
Angiosarkom 74
Angiomyolipom 91
Dermatofibrosarcoma 21
protuberans
Ganglioneurom 14
Kaposi-Sarkom 8
Neurofibrom 117
Undifferenzierte Sarkome 74
Paragangliom 41
Ewing-Sarkom 23
Rhabdomyosarkom 7
Schwannom 122
Synovialsarkom 12
Osteosarkom 44
Chondrosarkom 40
Rhabdoidtumor 5

2.3  Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist die zweite zentrale in diesem Projekt verwendete

Methode. Es handelt sich dabei um die in der diagnostischen Pathologie am hdufigsten

eingesetzte molekulare Methode. Vom Konzept her ist die Immunhistochemie eine leicht
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zu verstehende Technik. Das entscheidende Reagenz fiir die Durchfiihrung
immunhistochemischer Untersuchungen sind Antikdrper, die fiir diagnostisch relevante
Proteine spezifisch sind. Solche Proteine konnen, wenn sie in einem Gewebeschnitt
vorhanden sind, durch gebundene diagnostische Antikdrper sichtbar gemacht werden.
Antikorper fiir die Immunhistochemie stammen meistens aus Labortieren, die mit dem
Zielprotein oder Teilen davon (sogenannten Peptiden) beimpft wurden, sodass eine
Antikorperproduktion einsetzt.

Antikorperproduzierende Zellen konnen durch Fusion mit immortalisierten
Tumorzelllinien in der Folge kiinstlich produziert werden. Fiir zahlreiche relevante
Proteine gibt es eine Vielzahl kommerziell erhédltlicher Antikorper. Die auf einem Schnitt
aufgebrachte Antikorper sind farblos und miissen deswegen durch ein Detektionssystem
visualisiert werden. Hierfiir werden meist Antikorper aus einer anderen Tierspezies
verwendet, die sich gegen den Fc-Teil des Primdrantikorpers richten und mit einem
Visualisierungssystem gekoppelt sind. Das Prinzip der Immunhistochemie und die
moglichen Varianten von Visualisierungssystemen sind in den Abbildungen 18 und 19

dargestellt.

Sekundarantikérper

Marker O O V / \OO
O

Marker

Antikorper
Primarantikorper

i Antigen l iAntigen
B

Abbildung 18: Prinzip der Immunhistochemie (Quelle: modifiziert nach Mulisch 2014. (Mulisch, 2014))

A

A = Direkte Methode: Marker ist mit dem Antikorper gekoppelt, der sich gegen das Antigen richtet. Der Marker wird
entweder iiber eine Farbreaktion sichtbar gemacht (Enzym) oder ist im Elektronenmikroskop/Lichtmikroskop sichtbar.
B = Indirekte Methode: Sekundérantikorper bindet an die Fc-Region des Primérantikorpers. Der Sekundérantikorper ist
mit dem Marker gekoppelt.
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A) B)
A

Abbildung 19: Visualisierungssysteme

Quelle: Modifiziert nach Hantschke & Palmedo, 2015. (Hantschke & Palmedo, 2015)

A = PAP-Methode (Peroxidase-anti-Peroxidase):

Primérantikdrper und PAP-Komplex miissen von einer Spezies sein, sodass es zur Bindung der Briickenantikdrper
kommt.

B = APAAP-Methode (Alkalische Phosphatase-anti-Alkalische-Phosphatase-Komplex):

APAAP wird iiber einen Briickenantikérper an den Primérantikorper gebunden.

C = EPOS-Methode (Enhanced Polymer-one step):

Direkte Nachweismethode. Ein Dextranpolymer ist mit Enzymmolekiilen sowie spezifischen Antikérpern
perlenkettenartig konjugiert.

D = En-Vision-Polymer-Konjugat-Methode:

Indirekte Nachweismethode. Dextranpolymere tragen speziesspezifische Sekundérantikérper und Enzymmolekiile.

E = ABC-Methode (Avidin-Biotin-Complex):

Biotinylierte Briickenantikérper konnen mit zahlreichen Biotin-Molekiilen konjugiert sein.
F = LSAB-Methode (Labeled-Streptavidin-Biotin):

Streptavidin ist direkt mit einem Enzym konjugiert.
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In der Realitét ist die Immunhistochemie allerdings ein komplexeres Verfahren als
in der Theorie zu erwarten wére. Sowohl fiir die verwendeten Antikdrper als auch fiir die
Zielproteine im Gewebeschnitt besteht eine erhebliche Variabilitit. Die von Labortieren
hergestellten Antikorper spiegeln die gesamte Bandbreite der Immunantwort wider. Es
wird geschétzt, dass eine Maus nach der Impfung mit einem Peptid zwischen 30 und 77
verschiedene Antikorper gegen dieses Peptid entwickelt (Eyer et al., 2020; Gerard et al.,
2020). Beim Kaninchen wére diese Zahl zwischen zwolf und 30 (Cheung et al., 2012;
Wine et al., 2013) und beim Menschen zwischen 50 und 400 (Wine et al., 2015). Aus einer
Vielzahl im Tier hergestellter Antikdrper wird einer oder werden wenige zur
Kommerzialisierung gewonnen, wobei bei der Auswahl dieser Antikorper keine Verfahren
existieren, die sicherstellen wiirden, dass der fiir die Immunhistochemie optimalste
Antikorper ausgewdhlt wiirde. Da unterschiedliche Firmen unterschiedliche Antikdrper
von unterschiedlichen Forschungen und Tieren kommerzialisieren, bestehen zwischen den
Antikorpern fiir ein bestimmtes Zielprotein grofle Unterschiede. Die typische
Antikorpervalidierung erfolgt an unfixierten Proteinen entweder durch ELISA,
Westernblot oder Proteinarrays. Fiir die Validierung werden Proteinlysate verwendet, die
aus einer limitierten Anzahl von Zelllinien oder Geweben bestehen und nicht sicher alle
moglicherweise mit einem zu testenden Antikorper kreuzreagierenden Proteine/Epitope
enthalten.

Das in der Immunhistochemie untersuchte Gewebe stellt die ndchste Unwigbarkeit
dar, denn die in der klinischen Routine untersuchten Gewebe befinden sich nicht im
Nativzustand, sondern wurden durch die Formalinfixierung modifiziert. Die
Formalinfixierung fiihrt zu einer Vernetzung von Proteinen (crosslinking) wobei sich
Proteine untereinander und mit der DNA vernetzen (Helander, 1994). Diese Vernetzung
stort die dreidimensionale Struktur von Proteinen, markiert zahlreiche Epitope und kann
auch zur Neubildung von Epitopen fiihren (Werner et al., 2000). Antikorper, die an
unfixierten Geweben spezifisch mit einem Protein reagieren, reagieren an formalinfixierten
Geweben moglicherweise gar nicht oder mit anderen, unbekannten Proteinen (Yamashita,
2007). Die Effekte der Fixierung konnen durch eine hitzeinduzierte Epitopdemaskierung
weitgehend aufgehoben werden (Ramos-Vara, 2005). Hierbei werden Gewebeschnitte bei
100-120 °C gekocht, wobei der pH-Wert der Fliissigkeit Einfluss auf die Reversibilitit
individueller Epitopdemaskierungen hat. Meistens ist ein basischer pH-Wert (pH 9) besser

als ein saurer pH-Wert (pH 6), aber ca. 10 % der Epitope lassen sich besser durch einen
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sauren pH-Wert demaskieren. Wegen der erheblichen Einfliisse der Formalinfixierung auf
die Proteinstruktur und der Diversitit der fiir die Immunhistochemie verfiigbaren
Antikorper empfiehlt die internationale Arbeitsgruppe fiir Antikdrpervalidierung
(International Working Group for Antibody Validation, IWGAV), dass die
Antikorpervalidierung fiir die Immunhistochemie entweder durch Vergleich mit einer
anderen Methode fiir die Genexpressionsmessung oder mit einem anderen unabhéngigen

Antikorper erfolgen sollte (Uhlen et al., 2016).

2.4  Immunhistochemie fur KLK7

Alle Schnitte der Studie wurden an einem Tag hergestellt und weniger als fiinf
Tage spater an einem Tag und in einem Experiment geférbt. Die Schnitte wurden mittels
Xylols deparaftiniert, durch eine absteigende Alkoholreihe rehydriert und fiir fiinf Minuten
in einem Autoklaven bei 121 °C und pH 7,8 (Dako target retrieval solution, Agilent, CA,
USA) einer hitzeinduzierten Epitopdemaskierungsprozedur unterzogen. Endogene
Peroxidase-Aktivitit wurde mit dem DAKO vom Peroxidase-Blocking-System von
Agilent fiir zehn Minuten vorgenommen. Der KLK7-Antikorper (Maus monoklonal,
MSVA-707M, MS Validated Antibodies GmbH Hamburg, Deutschland) wurde bei 37 °C
fiir 60 Minuten bei einer Verdiinnung von 1:150 appliziert. Fiir den Zweck der
Antikorpervalidierung wurde der Normalgewebearray an einem konsekutiven Schnitt auch
mit dem KLK7-Antikorper EPR22594-203 (Abcam, ab254258) bei einer Verdiinnung von
1:7,5 und einem ansonsten identischen Protokoll untersucht. Gebundene Antikorper
wurden mit dem EnVision-Kit (Agilent, CA, USA, K5007) entsprechend den
Anweisungen des Herstellers visualisiert. Die Schnitte wurden dann mit Himelaun
gegengefarbt. Eine detaillierte Darstellung der Immunféarbung ist auch Tabelle 4 zu

entnehmen.
Tabelle 4: Darstellung der Immunférbung

Vorbehandlung PT-Link (DAKO)
EnVison™FLEX Target

Retrievel Solution, High pH
EnVision™ FLEX Target
Retrievel Solution, Low pH =
je nach Empfehlung des

Datasheets
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Fortsetzung Tabelle 4:

Durchfiihrung

Schnitte werden 30 Minuten

bei 60 °C entparaffiniert.

