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1. Einleitung
1.1 Das Zytoskelett

Das Zytoskelett aller eukaryotischen Zellen umfasst drei unterschiedliche Filamenttypen:

Mikrofilamente, Mikrotubuli und Intermediarfilamente. Diese zytoplasmatischen Strukturproteine
sind Elemente eines hochdynamischen Systems und maR3geblich fir den Erhalt der inneren und
aulBeren Form der Zelle, Kompartimentierung, sowie Zellmigration, Zellteilung, intrazellularen

Transport und Signaltransduktion. (Pegoraro et al. 2017)
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Abbildung 1 Komponenten des Zytoskeletts. Abbildung 2_Veﬁei/ung ({9:’ Kompon_enten des 'Zylfpskeletts in der
(aus: Miiller-Ester! 2018, S. 466) Zelle am Beispiel des Diinndarmepithels. (aus: Lillmann-Rauch
und Paulsen 2012, S. 18)

1.2 Intermediarfilamente

Intermediarfilamente (IF) sind apolare, schlecht 16sliche zytoplasmatische Polypeptide und bilden
im Vergleich zu den Mikrotubuli und Mikrofilamenten eine widerstandsfahigere Komponente des
Zytoskeletts. (Robert et al. 2016; Strelkov et al. 2003; Wagner et al. 2007) Sie kommen vermehrt
in Zellen vor, die besonderen mechanischen Beanspruchungen ausgesetzt sind. Die monomeren
Proteinkomponenten von IF kénnen aufgrund ihrer variablen N- und C-terminalen Domanen in
sechs Kategorien eingeteilt werden, die zelltypspezifisch konstant oder in konstanten
Kombinationen exprimiert werden. (Coulombe et al. 2001) Dies legt Unterschiede in ihrer
Funktion nahe. Die im Zentrum liegende a-helikale Stabstruktur wiederum ist eine
hochkonservierte Proteinsequenz. (Omary et al. 2004) IF besitzen einen Durchmesser von ca.
10-12 nm und liegen damit zwischen den Durchmessern -also intermediar- von Mikrotubuli und
Mikrofilamenten. (Strelkov et al. 2003)
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Klasse | Typ GréRe Anzahl Gene | Vorkommen
| Saure Keratine 40-70 kDa 28 Epithelzellen
Il Basische Keratine 40-70 kDa 26 Epithelzellen
1 Vimentinahnliche Proteine
Vimentin 53 kDa 1 Fibroblasten,
Endothelzellen,
Leukozyten
Desmin 53 kDa 1 Muskelzellen
Saures fibrillares 51 kDa 1 Gliazellen
Gliaprotein
Peripherin 58 kDa 1 Periphere und

zentrale Neurone

\Y) Neurofilamentproteine 66-240 kDa 5 Axone
\ Kernlamine (Lamin A, B, C) | 60-75 kDa 3 Kernlamina
Vi Nestin 240 kDa 1 Neuronale Stamm-

und Vorlauferzellen

Tabelle 1 Intermediérfilamenttypen. Adaptiert aus: (Bernal und Arranz 2018)



1.3 Cytokeratine
Die Familie der Keratine oder auch Cytokeratine (CK) ist die heterogenste und zahlenmaRig
groflite Gruppe aller IF-Proteine. Sie umfasst 54 von 70 funktionellen Genen, die fur IF-Proteine
kodieren. (Kim und Coulombe 2007) Der Katalog nach Schweizer (urspr. Moll 1982) teilt die
Cytokeratine nach absteigendem Molekulargewicht und nach isoelektrischem Punkt den ersten
zwei der sechs Gruppen der IF-Proteine zu. (Moll et al. 1982; Schweizer et al. 2006)
Dies sind Gruppe 1) die sauren Cytokeratine (CK9-28, CK31-40; davon elf im Haar, 17 epithelial),
deren Gene (n=28) auf Chromosom 17qg21.2 liegen und Gruppe Il) die neutral bis basischen
Cytokeratine (CK1-8, CK71-86; davon sechs im Haar, 20 epithelial), deren Gene (n=26) auf
Chromosom 12q13.13 liegen. (Schweizer et al. 2006) Das CK18-Gen stellt eine Ausnahme dar.
Obwohl es zur Gruppe | gehdrt, ist das Gen auf Chromosom 12 zu finden. (Waseem et al. 1990)
Funktionell lassen sich drei Subgruppen der Keratine unterscheiden: 1) einfache epitheliale
Cytokeratine einschichtiger Epithelien z.B. der Leber oder des Gastrointestinaltrakts, 2) Keratine
mehrschichtiger Epithelien z.B. der Epidermis und 3) strukturelle Keratine der Haare und Nagel.
(Haines und Lane 2012)
Cytokeratine bilden die typischen IF der Epithelzellen. (Moll et al. 2008) Je ein monomerer
Vertreter der Gruppe | bildet zusammen mit einem Vertreter der Gruppe Il ein obligat
heterodimeres Paar. Zwei Dimere formen ein Tetramer. Diese sind Bausteine von
Protofilamenten, von denen sich acht Stlick zu einem IF zusammenlagern. (Steinert und Roop
1988)
Den Zellkern umringend verspannen sie das Zellinnere in einer Art Gitternetz und inserieren tber
Desmoplakin an Desmosomen, die wiederum Uber Cadherine mechanisch stabile Zell-
Zellkontakte ausbilden, oder via Plectin an Hemidesmosomen, die Kontakt der Zelle zur
extrazellullaren Matrix herstellen. (André et al. 2003; Kouklis et al. 1994) Dementsprechend sind
sie essentiell nicht nur fir die Stabilitat der einzelnen Zelle, sondern auch fiir die Integritat des
Zellverbands. (Moll et al. 2008) Mutationen in CK-Genen kénnen eine Reihe von Krankheiten zur
Folge haben. Bekanntes Beispiel ist die Epidermolysis bullosa simplex, die im Rahmen einer
Mutation im CK5- oder CK14-Gen auftritt. Beide kodieren flir epidermale Keratine. (Omary et al.
2004)
Seit Uber 30 Jahren gelten Cytokeratine -unter Zuhilfenahme von enstprechenden Antikérpern-
als immunhistochemische Marker fiir epitheliale Herkunft von Zellen. (Lane und Alexander 1990)
Unterschiedliche Muster an CK-Kombinationen sind spezifisch fir bestimme Epitheltypen oder
deren Differenzierungsgrade, wobei ein Epitheltyp in der Regel ein bis finf CK-Paare exprimiert.
Verschiedene Epitheltypen kénnen so anhand ihrer CK-Expressionsmuster charakterisiert
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werden. Auch im Falle einer malignen Transformation behalten epitheliale Zellen ihr CK-Muster
grofitenteils bei. Dies kann man sich in der histopathologischen Tumordiagnostik zu Nutze
machen, um z.B. Karzinome von anderen Tumoren zu unterscheiden. Darliber hinaus kénnen
Tumoren, die morphologisch nicht eindeutig einem bestimmten Ausgangsorgan zugeordnet
werden kénnen (meistens Metastasen) anhand des CK-Expressionsmusters -vergleichbar mit
einem Fingerabdruck- einem Ausgangsgewebe zugerechnet werden. (Chu und Weiss 2002; Moll
et al. 2008)

Cytokeratin-
filament

Inter-
zellularraum

Abbildung 4 Insertion von Cytokeratinfilamenten an
Desmosmen. (aus: Miiller-Esterl 2018, S. 470)



1.4 Cytokeratin 18
1.4.1 Allgemeines

Das Heterodimer aus Cytokeratin 18 (Gruppe 1) und Cytokeratin 8 (Gruppe Il) stellt einen IF-
Baustein dar, der Uberwiegend in einfachen, einschichtigen Epithelien vorkommt. So z.B. in
parenchymatdsen Epithelien innerer Organe und luminalen Zellen von Drisenepithel. Neben
CK18 und seinem komplementaren Partner CK8 sind auch CK7, CK19 und CK20 flir diesen
Epitheltyp charakteristisch. (Chu und Weiss 2002) Posttranslationale Modifikationen wie
Phosphorylierung, Acetylierung und Glycosylierung bestimmen die Loslichkeit, Stabilitat und
Filamentorganisation von CK18, was Einfluss auf die Zelle selbst nimmt. (Leech et al. 2008;
Omary et al. 1998) Wie auch fur andere CK-haltige Zellen typisch, bleibt die CK18-Expression in
Karzinomen und Metastasen, die aus einfachen Epithelien hervorgehen, meist erhalten. (Oshima
et al. 1996)
In Hepatozyten stellt CK8/18 das exklusiv exprimierte CK-Paar dar. Da sich die mechanische
Belastung hier, z.B. im Vergleich zur Haut, in Grenzen halt, ist es nur zu einem diinnen Netzwerk
verwoben. Daher ist es naheliegend, dass CK18 in der Zelle auch andere Funktionen als die
Stabilisierung innehat. (Moll et al. 2008) Hierzu zahlt neben den mechanischen Qualitaten eine
Beteiligung an zellularen Vorgangen wie Apoptose, Mitose, Regulation des Zellzyklus und
intrazellularer Signaltransduktion, weshalb auch eine Rolle in der Karzinogenese angenommen
wird. (Coulombe und Omary 2002; Galarneau et al. 2007; Gilbert et al. 2001) Ein modulierender
Einfluss auf Wachstums- und Proliferationssignalketten ist bekannt. Hierzu zahlt der Ras-
Signalweg, der bei Aktivierung durch onkogene Faktoren Uber Transkriptionsfaktoren der AP-1-
Familie (Jun, Fos) und der ETS-Familie zur verstarkten Expression von CK18 fiihrt. (Oshima et
al. 1996; Pankov et al. 1994)
Fortier et al. zeigten 2010, dass eine Uberexpression von Akt in bestimmten Krebszelllinien zu
einer Uberexpression von CK18 filhrte. (Fortier et al. 2010) Im PI3K/Akt-Signalweg fungiert CK18
als Ziel von Akt, welches ein antiapoptotisches Protoonkogen ist und Zellen vor Fas-induzierter
Apoptose schitzt. (Abreu et al. 2001) Hepatozyten in CK8-Knockout-Mausen sind sensibler fir
Fas-induzierte Apoptose. (Gilbert et al. 2001) Auch eine direkte Inhibition des Fas-Rezeptors
(FasR) durch CK18 ist bekannt. (Pan et al. 2013)
In humanen Hepatozyten wirkt CK8/18 offensichtlich zytoprotektiv, denn eine Mutation
pradisponiert fir Erkrankungen der Leber. So sind Mutationen im CK18-Gen mit gehauftem
Vorkommen von kryptogener Leberzirrhose verknipft. (Ku et al. 1997) Im ERK/MAPK-Signalweg
hat CK8/18 eine regulatorische Rolle inne. In Hepatozyten von CK8-Knockout-Mausen kommt es

zu einer geringeren Aktivierung von ERK1/2, was wiederum zu einer geringeren Aktivierung von
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c-Flip fihrt. Beide wirken antiapoptotisch. (Gilbert et al. 2004) CK18 dient als Ziel von ERK1/2 im
ERK/MAPK-Signalweg. (Weng et al. 2012; Zhang et al. 2006) Wang et al. postulierten 2015, dass
CK18-Knockdown durch siRNA die Metastasierungsneigung von Krebszellen erhéhe. (Wang et
al. 2015)

Cytokeratin 18

Intrazellulére Verstrebung

« Struktur des Zytoplasma

» Widerstandsfahigkeit gegen aulRere
Einflisse

= Aufrechterhaltung der mitochondrialen
Struktur

(Zellulare Vorgange

* Apoptose

* Mitose

» Zellzyklus-Progression

* Intrazellulare Signalwege

— Epithelialer Marker I

—Verhalten von Tumorzellen

. . . Abbildung 6 Funktionen von Cytokeratin 18.
Abbildung 5 CK18 Immunfluoreszenzfarbung in Adaptiert aus: (Weng et al. 2012)

Rot, Zellkern in Blau in PLC (Leberkrebszellen).
(aus: Moll et al. 2008)

Bei chronischen Lebererkrankungen wie z.B. der nicht-alkoholischen Steatohepatitis (NASH), der
alkoholischen Steatohepatitis (ASH), chronischer Cholestase oder hepatozytaren Neoplasien
kommt es vermehrt zur Ausbildung von intrahepatozytaren hyalinen Einschllisskérperchen, den
Mallory-Denk-Bodys (Abbildung 7). Diese bestehen neben Stressproteinen wie p62 und Ubiquitin
zum Grolteil aus CK8/18-Aggregaten. (Bardag-Gorce et al. 2006; Strnad et al. 2008)