Protokollschritte:

1. Vorbehandlung im PT Link
2. Puffer

3. H202 - Peroxidase
Blocking

4. Puffer

5. AntikSrper

6. Puffer

7. Ggf. Linker

8. Puffer

9. HRP

10. Puffer

11. DAB + Sub-Chromo

12. Puffer

13. Hematoxylin

14. Puffer

15. Aqua dest.

16. FlieBendes Leitungswasser

17. Aufsteigende Alkoholreihe

Inkubation | Temperatur

30 Min Max 95 °C

5 Min RT

20 Min RT

15 Min RT

20 Min RT

10 Min RT

5 Min RT

Reagenzien

5 % Puffer

H202(KIT)

HRP(KIT)

DAB + Sub-Chromo (KIT)

Hematoxylin

EnVision™FLEX Wash
Buffer (20x), for Dako Link

Instruments

EnVision™FLEX, High pH,

for Dako Link Instruments

EnVision™FLEX, High pH,

for Dako Link Instruments

EnVision™FLEX, High pH,

for Dako Link Instruments

EnVision™FLEX,
Hematoxylin, for Dako Link

Instruments
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Die geférbten Schnitte wurden von einem Pathologen beurteilt. Dabei wurden von
jedem Gewebespot der prozentuale Anteil der positiven Tumorzellen und die Intensitdt der
Positivitét auf einer Skala von 1 bis 3 subjektiv bestimmt. Aus Intensitit und prozentualem
Anteil positiver Tumorzellen wurden die Tumoren in die Gruppen negativ, schwach
positiv, mifig stark positiv und stark positiv eingeteilt. Das hierfiir verwendete System ist

in Tabelle 5 dargestellt.

Tabelle 5: Ubersicht der semiquantitativen Interpretation der immunhistochemischen Ergebnisse

Gruppe Definition
negativ Intensitét 0
schwach positiv Intensitét 1 in <70 % der Tumorzellen

Intensitit 2 in < 30 % der Tumorzellen

Gruppe Definition

méBig stark positiv Intensitét 1 in 70 % der Tumorzellen
Intensitét 2 in 31-70 % der Tumorzellen
Intensitét 3 in < 30 % der Tumorzellen
stark positiv Intensitét 2 in > 70 % der Tumorzellen
Intensitét 3 in > 30 % der Tumorzellen

2.5 Statistik

Die statistischen Auswertungen wurden mittels der Software JMP 16 (SAS Institute
Inc., NC, USA) ausgefiihrt. Es wurden Kontingenztabellen und der Chi-Quadrat-Test
durchgefiihrt, um Assoziationen zwischen KLK7-Immunfarbung und Tumorphénotyp
nachzuweisen. Ein p-Wert von < 0,05 wurde als statistisch signifikant angesehen. Zur
statistischen Anpassung wurde die Bonferroni-Korrektur (p = p-Wert/Anzahl der

statistischen Tests) durchgefiihrt (p <0,0018).
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3 Ergebnisse

3.1 Technische Aspekte

12345 (91,8 %) von 13447 Tumorgewebespots und mindestens vier
Normalgewebeproben pro Normalgewebekategorie erwiesen sich in unseren TMAs als
auswertbar. Griinde fiir nicht auswertbare Spots waren das Fehlen eindeutiger Tumorzellen

oder das komplette Fehlen einzelner Spots an einzelnen Koordinatenpositionen.
3.2 KLK7 in Normalgeweben

Eine KLK7-Féarbung fand sich tiberwiegend in Plattenepithelien, wobei die Farbung
in diesem Gewebetyp im Normalfall eine definierte Zone umfasste, die bei ca. 50 % der

Epithelh6he begann und bei ca. 80 % endete (Abbildung 20).

s

0

"

Abbildung 20: Haut. Die KLK7-Farbung tritt bei ca. 50 % der Epithelhdhe auf und endet bei ca. 80 %.
MSVA-707M Antikorper.

Dieser Bereich von Plattenepithelien beinhaltet bei verhornenden Plattenepithelien
die Granularzellschicht. Die KLK7-Farbung war liberwiegend membrands, wurde im Fall
einer ausgeprégten Firbeintensitit aber auch von einer zytoplasmatischen Farbung
begleitet. Das Ausmal3 der KLK7-Féarbung in Plattenepithelien variierte abhéngig von den
Lokalisationen des Plattenepithels. Die KLK7-Anférbbarkeit erwies sich als besonders
gering in der Zervix uteri, war stirker ausgeprigt in der Osophagusschleimhaut und der
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Tonsillenoberfldche und am ausgeprégtesten in der Haut. In der Epidermis der Haut fand
sich eine starke KLK7-Féarbung im Stratum granulosum und den verhornenden
Zellschichten. Eine kraftige KLK7-Farbung fand sich auch im Cortex von Haarfollikeln,
der luminalen Zone von Talgdriisen und den zentralen (verhornenden) Bereichen von
Hassall'schen Korperchen des Thymus. Einzelne versprengte KLK7-positive Einzelzellen
oder Gruppen von Zellen fanden sich auch in den Nierentubuli, Eileitern und
Speicheldriisen. Reprisentative Bilder von KLLK7-positiven Normalgeweben sind in den

Abbildungen 21 bis 30 gezeigt.

Abbildung 21: Haut (verhornendes Plattenepithel). Starke KLK7-Farbung der Granularzellschicht.
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Abbildung 22: Osophagus Plattenepithel. Schwache bis moderate KLK 7-Firbung.

Korperchen.

Abbildung 23: Thymus. Starke KLK7-Farbung um die keratinisierende Zone der Hassall'schen:
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Abbildung 25: Zervix uteri (Plattenepithel). Keine KLK7-Féarbung.
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Kolon (Mukosa). Keine KLK7-Firbung.

.

Abbildung 26

Abbildung 27: Haut. Starke KLK7-Féarbung im Cortex der Haarfollikel und luminalen Bereich der Talgdriisen.
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Abbildung 28: Niere (Cortex). Fokale KLK7-Fiarbung in wenigen Tubuli.

Abbildung 29: Eileiter (Mukosa). Zytoplasmatische KLK7-Farbung in einer Fraktion von Epithelzellen.
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Abbildung 30: Speicheldriise (Glandula submandibularis). Vereinzelte Epithelzellen zeigen eine moderate KLK7-
Féarbung.

All diese Befunde wurden sowohl mit dem Antikérper MSVA-707M als auch mit
dem Vergleichsantikérper EPR22594-203 gestellt (Abbildungen 31-44). Bei Farbungen
unter Verwendung von EPR22594-203 fanden sich zusitzlich zytoplasmatische
Anféarbungen von glatter Muskulatur und eine nukleére Farbung in mehreren Organen. Da
diese Farbungen mit dem Antikdrper MSVA-707M nicht gefunden wurden, wurden sie als
antikorperspezifische Kreuzreaktivitdten von EPR22594-203 interpretiert. Eine KLK7-
Féarbung wurde (mit MSVA-707M) in folgenden Organen nicht gefunden: Hirn,
Neurohypophyse, Adenohypophyse, Schilddriise, Nebenschilddriise, Nebennierendriise,
Lunge, respiratorisches Epithel, Magen, Duodenum, Jejunum, Ileum, Kolon, Rektum,
Leber, Gallenblase, Bauchspeicheldriise, Urothel, Prostata, Samenblase, Hoden,
Nebenhoden, Mamma, Myometrium, Endozervix, Endometrium, Ovar, Plazenta,
Muskelzellen (glatte, Skelett- und Herzmuskulatur), Endothel, Knochenmark,
Lymphknoten und Milz.
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Abbildung 32: Analhaut. Starke KLK7-Féarbung der Granularzellschicht. Vergleichsantikorper EPR22594-203.
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Abbildung 34: Tonsille. Moderate KLK7-Farbung von Einzelzellen. Vergleichsantikorper EPR22594-203.
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Abbildung 35: Eileiter. Moderate KLK7-Farbung vereinzelter Zellen. Antikdrper MSVA-707M.

Abbildung 36: Eileiter. Schwichere KLK7-Farbung vereinzelter Zellen. Vergleichsantikdrper EPR22594-203.
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Abbildung 37: Speicheldriise (Glandula submandibularis). Schwache KLK7-Féarbung vereinzelter Epithelzellen.
Antikdrper MSVA-707M.

Abbildung 38: Speicheldriise (Glandula submandibularis). Schwache KLK7-Féarbung vereinzelter Epithelzellen.
Vergleichsantikorper EPR22594-203.
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Abbildung 40: Niere (Cortex). Fokale KLK7-Féarbung in wenigen Tubuli. Vergleichsantikorper EPR22594-203.
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Abbildung 42: Glatte Muskulatur (Kolon). Geringe zytoplasmatische Farbung. Vergleichsantikérper EPR22594-203.
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Abbildung 44 Nebenschilddriise. Nukledre Farbung der meisten Zellen. Vergleichsantikdrper EPR22594-203.

3.3 KLK7 in Tumoren

Eine positive KLK7-Farbung lag in 1600 (13 %) von 12345 auswertbaren Tumoren
vor. Darunter fielen 1352 (11 %) mit schwacher, 203 (1,6 %) mit médBiggradiger und 45
(0,4 %) mit starker Farbung. In 64 (43,5 %) von 147 Tumorkategorien fand sich
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mindestens ein Fall mit einer schwachen KLK7-Anfarbung, wahrend nur 17 (11,6 %) der
Tumorkategorien mindestens einen Fall mit einer starken KLK7-Positivitit aufwiesen.
Représentative Bilder von KLK7-positiven Tumoren sind in den Abbildungen 45 bis 55
gezeigt. Die Ergebnisse der Untersuchung sind in Tabelle 5 organsystematisch und in
Tabelle 6 und Abbildung 56 als Rangliste nach der Héufigkeit der positiven Félle
dargestellt. Am haufigsten fand sich eine KLK7-Positivitdt in Plattenepithelkarzinomen
verschiedener Ursprungsorgane. In diesen Tumoren variierte die Positivitétsrate von 18,1—
63,8 %. Dahinter folgten verschiedene Kategorien von Ovarial- und
Endometriumkarzinomen (Positivititen 4.8-56,2 %), Speicheldriisentumoren (4,8—

13,7 %), biliopankreatischen Adenokarzinomen (20—40,4 %) und Adenokarzinomen des
oberen Gastrointestinaltrakts (3,3—12.5 %). Vierundzwanzig weitere Tumorentititen

zeigten eine meist schwache KLK7-Positivitét in weniger als 9 % der Fille.

Abbildung 45: Plattenepithelkarzinom Vulva. Fokale KLK7-Farbung im Bereich der Keratinisierung.
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Abbildung 47: Plattenepithelkarzinom der Harnblase. Fokale KLK7-Farbung im Bereich der Keratinisierung.
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Abbildung 49: Plattenepithelkarzinom der Speiseréhre (ohne Keratinisierung). Keine KLK7-Férbung.
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Abbildung 51: Adenokarzinom des Magens. Moderate bis starke KLK7-Farbung.
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Abbildung 53: Parotis (Warthin-Tumor). Starke KLK7-Firbung.
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Moderate bis starke KLK7-Féarbung.

Abbildung 54: Plattenepithelkarzinom Larynx.

Farbung.

Abbildung 55: Plattenepithelkarzinom Vagina. Moderate bis starke KLK7-
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Tabelle 6: KLK7-Firbung der analysierbaren Fille auf dem TMA

Organsystem | Entititen/Subentitiiten | Analysierbare negativ schwach moderat stark
Fallzahl (n) % % % %
Pilomatrixom 23 100,0 0,0 0,0 0,0
Basalzellkarzinom 75 84,0 93 6,7 0,0
Tumoren der
Haut
Navuszellndvus 28 96,4 0,0 3,6 0,0
Plattenepithelkarzinom 141 36,2 55,3 6,4 2,1
der Haut
Malignes Melanom 64 90,3 8,1 1,6 0,0
Malignes Melanom 79 100,0 0,0 0,0 0,0
Lymphknotenmetastasen
Merkelzellkarzinom 43 100,0 0,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom 106 49,1 48,1 2,8 0,0
des Larynx
Kopf-Hals- Plattenepithelkarzinom 58 60,3 36,2 3.4 0,0
Tumoren des Pharynx
Orales 128 445 46,1 7,0 23
Plattenepithelkarzinom
(Mundboden)
Pleomorphes Adenom 47 97,9 0,0 2,1 0,0
der Parotis
Warthin-Tumor der 103 46,6 38,8 13,6 1,0
Parotis
Papilléres serdses 12 100,0 0,0 0,0 0,0
Zystadenokarzinom
(NOS)
Speichelgangskarzinom 14 100,0 0,0 0,0 0,0
Azinuszellkarzinom 160 100,0 0,0 0,0 0,0
der Speicheldriise
Adenokarzinom der 89 94,4 5,6 0,0 0,0
Speicheldriise (NOS)
Adenoidzystisches 118 89,0 11,0 0,0 0,0
Karzinom der
Speicheldriise
Basalzelladenom der 95 86,3 13,7 0,0 0,0
Speicheldriise
Basalzelladenokarzi- 23 87,0 13,0 0,0 0,0
nom der Speicheldriise
Epithelial- 53 94,3 5,7 0,0 0,0
myoepitheliales
Karzinom der
Speicheldriise
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Fortsetzung Tabelle 6:

Entititen/Subentititen | Analysierbare negativ schwach | moderat stark
Fallzahl (n) % % % %
Kopf-Hals- Mukgepidermoides 300 92,0 7,7 0,3 0,0
Turl:mren Karzinom der
Speicheldriise
Myoepitheliom der 10 90,0 10,0 0,0 0,0
Speicheldriise
Myoepitheliales 21 95,2 4,8 0,0 0,0
Karzinom der
Speicheldriise
Onkozytires Karzinom 12 91,7 8,3 0,0 0,0
der Speicheldriise
Polymorphes 36 88,9 8,3 2,8 0,0
niedriggradiges
Adenokarzinom der
Speicheldriise
Pleomorphes Adenom 39 94,9 2,6 2,6 0,0
der Speicheldriise
Adenokarzinom der 187 97,3 2,7 0,0 0,0
Lunge
Plattenepithelkarzinom 72 81,9 16,7 1,4 0,0
Tumoren der der Lunge
Lunge, Pleura "4 7elliges 16 100,0 0,0 0,0 0,0
und des .
Thymus Lupgenk.arzmom
Epitheloides 35 97,1 2,9 0,0 0,0
Mesotheliom
Andere Mesotheliome 72 98,6 0,0 1,4 0,0
Thymom 28 100,0 0,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom 73 64,4 28,8 4,1 2,7
der Vagina
Plattenepithelkarzinom 145 434 483 4.8 3,4
der Vulva
T Plattenepithelkarzinom 131 74,0 22,9 3,1 0,0
umoren des .
weiblichen der Zervix -
Genitaltrakts Adenokarzinom der 23 91,3 43 43 0,0
Zervix
Endometrioides 289 93,1 6,6 0,3 0,0
Endometriumkarzinom
Seroses 73 84,9 12,3 1,4 1,4
Endometriumkarzinom
Karzinosarkom des 42 97,6 2,4 0,0 0,0
Uterus
Endometriumkarzinom, 10 80,0 10,0 10,0 0,0
high grade, G3
Klarzelliges 8 87,5 12,5 00,0 0,0
Endometriumkarzinom
Endometrioides 106 76,4 18,9 3,8 0,9
Ovarialkarzinom
Seroses 527 438 455 8,5 2,1
Ovarialkarzinom
Muzindses 80 81,3 16,3 1,3 1,3
Ovarialkarzinom
Klarzelliges 42 95,2 2,4 2,4 0,0
Ovarialkarzinom
Karzinosarkom des 41 90,2 9,8 0,0 0,0
Ovars
Granulosazelltumor des 43 100,0 0,0 0,0 0,0

Ovars
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Fortsetzung Tabelle 6:

Entititen/Subentititen | Analysierbare negativ schwach | moderat stark
Fallzahl (n) % % % %
Sertoli-Zelltumor des 1 100,0 0,0 0,0 0,0
Ovars
Tumoren des Sertoli-Leydig- 3 100,0 0,0 0,0 0,0
weiblichen Zelltumor des Ovars
Genitaltrakts Steroidzelltumor des 3 100,0 0,0 0,0 0,0
Ovars
Brenner Tumor 41 97,6 2,4 0,0 0,0
Invasives 68 95,6 1,5 2,9 0,0
Mammakarzinom vom
nicht speziellen Typ
(NST)
Lobuléres 108 99,1 0,9 0,0 0,0
Tumoren der Mammakarzinom
Mamma Medulléres 15 100,0 0,0 0,0 0,0
Mammakarzinom
Tubuléres 18 100,0 0,0 0,0 0,0
Mammakarzinom
Muzindses 20 100,0 0,0 0,0 0,0
Mammakarzinom
Phylloidestumor 49 100,0 0,0 0,0 0,0
Kolonadenom, niedriger 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Dysplasiegrad
Kolonadenom, hoher 48 97,9 2,1 0,0 0,0
Dysplasiegrad
Tumoren des Adenokarzinom des 2354 92,3 7,2 0,5 0,0
Verdauungs- Kolons -
trakts Magenadenokarzinom, 209 96,7 2,9 0,5 0,0
diffuser Typ
Magenadenokarzinom, 205 90,2 8,8 0,5 0,5
intestinaler Typ
Magenadenokarzinom, 60 88,3 11,7 0,0 0,0
gemischter Typ
Adenokarzinom des 80 87,5 10,0 0,0 2.5
Osophagus
Plattenepithelkarzinom 64 67,2 32,8 0,0 0,0
des Osophagus
Plattenepithelkarzinom 88 59,1 35,2 5,7 0,0
des Analkanals
Cholangiozelluldres 57 91,2 7,0 0,0 1,8
Karzinom
Adenokarzinom der 34 79,4 11,8 8,8 0,0
Gallenblase
Klatskin-Tumor 40 80,0 17,5 2,5 0,0
Hepatozellulares 285 95,8 32 0,7 0,4
Karzinom
Duktales 631 62,4 30,3 6,2 1,1
Adenokarzinom des
Pankreas
Pankreas-/Ampulla- 94 59,6 27,7 11,7 1,1
Vateri-Adenokarzinom
Azinuszellkarzinom des 15 100,0 0,0 0,0 0,0
Pankreas
Gastrointestinale 62 100,0 0,0 0,0 0,0
Stromatumoren (GIST)
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Fortsetzung Tabelle 6:

Entititen/Subentititen | Analysierbare negativ schwach | moderat stark
Fallzahl (n) % % % %
Urothelkarzinom pT2-4 136 91,9 6,6 1,5 0,0
G3
Tumoren der Plattenepithelkarzinom 21 52,4 47,6 0,0 0,0
Harnwege der Harnblase
Kleinzelliges 22 100,0 0,0 0,0 0,0
neuroendokrines
Blasenkarzinom
Sarkomatoides 24 95,8 0,0 42 0,0
Urothelkarzinom
Urothelkarzinom des 59 96,6 1,7 1,7 0,0
Nierenbeckens
Klarzelliges 41 100,0 0,0 0,0 0,0
Nierenzellkarzinom
Papilléres 31 100,0 0,0 0,0 0,0
Nierenzellkarzinom
Chromophobes 34 100,0 0,0 0,0 0,0
Nierenzellkarzinom
Onkozytom 30 100,0 0,0 0,0 0,0
Adenokarzinom der 83 100,0 0,0 0,0 0,0
Prostata, Gleason 3+3
Adenokarzinom der 76 100,0 0,0 0,0 0,0
Prostata, Gleason 4+4
Tumorender  ["A jonokarzinom der 82 98,8 1.2 0,0 0,0
glamllllllmlf:l Prostata, Gleason 5+5
Oregs:neec s Adenokarzinom der 246 100,0 0,0 0,0 0,0
Prostata, Rezidiv
Kleinzelliges 18 100,0 0,0 0,0 0,0
neuroendokrines
Karzinom der Prostata
Seminom des Hodens 93 100,0 0,0 0,0 0,0
Embryonales Karzinom 46 100,0 0,0 0,0 0,0
des Hodens
Leydigzelltumor des 29 100,0 0,0 0,0 0,0
Hodens
Sertoli-Zelltumor des 2 100,0 0,0 0,0 0,0
Hodens
Keimstrang- 1 100,0 0,0 0,0 0,0
Stromatumor des
Hodens
Spermatozytischer 1 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumor des Hodens
Dottersacktumor des 43 100,0 0,0 0,0 0,0
Hodens
Teratom des Hodens 27 100,0 0,0 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom 84 52,4 40,5 6,0 1,2
des Penis
Adenom der Schilddriise 111 99,1 0,9 0,0 0,0
Papilldres 363 97,0 2,8 0,0 0,3
Schilddriisenkarzinom
Endokrine Follikulires 147 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren Schilddriisenkarzinom
Medulléres 109 100,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom
Anaplastisches 42 100,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom
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Fortsetzung Tabelle 6:

Entititen/Subentititen | Analysierbare negativ schwach | moderat stark
Fallzahl (n) % % % %
Nebennierenadenom 38 100,0 0,0 0,0 0,0
Endokrine Nebennierenrindenkarzi- 28 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren nom
Phéochromozytom 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Neuroendokriner Tumor 3 100,0 0,0 0,0 0,0
des Appendix
Kolorektaler 1 100,0 0,0 0,0 0,0
neuroendokriner Tumor
Neuroendokriner Tumor 4 100,0 0,0 0,0 0,0
des Ileums
Neuroendokriner Tumor 9 100,0 0,0 0,0 0,0
der Lunge
Neuroendokriner Tumor 49 93,9 4,1 2,0 0,0
des Pankreas
Neuroendokrines 2 100,0 0,0 0,0 0,0
Karzinom des
Kolorektums
Neuroendokrines 8 100,0 0,0 0,0 0,0
Karzinom des Ileums
Neuroendokrines 3 100,0 0,0 0,0 0,0
Karzinom des Pankreas
Hodgkin-Lymphom 101 100,0 0,0 0,0 0,0
Kleinzelliges 48 100,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren des lymphozytisches B-Zell-
hiimatopoeti- Lymphom
poeti ; -
schen und Diffus groBzelliges B- 108 100,0 0,0 0,0 0,0
lymphatischen | Zell-Lymphom
Gewebes Follikuldres Lymphom 84 100,0 0,0 0,0 0,0
T-Zell-Non-Hodgkin- 25 100,0 0,0 0,0 0,0
Lymphom
Mantelzell-Lymphom 17 100,0 0,0 0,0 0,0
Marginalzonenlymphom 15 100,0 0,0 0,0 0,0
Diffus groBzelliges B- 16 100,0 0,0 0,0 0,0
Zell-Lymphom des
Hodens
Burkitt-Lymphom 4 100,0 0,0 0,0 0,0
Tenosynovialer 45 100,0 0,0 0,0 0,0
Riesenzelltumor
Granularzelltumor 48 100,0 0,0 0,0 0,0
Weichteil- und [ [ eiomyom 50 100,0 0,0 0,0 0,0
Knochentumo-
ren Leiomyosarkom 93 100,0 0,0 0,0 0,0
Liposarkom 142 100,0 0,0 0,0 0,0
Maligner peripherer 15 100,0 0,0 0,0 0,0
Nervenscheidentumor
Myofibrosarkom 26 100,0 0,0 0,0 0,0
Angiosarkom 68 100,0 0,0 0,0 0,0
Angiomyolipom 91 100,0 0,0 0,0 0,0
Dermatofibrosarcoma 19 100,0 0,0 0,0 0,0
protuberans
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Fortsetzung Tabelle 6:

Entititen/Subentititen | Analysierbare negativ schwach | moderat stark
Fallzahl (n) % % % %
Kaposi-Sarkom 6 100,0 0,0 0,0 0,0
Weichteil- und Q0o rom 97 100,0 0,0 0,0 0,0
Knochentumo-
ren Undifferenzierte 72 100,0 0,0 0,0 0,0
Sarkome
Paragangliom 40 100,0 0,0 0,0 0,0
Ewing-Sarkom 19 100,0 0,0 0,0 0,0
Rhabdomyosarkom 7 100,0 0,0 0,0 0,0
Schwannom 112 100,0 0,0 0,0 0,0
Synovialsarkom 11 100,0 0,0 0,0 0,0
Osteosarkom 38 100,0 0,0 0,0 0,0
Chondrosarkom 29 100,0 0,0 0,0 0,0
Rhabdoidtumor 5 100,0 0,0 0,0 0,0
Tabelle 7: Rangliste der positiv gefirbten Tumorgewebe nach absteigender Positivitit
Tumortyp > schwach = moderat stark
(%) (%) (%)
Plattenepithelkarzinom der Haut 63,8 8,5 2,1
Plattenepithelkarzinom der Vulva 56,6 8,3 3,4
Serdses Ovarialkarzinom 56,2 10,6 2,1
Orales Plattenepithelkarzinom (Mundboden) 55,5 9.4 2.3
Warthin-Tumor der Parotis 53,4 14,6 1,0
Plattenepithelkarzinom des Larynx 50,9 2,8 0,0
Plattenepithelkarzinom der Harnblase 47,6 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom des Penis 47,6 7,1 1,2
Plattenepithelkarzinom des Analkanals 40,9 5,7 0,0
Pankreas-/Ampulla-Vateri-Adenokarzinom 40,4 12,8 1,1
Plattenepithelkarzinom des Pharynx 39,7 3,4 0,0
Duktales Adenokarzinom des Pankreas 37,6 7,3 1,1
Plattenepithelkarzinom der Vagina 35,6 6,8 2,7
Plattenepithelkarzinom des Osophagus 32,8 0,0 0,0
Plattenepithelkarzinom der Zervix 26,0 3,1 0,0
Endometrioides Ovarialkarzinom 23,6 4.7 0,9
Adenokarzinom der Gallenblase 20,6 8,8 0,0
Endometriumkarzinom, high grade, G3 20,0 10,0 0,0
Klatskin-Tumor 20,0 2,5 0,0
Muzindses Ovarialkarzinom 18,8 2,5 1,3
Plattenepithelkarzinom der Lunge 18,1 1,4 0,0
Basalzellkarzinom 16,0 6,7 0,0
Serdses Endometriumkarzinom 15,1 2,7 1,4
Basalzelladenom der Speicheldriise 13,7 0,0 0,0
Basalzelladenokarzinom der Speicheldriise 13,0 0,0 0,0
Klarzelliges Endometriumkarzinom 12,5 0,0 0,0
Adenokarzinom des Osophagus 12,5 2,5 2,5
Magenadenokarzinom, gemischter Typ 11,7 0,0 0,0
Polymorphes niedriggradiges Adenokarzinom der 11,1 2,8 0,0
Speicheldriise
Adenoidzystisches Karzinom der Speicheldriise 11,0 0,0 0,0
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Fortsetzung Tabelle 7:

Tumortyp > schwach = moderat stark
(%) (%) (%)
Myoepitheliom der Speicheldriise 10,0 0,0 0,0
Karzinosarkom des Ovars 9,8 0,0 0,0
Magenadenokarzinom, intestinaler Typ 9,8 1,0 0,5
Cholangiozelluldres Karzinom 8,8 1,8 1,8
Adenokarzinom der Zervix 8,7 473 0,0
Onkozytires Karzinom der Speicheldriise 8,3 0,0 0,0
Urothelkarzinom pT2-4 G3 8,1 1,5 0,0
Mukoepidermoides Karzinom der Speicheldriise 8,0 0,3 0,0
Adenokarzinom des Kolons 7,7 0,5 0,0
Endometrioides Endometriumkarzinom 6,9 0,3 0,0
Neuroendokriner Tumor des Pankreas 6,1 2,0 0,0
Epithelial-myoepitheliales Karzinom der 5,7 0,0 0,0
Speicheldriise
Adenokarzinom der Speicheldriise (NOS) 5,6 0,0 0,0
Pleomorphes Adenom der Speicheldriise 5,1 2,6 0,0
Myoepitheliales Karzinom der Speicheldriise 4,8 0,0 0,0
Klarzelliges Ovarialkarzinom 4.8 2.4 0,0
Invasives Mammakarzinom ohne besondere 4.4 2,9 0,0
Merkmale
Hepatozelluldres Karzinom 4,2 1,1 0,4
Sarkomatoides Urothelkarzinom 4.2 4.2 0,0
Urothelkarzinom des Nierenbeckens 3,4 1,7 0,0
Magenadenokarzinom, diffuser Typ 33 0,5 0,0
Papillédres Schilddriisenkarzinom 3,0 0,3 0,3
Epitheloides Mesotheliom 2,9 0,0 0,0
Adenokarzinom der Lunge 2,7 0,0 0,0
Brenner Tumor 2.4 0,0 0,0
Karzinosarkom des Uterus 2.4 0,0 0,0
Pleomorphes Adenom der Parotis 2,1 2,1 0,0
Adenomatoser Polyp, hoher Dysplasiegrad 2,1 0,0 0,0
Andere Mesotheliome 1,4 1,4 0,0
Adenokarzinom der Prostata, Gleason 5+5 1,2 0,0 0,0
Lobuldres Mammakarzinom 0,9 0,0 0,0
Adenom der Schilddriise 0,9 0,0 0,0
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Abbildung 56: Positivititen der gefirbten Tumortypen. Dargestellt in absteigender Reihenfolge.

3.4 KLK7-Expression und histopathologischer bzw. molekularpathologischer
Phéanotyp

Ausreichend gro3e Tumorkollektive, die Vergleiche zwischen der KLK7-
Expression und dem histopathologischen oder molekularen Tumorphéinotyp erlaubten,
lagen fiir Karzinome von Kolon, Magen, Pankreas, Leber, Endometrium, Ovar,
Schilddriise und Plattenepithel vor. Die Befunde sind nachstehend dargestellt.

3.4.1 KLK7-Expression beim Kolonkarzinom

Die Beziehung zwischen dem histologischen Phinotyp und histopathologischen
Parametern bzw. der Tumorlokalisation ist in Tabelle 7 dargestellt. Dabei fand sich eine
signifikante Assoziation zwischen dem Vorliegen einer nachweisbaren KLK7-Expression
und einem positiven Nodalstatus (p = 0,0005), einem L1-Status (p < 0,0001), einer
Tumorinfiltration von Blutgefidfen (p = 0,0037) und einer Tumorlokalisation im

rechtsseitigen Colon (p = 0,0088).
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Tabelle §: KLK7-Immunhistochemie und Phiinotyp beim Kolonkarzinom

Alle Anzahl negativ schwach moderat stark p-Wert

Tumoren (n) (%) (%) (%) (%)

pT1 88 95.5 45 0.0 0.0 0.6353
pT2 442 93.7 6.1 0.2 0

pT3 1258 91.9 7.5 0.6 0.0

pT4 451 92.0 7.5 0.4 0.0

pNO 1177 94.0 5.9 0.1 0.1 0.0005
pN+ 1057 90.4 8.7 0.9 0.0
Vo 1611 92.8 7.0 0.1 0.1 0.0037
V+ 590 90.8 7.8 1.4 0.0

Lo 739 95.5 43 0.0 0.1 <0.0001
L1 1474 90.6 8.6 0.7 0.0

links 1265 94.3 5.5 0.2 0.0 0.0088
rechts 459 90.0 9.4 0.7 0.0

3.4.2 KLK7-Expression beim Magenkarzinom

Die Beziehung zwischen histopathologischen Parametern bzw.
Mikrosatelliteninstabilitdt und der KLK7-Expression ist in Tabelle 8 dargestellt. Dabei
fand sich kein Zusammenhang zwischen der KLK7-Expression und dem pT- oder pN-

Status bzw. dem Vorliegen einer Mikrosatelliteninstabilitét.

Tabelle 9: KLK7-Immunhistochemie und Phiinotyp beim Magenkarzinom

Alle Anzahl negativ schwach moderat stark p-Wert
Tumoren (n) (%) (%) (%) (%)
diffus 92 96.7 22 1.1 0.0 0.1035
intestinal 88 94.3 5.7 0.0 0.0
gemischt 60 88.3 11.7 0.0 0.0
pT1-2 59 89.8 10.2 0.0 0.0 0.4286
pT3 128 89.8 10.2 0.0 0.0
pT4 125 95.2 4.8 0.0 0.0
pNO 77 93.9 6.1 0.0 0.0 0.5413
pN1 208 90.8 8.7 0.0 0.4
MS stabil 255 90.2 8.6 0.8 0.4 0.8144
MS instabil 40 90.0 10.0 0.0 0.0
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3.4.3 KLK7-Expression beim Pankreaskarzinom

Die Beziehung zwischen histopathologischen Parametern und der KLK7-
Expression ist in Tabelle 9 dargestellt. Dabei ergaben sich keine signifikanten
Zusammenhinge zu Tumorstadium, Differenzierungsgrad, Nodalstatus und Tumorbefall

des Resektionsrandes.

Tabelle 10: KLK7-Immunhistochemie und Phénotyp beim Pankreaskarzinom

pT1
pT2
pT3
pT4

Grad 1
Grad 2
Grad 3

pNO
pN+

RO
R1

MS stabil
MS
instabil

Anzahl
(n)

15
72
398
31

17
366
ho9

114
401

261
215

464

negativ
(%)

73.3
63.9
61.8
74.2

70.6
62.3
64.2

63.2
63.3

67
59.5

64
100

schwach
(%)

26.7
29.2
29.9
12.9

23.5
29.8
27.5

29.8
28.2

26.4
30.7

28.9
0

moderat
(%)

0
6.9
6.8

12.9

7.4

6.4

5.3
7.5

5.7
7.9

6.3

3.4.4 Leberzellkarzinom und KLK7-Expression

Die Beziehung zwischen histopathologischen Parametern und der KLK7-

stark
(%)

0
0
1.5
0

5.9
0.5
1.8

1.8
1

0.8
1.9

0.9

p-Wert

0.2744

0.3752

0.7658

0.2911

0.3143

Expression ist in Tabelle 10 dargestellt. Es hat sich eine signifikante Korrelation zwischen

dem Vorliegen einer KLK7-Expression und einem positiven Nodalstatus (p = 0,0382)

ergeben.

Tabelle 11: KLK7-Immunhistochemie und Phénotyp beim Leberzellkarzinom

Alle
Tumoren

pT1
pT2
pT3-4

pNO
pN+

Grad 1
Grad 2
Grad 3

Anzahl

(n)

72
109
76

93
62

36
157
61

negativ
(%)

95.8
87.2
93.4

93.5
80.6

97.2
90.4
91.8

schwach

(%)

14
11.0
5.3

4.3
16.1

2.8
6.4
8.2

moderat

(%)

2.8
0.9
13

2.2
3.2

0.0
2.5
0.0

stark

(%)

0.0
0.9
0.0

0.0
0.0

0.0
0.6
0.0

p-Wert

0.1118

0.0382

0.4041
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3.4.5 KLK7-Expression beim Endometriumkarzinom
Die Zusammenhénge zwischen pT- und pN-Status beim Endometriumkarzinom
und der KLK7-Expression sind in Tabelle 11 dargestellt. Es wurden keine signifikanten

Zusammenhidnge zwischen den untersuchten Parametern festgestellt.

Tabelle 12: KLK7-Immunhistochemie und Phénotyp beim Endometriumkarzinom

Anzahl negativ schwach moderat stark p-Wert
(n) (%) (%) (%) (%)

pT1l 87 94.3 5.7 0.0 0.0 0.1207
pT2 22 95.5 0.0 4.5 0.0
pT3-4 27 88.9 11.1 0.0 0.0

pNO 42 90.5 9.5 0.0 0.0 0.3566
pN+ 24 87.5 8.3 4.2 0.0

3.4.6 KLK7-Expression beim Ovarialkarzinom
Die Beziehung zwischen pT- und pN-Status und KLK7-Expression ist fiir das
endometrioide und das serdse Ovarialkarzinom in Tabelle 12 und 13 dargestellt. Diese

Untersuchungen ergaben keine signifikanten Zusammenhénge.

Tabelle 13: KLK7-Immunhistochemie und Phénotyp beim endometrioiden Ovarialkarzinom

Anzahl negativ schwach moderat stark p-Wert
(n) (%) (%) (%) (%)

pT1 24 83.3 16.7 0.0 0.0 0.3779
pT2 4 75.0 25.0 0.0 0.0
pT3 5 100.0 0.0 0.0 0.0

pNO 19 84.2 15.8 0.0 0.0 0.6824
pN1 9 77.8 22.2 0.0 0.0

Tabelle 14: KLK7-Immunhistochemie und Phénotyp beim serésen Ovarialkarzinom

Anzahl negativ schwach moderat stark p-Wert
(n) (%) (%) (%) (%)

pT1 36 38.9 52.8 8.3 0.0 0.5420
pT2 43 44.2 48.8 4.7 2.3
pT3 261 494 40.2 9.6 0.8

pNO 83 44.6 44.6 9.6 1.2 0.4142
pN1 163 47.2 46.0 6.7 0.0

3.4.7 KLK7-Expression beim Schilddriisenkarzinom
Die Beziehung zwischen KLK7-Expression und pT- bzw. pN-Status beim

papilldren Schilddriisenkarzinom ist in Tabelle 14 dargestellt. Die Untersuchung ergab
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einen signifikanten Zusammenhang zwischen einer nachweisbaren KLK7-Expression und

dem Vorliegen eines fortgeschrittenen Tumorstadiums (p = 0,0132).