In den letzten Jahren hat der ELISA-gestitzte Nachweis von Cytokeratin 18 bzw. dessen
Caspase-gespaltenen Fragmenten (CYFRA) im Blutserum oder Urin zunehmend Bedeutung als
Apotose- und Nekrosebiomarker fir CK18-haltige Zellen gewonnen (Abbildung 8). Durch den
ELISA ist es mdglich, den Uberwiegenden Modus des Zelltods (Apoptose vs. Nekrose) zu
bestimmen, da nur im Rahmen der Apoptose, nicht aber im Rahmen des nekrotischen Zelltodes,
nebst intaktem CK18 auch CYFRA freigesetzt werden. (Kramer et al. 2004; Leers et al. 1999)
Diagnostisch kann man sich dies beispielsweise zum nicht-invasiven Nachweis einer NASH oder
einer Graft-vs.-Host-Reaktion nach Lebertransplantation zu Nutze machen. (He et al. 2017;
Waterhouse et al. 2011) Auch eine Aussage zum Ansprechen bzw. Progress auf und unter
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Chemotherapie und zur Prognoseinschatzung vieler Tumorentitdten ist moéglich. (Koelink et al.
2009; Scott et al. 2009; Yaman et al. 2010)

kﬂ- CYTOKERATIN-18
¥ 1 I 429
- CASPASE-CLEAVED CYTOKERATIN-18

1 I N . 429

238 396
396

A M30-ELISA *
g M5  M30

..'z, »&a\' : % % 7 & WEakLBA M5 M6

4

Abbildung 7 Mallory-Denk-Bodys (markiert durch schwarze Abbildung 8 M30-ELISA Assay detektiert Caspase-
Pfeile), aus: webpathology.com gespaltenes CK18-Fragment (Apoptose). M65-ELISA
https.//www.webpathology.com/image.asp?case=715&n=13, Assay erkennt intaktes und fragmentiertes CK18
05.10.2020 (Nekrose). (aus: Olofsson et al. 2007)

1.4.2 Cytokeratin 18 in Normalgeweben
Das Vorhandensein von CK18 und seinem komplementaren Partner CK8 ist in einer Reihe von
Normalgeweben bekannt. Hierzu gehéren samtliche parenchymatdse Organe, die in einfachen,
einschichtigen Epithelien organisiert sind. Das sind beispielweise Leber, Lunge, Niere, Pankreas
und andere Organe des Gastrointestinaltrakts. (Goddard et al. 1991; Oshima et al. 1996) Die
Epithelzellen der Leber, azinare- und Inselzellen des Pankreas und proximale Tubuluszellen der
Niere exprimieren neben CK8/18 keine weiteren Cytokeratine. Auch duktale/luminale Epithelien
von Drisengeweben in den Pankreasgangen, Gallenwegen oder Sammelrohre der Niere,
luminale Zellen des mehrreihigen respiratorischen Epithels, Mesothel oder Urothel enthalten
CK18, daneben allerdings auch weitere Cytokeratine. (Moll et al. 2008) Luminale Zellen der
Mamma exprimieren typischerweise CK18. Ebenso kommt CK18 in uterinen Zellen vor. (Faridi et
al. 2018; Goddard et al. 1991) Typische Cytokeratine des mehrschichtigen Plattenepithels sind
CK5, CK14 und CK15. (Lloyd et al. 1995) In Basalzellen dieser Epithelien ist jedoch teilweise
CK18-Positivitdt zu beobachten. (Chu und Weiss 2002) So ist das mehrschichtig-unverhornte
plattenepitheliale Gewebe des Osophagus typischerweise nicht CK18-immunoreaktiv, wahrend

sich 6sophageale Drisen durchaus anfarben. (Makino et al. 2009)
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1.4.3 Cytokeratin 18 in Tumoren

CK18-Antikorper farben dementsprechend o.g. Normalgewebe und typischerweise auch aus
diesen Geweben hervorgehende Karzinome. Laut Literatur wird CK18, zusammen mit anderen
Cytokeratinen einfacher Epithelzellen (CK8 und CK19), konstant in Adenokarzinomen exprimiert,
wahrend in plattenepithelialen Karzinomen -wie auch in den zugehdérigen Ursprungsgeweben-
wenig oder kein CK18 exprimiert wird. Dies kann man sich diagnostisch zur Unterscheidung -am
besten unter Anwendung eines CK-Panels- von Adeno- und Plattenepithelkarzinomen zu Nutze
machen. (Chin et al. 1992; Moll et al. 2008; Suo et al. 1993) So wurde beschrieben, dass z.B.
unklare Lungenherde anhand der CK18-Immunhistochemie besser einer bestimmten Entitat
zugeordnet werden kénnen. (Nhung et al. 1999) GroRRzellige neuroendokrine Bronchialkarzinome
und Adenokarzinome farben sich typischerweise starker als kleinzellige- oder
Plattenepithelkarzinome. (Nagashio et al. 2010) Allerdings wurde beschrieben, dass die CK18-
Expression in Plattenepithelkarzinomen in Korrelation mit der Dedifferenzierung der Zellen
ansteigen kann, was eine sichere Unterscheidung anhand des CK-Panels erschwert. (Moll et al.
2008) Auch in Tumoren der Haut kann eine CK-Farbung eine differentialdiagnostische Hilfe sein,
da Plattenepithelkarzinome in der Regel CK18-negativ sind, wahrend Tumoren mit Ursprung in
apokrinen und exokrinen Drisen, Talgdrisen oder Merkelzellkarzinome Immunoreaktivitat
zeigen. (Battifora und Silva 1986; Moll et al. 2008; Yamamoto et al. 2000)

Eine Bestimmung des Ursprungsgewebes soll auch bei Kopf-Hals-Plattenepithelkarzinomen
durch CK18 Bestimmung erleichtert werden. Wahrend Larynx- und Hypopharynxkarzinome meist
CK18-positiv sind, ist dies bei Mundhéhlenkarzinomen seltener der Fall und eine CK18-Positivitat
soll in diesen Tumoren dann auch mit einer schlechteren Prognose vergesellschaftet sein. (Balm
et al. 1996; Fillies et al. 2006)

Ahnliches wurde auch fir plattenepitheliale Osophaguskarzinome beschrieben, denn hier soll
eine CK18-Positivitdt mit einer schlechten Differenzierung und einem fortgeschrittenen Stadium
einhergehen. (Makino et al. 2009) Auch eine ektopische Expression von CK8 und CK18 in
schlecht differenzierten Tumoren der Haut ist beschrieben. (Markey et al. 1991) Adenokarzinome
sind typischerweise CK18-positiv. (Moll et al. 1982) Eine Abnahme oder Verlust der Expression
ist gehauft mit hoheren Stadien und einer schlechteren Prognose assoziiert. So z.B. in
Adenokarzinomen des Kolons, der Prostata oder der Mamma. (Kndsel et al. 2006; Woelfle et al.
2004; Yin et al. 2016) Auch hepatozellulare (HCC)- und cholangiozellulare Karzinome (CCC),
Renalzellkarzinome, Urothelkarzinome und neuroendokrine Tumoren exprimieren CK18. (Chu
und Weiss 2002) Die Tatsache, dass CK8/18 das einzige CK-Paar in Hepatozyten ist, I&sst sich
auch fur die oft schwierige Abgrenzung von HCCs und CCCs nutzen. Wahrend HCCs in der Regel
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CK&8/18 als exklusives CK-Paar exprimieren, kommt in CCCs beispielsweise meist auch CK7 vor.
(Hurlimann und Gardiol 1991) Stark entdifferenzierte HCCs koénnen ihre CK18-Positivitat
allerdings verlieren. (van Eyken et al. 1988) Auch Sarkome exprimieren vereinzelt ektopisches
CK&8/18 und zwar ohne Coexpression anderer Cytokeratine. Miettinen und Fetsch beobachteten
dies beispielsweise in Angiosarkomen und Hamangioendotheliomen mit epitheloidem Charakter.
(Miettinen und Fetsch 2000)

12



1.5 Immunhistochemie

Die CK18-Immunhistochemie wird seit mehr als 30 Jahren von Pathologen diagnostisch genutzt.
(Oshima et al. 1996) Die Immunhistochemie ist eine aus der Routinepathologie nicht mehr
wegzudenkende Methode, welche allerdings in ihrer Anwendung verschiedenen Problemen
unterworfen ist. Die fur diagnostische Zwecke verwendeten Antikérper werden letztlich durch
Immunisierung von M&usen generiert. Fiur die Herstellung eines monoklonalen Antikdrpers
werden Mause entweder mit dem gesamten Protein (Full-length Protein) oder mit potentiell
immunogenen Teilen des Proteins (Peptide) immunisiert. Das Immunsystem reagiert mit der
Herstellung von hunderten oder tausenden strukturell unterschiedlichen Antikérpern gegen das
injizierte Zielprotein. Das Verfahren zum Herstellen monoklonaler Maus-Antikdrper beinhaltet
nach Vakzinierung und Schlachtung der Tiere die Fusion der extrahierten Milzzellen mit
immortalisierten Krebszellen (Hela-Zellen), wodurch eine Vielzahl von Antikdrper-produzierenden
Klonen entsteht. (Zuckier et al. 1989) Diese Klone erlauben es letztlich einen Teil der gesamten
von der Maus gebildeten Antikdrper kinstlich herzustellen. Aus der Milz einer einzigen Maus
kénnen dabei 100 oder mehr verschiedene monoklonale Antikdrper gegen ein Zielprotein
hergestellt werden, die sich in ihren Bindungseigenschaften gegeniber dem Zielprotein und
anderen Strukturen teilweise erheblich unterscheiden. (Goodman 2018; van Heyningen et al.
1983)

Eine Abfrage der Antikoérper-Datenbank www.citeab.com am 03.10.20 ergab unter dem
Suchbegriff ,CK18“ 2.197 verschiedene kommerziell erhaltliche Klone von 65 verschiedenen
Anbietern. Auf www.antibodypedia.com waren am selben Tag unter demselben Suchbegriff 3.451
verschiedene Klone von 52 verschiedenen Anbietern gelistet. Aufgrund der Art und Weise wie
Antikorper hergestellt werden, ist es zu erwarten, dass sich die verschiedenen CK18-Antikdrper
in ihrer Spezifitat, Sensitivitat und Affinitat erheblich unterscheiden. Es erstaunt deswegen nicht,
dass die Literaturangaben zu CK18-Positivitat in verschiedenen Tumortypen teilweise deutlich
voneinander abweichen. Beispielsweise wurde von einer CK18-Positivitat bei hepatozellularen
Karzinomen in 41-100%, bei Angiosarkomen in 20-100% und in bei nicht-kleinzelligen
Bronchialkarzinomen in 0-100% der Falle berichtet. (Agaimy et al. 2012; Akiba et al. 2016; Bartek
et al. 1991; Broers et al. 1988; Chen et al. 2011; Lai et al. 2018; Miettinen und Fetsch 2000; Tsuji
et al. 1999; Young et al. 2002) Mindestens 44 Studien haben in den letzten Jahren die Haufigkeit
der CK18-Expression in malignen Tumoren immunhistochemisch untersucht. Die in diesen
Studien rapportierten Haufigkeiten sind in Abbildung 9 dargestellt und im Anschluss die
entsprechenden Literaturverweise. Eine groRe Ubersichtsarbeit zu Cytokeratinen wurde 2002

von Chu und Weiss publiziert. Die Arbeit fasste die Ergebnisse von 297 Studien zusammen und
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beschrieb insgesamt 1.976 Falle zu CK8/18. Ein Teil der von Chu zitierten Arbeiten waren heute

nicht mehr in PubMed (https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov) abrufbar. Bei von diesem Problem

betroffenen Arbeiten wurden die von Chu zusammengefassten Daten Gbernommen.

Urothelkarzinom
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X
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L 2 J
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Abbildung 9 Diagramm zur Darstellung der bisherigen Studienergebnisse zur CK18-Immunhistochemie. Die Y-Achse
listet verschiedene Tumorentitdten nach durchschnittlicher Positivitétsrate. Auf der X-Achse sind die Positivitéatsraten
(0-100%) der jeweiligen Entitét abgebildet. Griine Punkte reprdsentieren Studien mit Fallzahlen lber 20, orange

Punkte Studien mit Fallzahlen <20. Bei Entitdten mit mehr als einem Studienergebnis gibt das Kreuz den

Durchschnitt aller Ergebnisse wieder. Zu Entitdten mit blauem Punkt war kein Originalpaper einsehbar. Die hier
wiedergegebenen Daten stammen aus dem Review Chu und Weiss, 2002. Verwendete Abkiirzungen: Ca: Karzinom;

PeCa: Plattenepithelkarzinom.
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Zervix AdenoCa ® X *
Schilddriisen Ca anaplastisch L
Ameloblastom ° X °
Nicht-Seminom L
Mamma DCIS °
Cholangiozelluldres Karzinom o O

LS

Nasopharynx Ca L S

Lunge groRzelliges Ca L X
X

o0 0 o

Schweilldriisen Ca
Speicheldriise mucoepidermoides Ca ®

Hepatozelluldares Karzinom L
Lunge adenosquamoses Ca L
Chondroblastom L]
Lunge kleinzelliges Ca ° X .
Lunge PeCa® ° ® ° ° o< ®
Mamma Ca metaplastisch o X °
MPNST °
Synoviales Sarkom monophasisch L
Prostatakarzinom L » o
Mundhdhlen PeCa ° X
Gastrointestinaler Stromatumor °
Osophagus PeCa e X e

Leiomyosarkom L

Angiosarkom ! X ° °
Lymphangiom L]
Hiamangiome e >é °
Thymom ]
Seminom @
Malignes Melanom® < @
Speicheldriise myoepithelialer Tumor @
Lymphom e en>20
Kaposi-Sarkom @ o Summendaten aus Chu und Weiss, 2002
Haut PeCa® o n=1-20