Tabelle 15: KLK7-Immunhistochemie und Phénotyp beim Schilddriisenkarzinom (papillér)

Anzahl negativ schwach moderat stark p-Wert
(n) (%) (%) (%) (%)

pT1l 140 98.6 1.4 0.0 0.0 0.0132
pT2 75 100.0 0.0 0.0 0.0
pT3-4 98 91.8 7.1 0.0 1.0

pNO 85 95.3 4.7 0.0 0.0 0.2076
pN+ 120 98.3 1.7 0.0 0.0

3.4.8 KLK7-Expression beim Plattenepithelkarzinom

Die Beziehung zwischen KLK7-Expression und dem histologischen Phénotyp einer
Kohorte von Plattenepithelkarzinomen verschiedener Ursprungsorgane ist in Tabelle 15
dargestellt. Die Daten zeigen einen deutlichen Zusammenhang zwischen dem Nachweisen
der KLK7-Expression und einem hohen (niedrigmalignen) Differenzierungsgrad
(p <0,0001). Der Vergleich zwischen der KLK7-Expression und dem Vorliegen einer
HPV-Infektion ergab bei Zusammenfassung von Tumoren aller Art (p = 0,0738) und in
Untergruppen von oralen, pharyngealen, laryngealen, zervikalen, vaginalen, vulviren,

penilen, analen und dermalen Plattenepithelkarzinomen keine signifikanten

Zusammenhinge (p > 0,05).
Tabelle 16: KLK7-Immunhistochemie und Phénotyp beim Plattenepithelkarzinom verschiedener
Ursprungsorgane
Anzahl negativ schwach moderat stark p-Wert
(n) (%) (%) (%) (%)
pT1 278 58.6 37.1 2.2 2.2 0.4833
pT2 279 59.9 34.8 4.7 0.7
pT3 150 54.0 42.0 2.7 13
pT4 137 54.0 40.9 4.4 0.7
pNO 331 58.3 36.3 3.9 1.5 0.3838
pN+ 321 60.7 36.4 2.2 0.6
Grad 1 34 44.1 38.2 14.7 2.9 <0.0001
Grad 2 418 45.5 47.6 4.8 2.2
Grad 3 267 70.0 28.5 11 0.4
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Tabelle 17: KLK7 vs. HPV-Infektion bei Plattenepithelkarzinomen

Alle
PleCa
Orale
PleCa
Pharynx
PleCa
Larynx
PleCa
Zervix
PleCa
Vagina
PleCa
Vulva
PleCa
Penis
PleCa
Haut
PleCa
Analkanal
PleCa

HPV-
Status

negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv
negativ
positiv

Anzahl
(n)

313
234
65
12
21
34
50
9
9
68
15
15
52
26
30
39
38
1
5
31

negativ
(%)

50.2
59.8
43.1
50.0
524
64.7
44.0
77.8
55.6
72.1
66.7
60.0
46.2
34.6
50.0
48.7
47.4
0.0
60.0
61.3

schwach
(%)

42.8
34.6
44.6
41.7
38.1
35.3
56.0
22.2
44.4
23.5
33.3
33.3
50.0
50.0
40.0
43.6
44.7
100.0
40.0
323

moderat
(%)

4.5
4.7
7.7
8.3
9.5
0.0
0.0
0.0
0.0
4.4
0.0
0.0
0.0
11.5
6.7
7.7
2.6
0.0
0.0
3.2

stark
(%)

2.6
0.9
4.6
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
0.0
6.7
3.8
3.8
33
0.0
5.3
0.0
0.0
0.0

p-Wert

0.0738
0.7654
0.1216
0.0562
0.3313
0.4870
0.0671
0.6262
0.6646

0.8315
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4 Diskussion

Die erfolgreich durchgefiihrte Untersuchung von 12345 Tumoren aus 147
Tumortypen und Subtypen fiihrte zum Nachweis einer KLK7-Expression in 64
Tumorkategorien. Dies ermdglichte uns, eine Rangliste der Tumortypen nach Héufigkeit
der KLK7-Positivititen aufzustellen. Zu den am héufigsten und am stérksten KLK7-
positiven Tumoren gehdrten Plattenepithelkarzinome von verschiedenen Ursprungsorten,
Ovarialkarzinome, pankreatische Adenokarzinome und Speicheldriisentumoren. Dieses
Ergebnis ist mit den 6ffentlich verfligbaren RNA-Expressionsdaten des I[CGC
(International Cancer Genome Consortium) und der Cancer Genome (TCGA) vereinbar

(https://www.cancer.gov/tcga). Diese Institutionen hatten besonders hohe KLK7-

Positivitatsraten in HNO-, Ovarial- und Pankreaskarzinomen beschrieben. Die Daten
unseres Projekts erweitern die existierenden Daten zur KLK7-Proteinexpression. In den
von uns identifizierten, immunhistochemischen Untersuchungen zur KLK7-Expression in
Tumoren fanden sich Daten zu 1646 individuellen Tumoren aus 14 verschiedenen
Tumorentitdten (Zusammenfassung in Abbildung 57). In diesen Studien waren
iiberwiegend hohere Positivititsraten beschrieben worden als in unserer Studie.
Beispielsweise fand sich eine KLK7-Positivitdt von jeweils > 90 % in drei Studien zum
Ovarialkarzinom, drei Studien zu Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle (Dorn et al.,
2014; Shigemasa et al., 2001; Wang et al., 2018), einer Studie zum Adenokarzinom des
Colons (Walker et al., 2014), einer Studie zum Adenokarzinom der Zervix (Termini et al.,
2010) und einer Studie zu verschiedenen Subtypen von Nierenzellkarzinomen (Gabril et
al., 2010). Diese Diskrepanz zu unseren Befunden konnte am ehesten der Verwendung
unterschiedlicher Antikorper, unterschiedlicher Farbebedingungen (Protokolle) und
unterschiedlicher Definitionen zur Klassifizierung eines Tumorfalls als ,KLK-positiv*
zugeschrieben werden. Die existierenden Daten zur KLK7-RNA-Expression in Tumoren
deuten allerdings — ebenso wie unsere Befunde — auf eine geringe Haufigkeit von
hochgradig KLK7-exprimierenden Tumoren in den meisten Tumorentititen hin. Dass die
KLK7-Positivititsrate und das Ausmal} der Positivitit bei Plattenepithelkarzinomen
verschiedener Ursprungsorgane besonders hoch sind, war aufgrund der Funktion des
Proteins erwartet worden. KLK7 {ibt eine zentrale Rolle bei der Desquamation von
Korneozyten aus. Diese Desquamation ist nicht nur im normalen Plattenepithel, sondern
auch bei Tumoren von Bedeutung (Okegawa et al., 2004). Passend zu dieser spezifischen
Funktion von KLK7 fand sich eine Expression des Proteins {iberwiegend in denjenigen

Abschnitten von Plattenepithelkarzinomen, die auch Verhornungszeichen aufwiesen. Da
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die Verhornung ein Kriterium fiir die Diagnose eines niedrig malignen
Differenzierungsgrads darstellt, ist es nicht erstaunlich, dass die KLK7-Expression in
Plattenepithelkarzinomen aller Art hochsignifikant mit einem giinstigen
Differenzierungsgrad assoziiert war. Ahnliche Befunde waren von unserer Arbeitsgruppe
(Uhlig et al., 2022) und anderen (Travis et al., 2015) auch fiir Cytokeratin 10 ausgestellt
worden. Cytokeratin 10 ist ein anderes Protein, das insbesondere in der Verhornungszone
von Plattenepithelien exprimiert wird (Uhlig et al., 2022). In Ubereinstimmung mit den
Befunden unserer Studie hatten Leusink et al. (Leusink et al., 2015) bereits frither einen
signifikanten Zusammenhang zwischen einer kriftigen KLK7-Immunférbung und einer
giinstigen Patientenprognose in einer Kohorte von 83 Patienten mit
Plattenepithelkarzinomen der Mundhdhle gefunden. Allerdings gibt es auch Studien, in
denen bei Plattenepithelkarzinomen von einem Zusammenhang zwischen besonders
ausgeprigter KLK7-Proteinexpression und ungiinstigen histopathologischen
Prognoseparametern oder einer ungiinstigen Patientenprognose berichtet wurde, ndmlich in
zwei Studien an 30 und 80 Karzinomen der Mundhohle (Kumar et al., 2020; Zhao et al.,
2011). Zur Erkldrung der Diskrepanz zwischen diesen Befunden und unseren Daten
konnten wiederum verschiedene Antikorper, Farbeprotokolle und Interpretationskriterien
infrage kommen, aber auch die in den zitierten Studien geringen Patientenzahlen