Glioblastoma multiforme ® X durschnittliche Positivitat
Basaliom e

Astrozytome

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 9 Fortsetzung: Literaturdiagramm. Erlduterung siehe vorherige Seite.
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Literaturverweise zu den Daten aus Abbildung 9:

Ameloblastisches Karzinom: (Yoon et al. 2011)
Ameloblastom: (Pal et al. 2013; Yoon et al. 2011)
Angiosarkom: (Agaimy et al. 2012; Miettinen und Fetsch 2000)

Astrozytom: (Kriho et al. 1997)

Basaliom: (Yoshikawa et al. 1998)

Cholangiozellulares Karzinom: (Akiba et al. 2016; Bartek et al. 1991; Lai et al. 2018;
Shimonishi et al. 2000; Tsuiji et al. 1999)

Chondroblastom: (Chu und Weiss 2002)

Chordom: (O'Hara et al. 1998)

Colorektales Adenokarzinom: (Bartek et al. 1991; Levy et al. 1992; Moll et al. 1993;
Ueda et al. 1993)

Dinndarm Adenokarzinom: (Chu und Weiss 2002)

Endometrium Adenokarzinom: (Hsu et al. 2010)

Gastrointestinaler Stromatumor (GIST): (Chu und Weiss 2002)

Glioblastoma multiforme: (Terada 2015)

Hamangioendotheliom: (Miettinen und Fetsch 2000)

Hamangiom: (Miettinen und Fetsch 2000)

Haut Plattenepithelkarzinom: (Chu und Weiss 2002)

Hepatozelluldres Karzinom: (Akiba et al. 2016; Bartek et al. 1991; Lai et al. 2018; Tsuji
et al. 1999)

Hypopharynx Plattenepithelkarzinom: (Balm et al. 1996)

Kaposi-Sarkom: (Miettinen und Fetsch 2000)

Larynx Plattenepithelkarzinom: (Balm et al. 1996)

Leiomyosarkom: (Chu und Weiss 2002)
Lunge Adenokarzinom: (Broers et al. 1988; Chen et al. 2011; Young et al. 2002)

Lunge adenosquamdses Karzinom: (Broers et al. 1988; Young et al. 2002)

Lunge groRzelliges Karzinom: (Broers et al. 1988)

Lunge Karzinoid: (Broers et al. 1988)

Lunge kleinzelliges Karzinom: (Broers et al. 1988)

Lunge Plattenepithelkarzinom: (Broers et al. 1988; Chen et al. 2011; Young et al. 2002)

Lymphangiom: (Levy et al. 1992; Miettinen und Fetsch 2000)
Lymphom: (Bartek et al. 1991)
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Magen Adenokarzinom: (Bartek et al. 1991; Kim et al. 2004; Levy et al. 1992; Moll et al.
1993; Ueda et al. 1993)

Malignes Melanom: (Bartek et al. 1991; Chen et al. 2009)

Malignes Mesotheliom: (Chu und Weiss 2002)

Mammakarzinom lobular: (Bartek et al. 1991; Shao et al. 2012; Woelfle et al. 2004)

Mammakarzinom medulldr: (Shao et al. 2012)

Mammakarzinom metaplastisch: (Altaf et al. 2014; Shao et al. 2012)

Mammakarzinom muzingds: (Shao et al. 2012)

Mammakarzinom NST: (Bartek et al. 1991; Ciocca et al. 2006; Malzahn et al. 1998;
Shao et al. 2012; Walker et al. 2007; Woelfle et al. 2004)

Mamma DCIS: (Ciocca et al. 2006)

Maligner peripherer Nervenscheidentumor (MPNST): (Chu und Weiss 2002)
Mundhdhlen Plattenepithelkarzinom: (Balm et al. 1996; Nanda et al. 2012)
Nasopharynxkarzinom: (Li et al. 2009; Liang et al. 2014)

Nicht-Seminom: (Chu und Weiss 2002)

Nierenzellkarzinom: (Zhang et al. 2012)

Osophagus Plattenepithelkarzinom: (Makino et al. 2009; Yang et al. 2018)

Ovarialkarzinom endometrioid: (Ueda et al. 1993)

Ovarialkarzinom klarzellig: (Ueda et al. 1993)

Ovarialkarzinom muzinds: (Ueda et al. 1993)

Ovarialkarzinom sergs: (Ueda et al. 1993)
Pankreaskarzinom: (Notohara et al. 2000; Ueda et al. 1993)
Pankreas NET: (Notohara et al. 2000)

Prostatakarzinom: (Yin et al. 2016)

Sarkom epitheloid: (Chu und Weiss 2002)

Schilddrisenkarzinom anaplastisch: (Lam et al. 2001)

Schilddrisenkarzinom follikular: (Lam et al. 2001)

Schilddrisenkarzinom medullar: (Lam et al. 2001)

Schilddrisenkarzinom papillar: (Lam et al. 2001)

Schweilldrisenkarzinom: (Fernandez-Flores und Cassarino 2015)
Seminom: (Chu und Weiss 2002)
Siegelringzellkarzinom Magen/Colorektal: (Terada 2013)

Speicheldrise Adenoidzystisches Karzinom: (Chu und Weiss 2002)

Speicheldriise mucoepidermoides Karzinom: (Azevedo et al. 2008)
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Speicheldrise myoepithelialer Tumor: (Chu und Weiss 2002)

Synoviales Sarkom biphasisch: (Miettinen et al. 2000)

Synoviales Sarkom monophasisch: (Miettinen et al. 2000)

Thymom: (Chu und Weiss 2002)
Urothelkarzinom: (Bartek et al. 1991)

Zervix Adenokarzinom: (Hsu et al. 2010)
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1.6 Zielsetzung

Unklare Angaben dariber, wie haufig CK18 in diagnostisch relevanten Geweben tatsachlich
gefunden werden kann, erschweren die diagnostische Nutzung der CK18-Immunhistochemie in
der taglichen Praxis. Neben der Nutzung unterschiedlicher Antikdrper durften auch
unterschiedliche Farbeprotokolle und unterschiedliche Kriterien bei der Interpretation der
immunhistochemischen Befunde zu den uneinheitlichen Daten in der Literatur gefuihrt haben. Fur
die bessere Einordnung von CK18-Immunhistochemie-Befunden ware es deshalb
wilnschenswert, die CK18-Expression an einem sehr groRen Kollektiv von Tumor- und
Normalgeweben mit einem Antikdrper, einem Farbeprotokoll und standardisierten
Auswertekriterien vergleichend zu untersuchen. Das ausgewahlte Tissue-Microarray-Archiv
(TMA-Archiv) des Instituts flr Pathologie am Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) mit
mehr als 30.000 Tumorproben im TMA-Format stellt eine einzigartige Basis fur Studien dar,
welche die genannten Probleme 16sen kénnen.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es dementsprechend die Pravalenz der CK18-
Expression in einer Vielzahl verschiedener Tumor- und Normalgewebe zu bestimmen. Dartber
hinaus sollten aberrante Befunde wie Verlust der CK18-Expression oder Neoexpression von
CK18 in normalerweise nicht-exprimierenden Geweben auf ihre moégliche klinische Relevanz hin

Uberprift werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Tissue-Microarray Technik

Die Tissue-Microarray Technik wurde erstmals 1998 beschrieben. (Kononen et al. 1998) Die
Methode hat seither die Art und Weise wie gewebebasierte Forschung, insbesondere im
onkologischen Bereich, stattfindet maRgeblich gepragt. Fuir die Evaluation von
immunhistochemischen Markern war es vorher Ublich, dass von ausgewahlten Tumorblécken
.regulare” Schnitte hergestellt wurden, welche dann Schnitt flir Schnitt immunhistochemisch
gefarbt wurden. Da Studien zur Klarung der klinischen Relevanz von Biomarkern eine hohe
Fallzahl verlangen, waren derartige Studien auRerordentlich arbeitsintensiv und es wurde eine
grolte Menge an Reagenzien verbraucht. Dartiber hinaus sind Gewebeblécke von Tumoren, zu
denen klinische Verlaufsdaten vorhanden sind ein wertvolles Gut, welche durch die Anfertigung
klassischer GroRschnitte schnell verbraucht werden. Je nachdem wie haufig ein Block
angeschnitten wird kann es sein, dass dieser nach 40 bis 80 Schnitten komplett aufgebraucht ist.
Die TMA-Methode I6st das Problem des UbermaRigen Gewebeverbrauchs, senkt die
Reagenzienkosten und fiihrt zu einer massiven Beschleunigung von Biomarker-Studien. Ein
TMA-Block enthalt zylindrisches Probematerial von hunderten verschiedener Patienten’ mit
einem Durchmesser von jeweils 0,6 mm. Die Gewebezylinder werden mit einer Hohlnadel aus
einem vorher ausgewahlten reprasentativen Bereich eines Paraffinblocks entnommen und
danach in vorgefertigte Locher in einem urspriinglich leeren Paraffinblock eingebracht. Der
Durchmesser der Gewebezylinder betrug bei der Erstpublikation 0,6 mm. (Kononen et al. 1998)
Dieser Durchmesser wird nach wie vor am UKE verwendet. Andere Untersucher hatten auch
grolkere Durchmesser -bis zu 2 mm pro Gewebespot- verwendet, um Probleme durch eine
modgliche Tumorheterogenitat zu vermeiden. (De und Brown 2010; Dessauvagie et al. 2015) Da
zahlreiche Studien unter Verwendung von 0,6 mm messenden Gewebeproben pro Tumor
gezeigt haben, dass alle etablierten Korrelationen zwischen molekularen Parametern und
klinischen Daten auch bei Gewebeproben von 0,6 mm reproduziert werden kénnen, empfiehlt
sich aus Grinden der Gewebeeinsparung der kleinstmégliche Zylinderdurchmesser. (Nocito et
al. 2001; Ruiz et al. 2006; Torhorst et al. 2001)

" Aus Grinden der Lesbarkeit wird im Folgenden die gewohnte Sprachform bei personenbezogenen
Substantiven und Pronomen verwendet. Dies impliziert keine Benachteiligung des weiblichen oder
anderweitigen Geschlechts, sondern soll im Sinne der sprachlichen Vereinfachung als geschlechtsneutral
zu verstehen sein.
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Der Standardaufbau eines UKE-TMAs ist in Abbildung 10 dargestellt. Die Arrays enthalten bis zu
sechs Sektoren, welche aus Grinden der Orientierung am TMA-Schnitt in ihrer GroRe
voneinander abweichen. Die Sektoren werden mit Grof3buchstaben (A bis F), die Zeilen mit
arabischen Zahlen und die Spalten mit Kleinbuchstaben definiert.

TMAs sind hervorragend daflir geeignet, den Erfordernissen des Datenschutzes zu geniigen. Die
potentiell einem Patienten zuweisbaren Lognummern (Biopsienummer, Einsendenummer)
werden nur wahrend der Herstellungsphase eines TMAs bendtigt. Nach der Fertigstellung der
TMA-Blocke kdnnen die Einsendenummern entweder ausgeblendet (Pseudonymisierung) oder
permanent  geléscht  werden (Anonymisierung). Nach  dem Entfernen  der
Patienteninformationsnummer werden die vorhandenen klinisch-pathologischen Daten einzig
Uber die TMA-Blockbezeichnung und die Koordinaten auf dem Block definiert. Tabelle 2 zeigt

eine Darstellung eines typischen zu einem TMA hergestellten Datenfile.

‘%%ﬁ%ﬁﬁgggggggggp
9.0.000000000000000)
0000000
0001000000000 00000
90000000000}
0000000000
90000 00ee

WO NO AL WN =

F D B

000000000006000000
0/0/0/00/0/0/00/0/0/00/0009
900000000000006000:
00000000000000000
0/0/000/000 000000000
90.000000000000000"
00000000000000000,
00000000000000000
00000000000000000:
Abbildung 10 Standardaufbau eines UKE-TMA-Blocks mit 612 sog. Spots. Jede Lokalisation bzw. jeder Spot ist

durch eine Koordinate (Dreistellig: Sektor, Zeile, Spalte) eindeutig einer Gewebeprobe zuzuweisen. Sektor F ist
meist flir eine Kontrollgruppe mit Referenzgewebeproben vorgesehen.