(n =30/80). Eine ungiinstige Prognose KLK7-exprimierender Tumoren ist vereinbar mit
experimentellen In-vitro- und In-vivo-Daten, die auf eine Rolle des KLK7-Proteins bei
Tumorentstehung, Tumorprogression und Metastasierung hindeuteten (zusammengefasst
in (Xiang et al., 2022)). Das KLK7-Zymogen wird in der extrazelluldren Matrix aktiviert,
um so verschiedene extrazelluldre Matrixsubstrate wie Fibronectinl/FN1 (Silva et al.,
2019), Thrombospondinl/TSP1 (Silva et al., 2019), verschiedene Membranproteine, z. B.
E-Cadherin (Johnson et al., 2007), Desmoglein/DSG 1 und 2 (Ramani et al., 2008),
sezernierte Substrate, z. B. Insulin Growth Factor Binding/IGFBP 3 und 6 (Silva et al.,
2019) und andere Substrate, z. B. Midkin (Yu et al., 2015), Pro-Matrix-
Metalloprotease/MMP10 (Silva et al., 2019) zu hydrolysieren. In mehreren Studien wurde
ein onkogener Effekt des KLK7-Proteins vorgeschlagen. Diese Studien deuten auf direkte
Einfliisse von KLK7 auf die Zellproliferation (Delaunay et al., 2017; Yu et al., 2015), die
Zell-Zell-Adhasion (Ramani & Haun, 2008a; Ramani et al., 2008; Silva et al., 2019), die
Zellablosung (Silva et al., 2019), die Tumorzellmigration (Mo et al., 2010; Silva et al.,
2019; Yu et al., 2015), die Tumorzellinvasion (Delaunay et al., 2017; Johnson et al., 2007;
Mo et al., 2010; Yu et al., 2015), die extrazellulire Matrixorganisation (Ramani & Haun,
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2008b; Silva et al., 2019), die epitheliale mesenchymale Transformation (Johnson et al.,
2007; Mo et al., 2010), die Angiogenese (Silva et al., 2019; Xiang et al., 2022) und die
metabolische Reprogrammierung (Silva et al., 2019; Xiang et al., 2022) hin. Die Effekte
von KLK7 bestehen insbesondere durch KLK7-mediierte Inaktivierung oder Aktivierung
von KLK7-Substraten, beispielsweise fiihrt die KLK7-mediierte Inaktivierung von E-
Cadherin — ein kritisches Ereignis der epithelialen mesenchymalen Transformation — und
DSG1/DSG2 zu einer Forderung der Metastasierung durch eine gesteigerte Zellinvasion
und -Migration von Tumorzellen bzw. eine verminderte Zell-Zelladhésion. Eine KLK7-
mediierte Inaktivierung von TSP1 soll zu einer gesteigerten Zellproliferation,
Tumorzellmigration, Tumorzellinvasion sowie KLK7-induzierten Aktivierung des
PI3K/Akt/mTOR-Regelsystems und der VEGFR2-Aktivitit fiihren (Bazzazi et al., 2018;
Bussolati et al., 2006; Silva et al., 2019). Eine KLK7-mediierte Inaktivierung von IGFBP3
und 6 soll durch die Aktivierung von PIK3/Akt, MEK/ERK und Wnt/B-Catenin die
Regelsysteme zu einer forcierten Zellproliferation fithren, wihrend {iber den
PI3K/Akt/mTOR-Regelweg Glykolyse, Glykogensynthese und Gluconeogenese
beeinflusst werden (Bach, 2018; Hoxhaj & Manning, 2020; Silva et al., 2019). Die durch
KLK7 induzierte Aktivierung von proMMP10 und proMMP?9 diirfte ebenfalls einen
positiven Effekt auf die Zellteilung von Tumorzellen, das invasive Wachstum und die
Zellmigration ausiiben, wahrscheinlich durch die MMP-mediierte Hydrolyse von
extrazelluldrer Matrix und Basalmembrankomponenten (Davidson et al., 2002; Ramani et
al., 2011; Silva et al., 2019). Dariiber hinaus wurde gezeigt, dass eine forcierte KLK7-
Expression in Melanom-Zelllinien zu einem Ubergang von einem proliferativen in einen
invasiven Phinotyp fiihren kann (Delaunay et al., 2017). Im Gegensatz zu all diesen
funktionellen Daten ergaben die Befunde unserer Studie keine deutlichen Anhaltspunkte
fiir einen entscheidenden prognostischen Einfluss der KLK7-Expression in verschiedenen
Tumorarten. Nur 7 von 28 Analysen, bei denen die KLK-Immunfarbung mit prognostisch
relevanten morphologischen Parametern verglichen werden konnte, fiihrten zu statistisch
signifikanten Assoziationen. Angesichts der groBen Gesamtzahl statistischer Analysen

(n = 28) ergibt die notwendige Anpassung der zu fordernden statistischen Signifikanzwerte
(Bonferroni-Korrektur) einen p-Wert von < 0,0018 fiir eine valide Aussage zu einer
mdglichen klinischen Bedeutung. Nach Anwendung der Bonferroni-Korrektur erwiesen
sich die meisten statistischen Assoziationen zwischen der KLK7-Expression und den
prognostisch relevanten Tumorparametern als nicht mehr valide. Allerdings ist trotzdem

auftillig, dass vier der sieben urspriinglich signifikanten Zusammenhénge die Parameter
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,Lymphknotenmetastasierung* und ,Blut- oder Lymphgefdfinvasionen® betrafen. Diese
Beobachtungen wiren in der Tat vereinbar mit einer klinisch relevanten Rolle der KLK7-

Expression in Tumoren mit Zelldissoziation und Metastasierung.

Plattenepithelkarzinom e X
Haut

Orales ) X 0
Plattenepithelkarzinom

Ovarialkarzinom X ('] °
Pankreaskarzinom X [

Plattenepithelkarzinom X
Zervix

Kolorektales
Adenokarzinom X o

Malignes Melanom X
Zervix Adenokarzinom X o ¢ ]
Mammakarzinom X (']
Prostatakarzinom X o0

Onkozytom X °

Chromophobes Ne

Nierenzellkarzinom *
Papillares °
Nierenzellkarzinom en= 1-10
n=11-25
Klarzelliges ®n>25 °
Nierenzellkarzinom x= Ergebnisse TMA
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Abbildung 57: Vergleich der Positivititen der KLK7-Firbung unserer Studie mit fritheren Studien.

Die Kreuze geben unsere Ergebnisse an, jeder Punkt kennzeichnet eine Studie, in der der Tumortyp zuvor untersucht
wurde. Die GroBe der eingeschlossenen Tumoren pro Studie ist farblich dargestellt. Rote Punkte entsprechen einer
Teilnehmerzahl von eins bis zehn, gelbe Punkte einer Teilnehmerzahl von elf bis 25 und griine einer Teilnehmerzahl von

mehr als 25.
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Literaturverweise zu den Daten aus Abbildung 57:
Chromophobes Nierenzellkarzinom:

(Gabril et al., 2010)

Klarzelliges Nierenzellkarzinom:

(Gabril et al., 2010)

Kolorektales Adenokarzinom:

(Walker et al., 2014)

Malignes Melanom:
(Delaunay et al., 2017)

Mammakarzinom.

(Geng et al., 2020)

Onkozytom:
(Gabril et al., 2010)

Orales Plattenepithelkarzinom:

(Kumar et al., 2020; Leusink et al., 2015; Pettus et al., 2009; Zhao et al., 2011)

Ovarialkarzinom.

(Dorn et al., 2014; Shigemasa et al., 2001; Wang et al., 2018)

Pankreaskarzinom:

(Takovlev et al., 2012; Johnson et al., 2007)

Papillires Nierenzellkarzinom:

(Gabril et al., 2010)

Plattenepithelkarzinom Haut:
(Johnson et al., 2003)

Plattenepithelkarzinom Zervix:

(Santin et al., 2004; Termini et al., 2010)

Prostatakarzinom:

(Xuan et al., 2008; Zhang et al., 2015)

Zervix Adenokarzinom:

(Santin et al., 2004; Termini et al., 2010; Tian et al., 2004)

Da KLK7 nur in einer geringen Zahl von Normalgewebe exprimiert wird und in
Tumoren, die sich aus KLK7-negativen Normalgeweben entwickeln, eine De-novo-KLK7-
Expression auftreten kann, ist KLK7 prinzipiell ein geeignetes Zielprotein fiir
zielgerichtete Krebsmedikamente. In mehreren Studien wurde eine tumorsuppressive
Wirkung einer KLK7-Inhibierung gezeigt, entweder durch humanisierte Anti-KLK7-
Antikorper oder kleine inhibitorische Molekiile (zusammengefasst in (Xiang et al., 2022).
Dies passt zu funktionellen In-vivo- und In-vitro-Studien, in denen ein tumorinhibierender

Effekt der KLK7-Hemmung gezeigt wurde. Beispielsweise hatten kleine KLK7-
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inhibierende Molekiile erfolgreich die Proliferation, Migration und Invasion von
Pankreastumorzelllinien und die Dissoziation von plantaren Stratum-corneum-Zellen
gehemmt. Die Befunde dieser Studien suggerieren, dass im Falle einer erfolgreichen
Entwicklung von KLK7-Hemmstoffen mit dokumentierter Wirkung auf KLK7-
exprimierende Tumoren Karzinome der Ovarien, des Endometriums, des Pankreas oder der
Gallenblase die optimalen Kandidaten fiir eine Anti-KLK7-Therapie darstellen konnten.
Angesichts der ungewo6hnlichen GréBe unserer Studie wurde der von uns
eingesetzte immunhistochemische Ansatz ausgedehnt validiert. Zu diesem Zweck wurden
die mit unserem Antikdrper MSVA-707M an Normalgewebe erzielten Ergebnisse zum
einen mit RNA-Expressions-Daten und zum anderen mit den Farbeergebnissen verglichen,
die mit einem zweiten unabhingigen Anti-KLK7-Antikdrper (EPR22594-203) erzielt
wurden. Die zu Vergleichszwecken bendtigten RNA-Expressions-Daten zu KLK7 wurden
aus drei 6ffentlich zugéinglichen Datenbanken (FANTOMS Project, Human Protein Atlas,
Genotype-Tissue Expression Project) entnommen (Consortium, 2013; Karlsson et al.,
2021; Lizio et al., 2017; Lizio et al., 2015), die auf der Homepage des The Human Protein
Atlas, www.proteinatlas.org., zusammengefasst wurden. Um eine mdglichst grole Menge
verschiedener Proteine auf eine potenzielle Reaktivitit oder Kreuzreaktivitit mit unserem
KLK7-Antikdrper zu testen, wurden 76 verschiedene Normalgewebekategorien in die
Normalgewebeanalyse eingeschlossen. Diese dienten gleichzeitig der
Antikorpervalidierung, denn durch die Vielfalt der Normalgewebe wurde die
iiberwiegende Mehrzahl, der in erwachsenen Geweben in relevanter Menge exprimierten
Proteine auf Kreuzreaktivitit getestet. Die Validitdt unseres Assays und die Spezifitét
unseres Antikdrpers wurden durch den Nachweis einer signifikanten KLK7-Immunférbung
in Organen mit dokumentierter KLK7-RNA-Expression unterstiitzt. Hierzu gehdren
Osophagus, Speicheldriise, Niere, Vagina, Zervix, Tuba uterina, Tonsille und die Haut. Die
Mamma war das einzige Organ mit dokumentierter RNA-Expression und fehlendem
Nachweis einer KLK7-Anfdrbung mit unserem Antikorper. Da eine KLK7-RNA-
Expression des Mammagewebes auch in einer der verwendeten RNA-
Expressionsdatenbanken (FANTOM 5) nicht nachweisbar war (Lizio et al., 2017; Lizio et
al., 2015), wire es moglich, dass der KLK7-Befund in den anderen Datenbanken durch
eine Verunreinigung einiger Mammaproben durch bedeckende Haut verursacht worden ist.
Die umfangreiche immunhistochemische Analyse erlaubte zudem einen KLK7-
Proteinnachweis in Hassall'schen Kdrperchen des Thymus, obwohl die KLK7-RNA-
Analyse zum Thymus keinen Nachweis von KLK7-RNA ergab. Im Thymus macht der
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geringe Anteil an KLK7-positiven Zellen nur einen so kleinen Teil der Gesamtzellzahl aus,
dass KLK7-RNA in RNA-Proben, die aus dem gesamten Organgewebe extrahiert wurden,
moglicherweise nicht in nachweisbaren Mengen vorkommt. Eine echte Expression von
KLK7 in Hassall'schen Kdrperchen ist nicht nur aufgrund der plattenepithelialen Natur
dieser Struktur plausibel, sondern wurde auch durch die Verwendung des zweiten
unabhingigen Antikorpers EPR22594-203 validiert. Dass der zu der Validierung
herangezogene zweite Antikdrper EPR22594-203 ein von MSV A-707M unabhingiger
Antikorper ist, wird auch dadurch dokumentiert, dass dieser neben plattenepithelialen
Strukturen auch das Zytoplasma von glatter Muskulatur und verschiedener anderer
Gewebe sowie Zellkerne farbte.

Der ungewo6hnliche Umfang dieser Studie wurde ermoglicht durch die Verwendung
der Tissue-Microarray-Technik, insbesondere aber auch durch das grofe, sorgfaltig
dokumentierte Tumorarchiv der drei beteiligten Pathologien sowie ausgedehnte
Vorarbeiten fritherer Doktoranden und anderer Forscher, die das jetzige existierende TMA-
Archiv des Instituts erstellt und laufend erneuert haben. Da die immunhistochemische
Untersuchung unserer 13447 Tumoren und 608 Normalgeweben fiir den mit der Aufgabe
betrauten Pathologen (PD. Dr. med. Stefan Steurer) insgesamt nur weniger als eine Woche
Arbeitszeit in Anspruch nahm, wére es denkbar, TMA-Studien an noch deutlich groferen
Tumorkollektiven durchzufiihren. Der wesentlichste Vorteil einer Ausweitung der aktuell
erarbeiteten Tumorkollektive wiren eine vermehrte Zahl seltener Tumoren und die
Zusammenfiihrung deutlich groBerer Kollektive der hdufigen Tumorarten mit klinisch-
pathologischen Daten. Kollektive klinisch bedeutsamer und haufiger Tumorarten wiirden
es deutlich erleichtern, klinisch relevante Beziehungen zwischen Biomarkern und
histomorphologischen Parametern fiir Tumoraggressivitét zu identifizieren und damit
mogliche Prognosemarker zu finden.

Zusammengefasst geben unserer Daten einen umfassenden Uberblick iiber die
Priavalenz der KLK7-Expression in einer breiten Palette humaner Tumoren. Die Daten
zeigen, dass eine KLK7-Expression insbesondere bei Plattenepithelkarzinomen
verschiedener Ursprungsorgane vorkommt, aber auch bei Ovarialkarzinomen, bei
Neoplasien der Gallengénge, des Pankreas und des oberen Gastrointestinaltraktes. Fiir die
Zukunft scheinen insbesondere Untersuchungen der prognostischen Bedeutung der KLK7-
Expression und der mdglichen Bedeutung von KLK7 als Zielprotein fiir

Krebsmedikamente weitere lohnende Forschungsprojekte darzustellen.
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5 Zusammenfassung

Die Kallikrein-related Peptidase 7 (KLK7) ist eine Chymotrypsin-dhnliche
Serinprotease, die fiir die Abschuppung von Korneozyten unerldsslich ist. Sie spielt bei der
Aufrechterhaltung der Hauthomgostase eine zentrale Rolle. Bisher wird vermutet, dass
eine Uberexpression von KLK7 bei Tumorerkrankungen einen Weg zur Metastasierung
durch Spaltung von Zellverbindungsproteinen und extrazelluldren Matrixproteinen von
Tumorzellen darstellt. Um die KLK7-Proteinexpression in normalem und neoplastischem
Gewebe zu bestimmen, wurde ein Tissue-Microarray mit 13 447 Proben von 147
verschiedenen Tumorarten und -subtypen sowie 608 Proben von 76 verschiedenen
normalen Gewebetypen immunhistochemisch analysiert. Eine KLK7-Positivitdt wurde in
64 von 147 Tumorkategorien gefunden, darunter befanden sich 17 Tumorkategorien mit
mindestens einem stark positiven Fall. Die hochste KLK7-Positivititsrate wurde bei
Plattenepithelkarzinomen verschiedener Herkunft (positiv in 18,1-63,8 %), Eierstock- und
Endometriumkarzinomen (4,8-56,2 %), Speicheldriisentumoren (4,8—13,7 %), bilio-
pankreatischen Adenokarzinomen (20,0-40,4 %) und Adenokarzinomen des oberen
Gastrointestinaltrakts (3,3—12,5 %) festgestellt. Die KLK7-Positivitdt stand im
Zusammenhang mit Lymphknotenmetastasen (p = 0,0005), BlutgefaBinfiltration
(p = 0,0037) und LymphgefaBinfiltration (p < 0,0001) bei kolorektalen Adenokarzinomen,
mit Lymphknotenmetastasen bei hepatozelluldren Karzinomen (p = 0,0382), mit einem
fortgeschrittenen pT Stadium bei papilldrem Schilddriisenkrebs (p = 0,0132) und einem
niedrigen Malignitétsgrad in einer Kohorte von 719 Plattenepithelkarzinomen aus elf
verschiedenen Ursprungsorganen (p < 0,0001). Zusammenfassend ermoglichen unsere
Daten einen Uberblick iiber die Expression von KLK7 in normalen und neoplastischen

humanen Geweben. Die prognostische Bedeutung der KLK7-Expression und die mogliche
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6 English Summary
Kallikrein-related peptidase 7 (KLK7) is a chymotrypsin-like serine protease which

is essential for the desquamation of corneocytes and thus plays a pivotal role in
maintaining skin homeostasis. In cancer, KLK7 overexpression was suggested to represent
a route for metastasis through cleavage of cell junction and extracellular matrix proteins of
cancer cells. To comprehensively determine KLK7-Protein expression in normal and
neoplastic tissues, a tissue microarray containing 13,447 samples from 147 different tumor
types and subtypes as well as 608 samples of 76 different normal tissue types was analyzed
by immunohistochemistry. KLLK7 positivity was found in 64 of 147 tumor categories,
including 17 tumor categories with at least one strongly positive case. The highest rate of
KLK?7 positivity was found in squamous cell carcinomas from various sites of origin
(positive in 18.1-63.8 %), ovarian and endometrium cancers (4.8-56.2 %), salivary gland
tumors (4.8—13.7 %), bilio-pancreatic adenocarcinomas (20.0-40.4 %), and
adenocarcinomas of the upper gastrointestinal tract (3.3—12.5 %). KLK7 positivity was
linked to nodal metastasis (p = 0.0005), blood vessel infiltration (p = 0.0037), and lymph
vessel infiltration (p < 0.0001) in colorectal adenocarcinoma, nodal metastasis in
hepatocellular carcinoma (p = 0.0382), advanced pathological tumor stage in papillary
thyroid cancer (p = 0.0132), and low grade of malignancy in a cohort of 719 squamous cell
carcinomas from 11 different sites of origin (p < 0.0001). In summary, these data provide a
comprehensive overview on KLK7-Expression in normal and neoplastic human tissues.
The prognostic relevance of KLK7-Expression and the possible role of KLK7 as a drug

target need to be further investigated.
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