2
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Array . . Geschl 'Alter bei pT | pN | pM | Grad | Grad Grad uicC Tumorgrél&e
N Koordinate Tumorentitat echt | Einsendung ISUP | Fuhr | Thoenes incm
mann

KID7.1C B2f NCC, klarzellig M 59 34| 0 0 2 2 2 3 19
KID7.1C B2g NCC, klarzellig M 63 1 X 0 2 2 2 1 3,8
KID7.1C B2h NCC, papillar Typ 1 M 57 1 0 0 2 2 2 1 2,6
KID7.1C B2i NCC, papillar Typ 1 M 37 1 X X 3 3 2 1 3,5
KID7.1C B2k NCC, klarzellig M 60 2 0 0 3 3 2 2 7,5
KID7.1C B2l NCC, klarzellig M 67 X 2 X 3 3 3 X 4.1
KID7.1C B2m NCC, klarzellig M 57 X 0 X 3 3 2 X 6,5
KID7.1C B2n M 71 1 X X 1 2 1 1 4,4

NCC, papillar Typ 2

Tabelle 2 Ausschnitt aus dem Datenfile des TMA KID7.1C (Nierentumor-Array). Patientenbezogene Daten sind im
vorliegenden Beispiel bereits anonymisiert. Die eindeutige Zuordnung eines Gewebespots zu histopathologischen und
klinischen Daten eines Patienten erfolgt liber die Koordinate. Weitere Spalten kbnnen andere patientenbezogene Daten,
z.B. Follow-Up-Daten enthalten. Diese sind der Ubersicht halber nicht dargestellt. Verwendete Abkiirzung: NCC:

Nierenzellkarzinom
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2.2 Verwendete Tissue-Microarrays flur die Cytokeratin 18 Studie

Fur die CK18-Studie wurden insgesamt 38 TMA-Blécke untersucht, wovon einer ausschlief3lich
aus Normalgeweben bestand. Dieser Normalgewebe-Array (NTA) enthdlt Proben von 76
verschiedenen Typen von Normalgewebe. Von jedem Normalgewebe wurden dazu Proben von
acht verschiedenen Patienten verwendet, um madglichen interindividuellen Variabilitaten oder
fixationsbedingten  Farbeartefakten entgegenzuwirken. Die = Zusammensetzung des
Normalgewebe TMAs ist in Tabelle 3 dargestellt. Die Ubrigen 37 Schnitte dieser Studie
beinhalteten 14.579 Tumoren von 115 verschiedenen Tumortypen und Subtypen. Die Liste der
untersuchten Tumorentitdten und Subentitaten ist zusammen mit der Anzahl der in der Studie
eingeschlossenen Gewebeproben in Tabelle 4 dargestellt. Beispielhaft ist einer der flr die Studie
verwendeten TMA-Schnitte in Abbildung 11 gezeigt. Detaillierte histopathologische Daten zu
Differenzierungsgrad, pT- und pN-Status waren von 4.191 der Patienten verfligbar. Klinische
Verlaufsdaten waren von 1.178 Mammakarzinompatientinnen und 847
Nierenzellkarzinompatienten vorhanden. Die mittlere Nachverfolgungszeit lag bei 49 bzw. 39
Monaten (Bereich: 1-88 bzw. 1-250 Monate). Alle Gewebeproben stammen aus dem Institut flr
Pathologie des UKE, dem Institut flr Pathologie des Klinikum Firth und dem Institut fur
Pathologie Prof. Dr. R. Krech, Dr. T. Christians in Osnabrilick. Die verwendeten Gewebe waren
durchweg zum Zwecke der Diagnostik entnommene, in 4%-igem Formalin fixierte
Gewebeproben, welche in Paraffin eingebettet worden waren. Die Verwendung von archiviertem
diagnostischem Restgewebe fir die Herstellung von TMAs und ihre Analyse fir
Forschungszwecke wurde von der lokalen Ethikkommission Hamburg (WF-049/09) bewilligt. Alle

Arbeiten waren unter Einhaltung der Helsinki-Deklaration erfolgt.
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Abbildung 11 Dargestellt ist einer der 38 fiir die Studie verwendeten TMA-Schnitte.
Gelistet sind Name des Antikdrpers, interne Klonnummer, Verdiinnung, pH

beim Autoklavieren, Schneidedatum, genaue Bezeichnung des Arrays und
Farbedatum. Schon makroskopisch sind die sechs Sektoren (A-F) erkennbar.
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Reihenfolge Organ Reihenfolge Organ
1 Endothel, Aorta 39 Rektum, Mucosa
2 Media, Aorta 40 Gallenblase, Epithel
3 Herz 41 Leber
4 Muskulatur, gestreift 42 Pankreas
5 Zunge, Muskulatur 43 Parotis
6 Uterus, Myometrium 44 Gll. submandibularis
7 Appendix, Muskel 45 Gll. sublingualis
8 Osophagus, Muskel 46 Knochenmark
9 Magen, Muskel a7 Duodenum, GlI. duodenales
10 lleum, muscularis 48 Niere, Cortex
11 Colon descendens, Muskel 419 Niere, Mark
12 Nierenbecken, Muskel 50 Prostata
13 Harnblase, Muskel 51 Gll. Vesiculosa
14 Penis, Corpus spongiosum 52 Epididymis
15 Ovar, Stroma 53 Hoden
16 Fett 54 Bronchus, Mucosa
17 Haut 55 Bronchus, Drisen
18 Haut, Haarfollikel und Talgdriise 56 Sinus paranasales
19 Lippe, orale Mucosa 57 Lunge
20 Mundhéhle 58 Brust
21 Tonsille, Oberflachenepithel 59 Endozervix
22 Analkanal, Haut 60 Endometrium, Proliferation
23 Analkanal, Ubergang Mucosa 61 Endometrium, Sekretion
24 Ektozervix 62 Eileiter, Mucosa
25 Osophagus, Plattenepithel 63 Plazenta frihe, Decidua
26 Nierenbecken, Urothel 64 Ovar, Corpus luteum
27 Harnblase, Urothel 65 Ovar, follikulare Zyste
28 Plazenta, reife, Amnion 66 Plazenta, frihe
29 Lymphknoten 67 Plazenta, reife
30 Milz 68 Nebenniere
31 Thymus 69 Nebenschilddrise
32 Tonsille 70 Schilddrise
33 Magen, Antrum 71 Cerebellum, Cortex (Stratum moleculare)
34 Magen, Corpus 72 Cerebellum, Substantia grisea
35 Duodenum, Mucosa 73 Cerebrum, grau
36 lleum, Mucosa 74 Cerebrum, weil}
37 Appendix, Mucosa 75 Hypophyse, Hinterlappen/Infundibulum
38 Colon descendens, Mucosa 76 Hypophyse, Vorderlappen

Tabelle 3 Zusammensetzung des Normalgewebe-Arrays (NTA). Je acht Proben pro Normalgewebetyp entsprechen
608 Spots auf dem Array. Die Reihenfolge der Darstellung entspricht der Lokalisation auf dem NTA.
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Organsystem Entitiat bzw. Subentitat n=115 Fallzahl
- Pilomatrixom 28
g Basaliom 42
§ ‘% Benigner Naevus 23
g T Haut Plattenepithelkarzinom 44
= Malignes Melanom 43

Merkelzellkarzinom 43
Larynx Plattenepithelkarzinom 43
Mundboden Plattenepithelkarzinom 43
S Lunge Plattenepithelkarzinom 66
1) Lunge Adenokarzinom 176
§ Lunge kleinzelliges Karzinom 16
g Malignes Mesotheliom 40
g Mesotheliom, epitheloid 26
<]E) Mesotheliom, sonstiges 18
b Parotis pleomorphes Adenom 42
Parotis Warthin Tumor 47
Speicheldriise Basalzelladenom 15
Vagina Plattenepithelkarzinom 20
Vulva Plattenepithelkarzinom 33
Zervix Plattenepithelkarzinom 35
Zervix Adenokarzinom 38
Endometriumkarzinom endometrioid 212
Endometriumkarzinom serds 53
5 Endometrium maligner Muller‘'scher Mischtumor 38
o Endometriumkarzinom, high grade 12
€ Endometriumkarzinom klarzellig 7
= Endometrium Stromasarkom 10
% Ovarialkarzinom endometrioid 86
% Ovarialkarzinom serds 495
K] Ovarialkarzinom muzinds 75
% Ovarialkarzinom klarzellig 47
3 Ovar Miller‘'scher Mischtumor 41
o Brennertumor 8
Mammakarzinom NST 1.001
Mammakarzinom lobular 229
Mammakarzinom medullar 22
Mammakarzinom tubular 17
Mammakarzinom muzinds 35
Phylloides Tumor Mamma 32

Tabelle 4 Auflistung der untersuchten Entitdten bzw. Subentitdten (n=115) nach Organsystemen sortiert mit Angabe
der in der Studie eingeschlossenen Fallzahl.
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Organsystem Entitat bzw. Subentitat n=115 Fallzahl
Colonadenom, low grade 41
Colonadenom, high grade 44
Colon Adenokarzinom 1.750
S Dinndarm Adenokarzinom 5
o) Magenkarzinom diffuser Typ 161
g Magenkarzinom intestinaler Typ 156
'; Magenkarzinom gemischter Typ 59
Tg (:)sophagus Adenokarzinom 70
= Osophagus Plattenepithelkarzinom 63
‘GE) Analkanal Plattenepithelkarzinom 33
'S Cholangiozellulares Karzinom 112
*g Hepatozellulares Karzinom 49
o Pankreas duktales Adenokarzinom 523
Pankreas/Papille Adenokarzinom 76
Pankreas Azinuszellkarzinom 12
Gastrointestinaler Stromatumor (GIST) 42
Urothelkarzinom pTa G2 low grade 109
Urothelkarzinom pTa G2 high grade 100
Urothelkarzinom pTa G3 144
Urothelkarzinom pT2-4 G3 939
Harnblasenkarzinom kleinzellig 18
Urothelkarzinom sarkomatoid 18
c Nierenzellkarzinom klarzellig 722
g Nierenzellkarzinom papillar 209
£ Nierenzellkarzinom chromophob 112
e Onkozytom 144
% Nierenzellkarzinom tubulo-papillar 18
= Prostata Adenokarzinom Gleason 3+3 82
oy Prostata Adenokarzinom Gleason 4+4 73
e Prostata Adenokarzinom Gleason 5+5 81
> Prostata Adenokarzinom Rezidiv nach Therapie 287
Prostatakarzinom kleinzellig 16
Seminom 204
Testikulare intraeptitheliale Neoplasie 67
embryonales Karzinom des Hodens 46
Dottersacktumor des Hodens 42
Teratom des Hodens 27
Schilddrisenadenom 109
S Schilddrisenkarzinom papillar 381
g Schilddriisenkarzinom follikular 150
= Schilddrisenkarzinom medullar 98
_g Schilddriisenkarzinom anaplastisch 43
é Nebennieren-Adenom 36
Lﬁ Nebennieren-Karzinom 20
Ph&ochromozytom 42

Tabelle 4 Fortsetzung: Auflistung der untersuchten Entitdten bzw. Subentitdten (n=115) nach Organsystemen
sortiert mit Angabe der in der Studie eingeschlossenen Fallzahl.
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Organsystem Entitat bzw. Subentitat n=115 Fallzahl
Appendix Neuroendokriner Tumor 15
Colorektal Neuroendokriner Tumor 10
) lleum Neuroendokriner Tumor 45
Endokrine Tumoren Lunge Neuroendokriner Tumor 18
Pankreas Neuroendokriner Tumor 79
Colorektal Neuroendokrines Karzinom 9
Gallenblase Neuroendokrines Karzinom 4
Pankreas Neuroendokrines Karzinom 7
Hamatologische Hodgkin Lymphom 39
Neoplasien Non Hodgkin Lymphom 41
Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor 43
Granularzelltumor 32
Leiomyom 32
Angiomyolipom 74
Angiosarkom 55
c Dermatofibrosarkoma protuberans 16
% Ganglioneurom 11
1S
3 Kaposi Sarkom 5
[0}
§ Leiomyosarkom 70
_083, Liposarkom 98
.% Maligner peripherer Nervenscheidentumor (MPNST) 12
= Myofibrosarkom 24
©
5 Neurofibrom 103
é Sarkom, nicht anderweitig spezifiziert (NOS) 67
§ Paragangliom 37
X Primitiver neuroektodermaler Tumor (PNET) 13
Rhabdomyosarkom 6
Schwannom 93
Synoviales Sarkom 10
Osteosarkom 29
Chondrosarkom 21

Tabelle 4 Fortsetzung: Auflistung der untersuchten Entitdten bzw. Subentitdten (n=115) nach Organsystemen sortiert

mit Angabe der in der Studie eingeschlossenen Fallzahl.
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2.3 Immunhistochemie

Alle immunhistochemischen Untersuchungen wurden an einem Tag, in einem Experiment und in
einem Satz von Reagenzien durchgefiihrt. Die dafiur verwendeten Schnitte waren wenige Tage
vorher, ebenfalls am gleichen Tag, hergestellt worden. Die Schnitte wurden vor der
immunhistochemischen Untersuchung einer hitzeinduzierten Antigendemaskierungsprodezur
unterworfen, flr 5 min in einem Autoklav bei 121°C in einem pH 7,8 Puffer. Der Primarantikorper
fur CK18 (monoklonaler Mausantikérper, MSVA, Klon MSVA-018) wurde fir 60 min bei 37°C und
einer Verdunnung von 1:150 inkubiert. Der gebundene Antikorper wurde dann mit dem Envision-
Kit (Dako, Glostrup, Danemark) nach der Verfahrensanleitung des Herstellers visualisiert. Fir
Normalgewebe erfolgte eine zelltypspezifische Auswertung durch einen Pathologen (Prof. Dr. G.
Sauter). Bei Tumorgeweben wurde der prozentuale Anteil gefarbter neoplastischer Zellen
geschatzt und es wurde die Farbeintensitat auf einer Skala von 0 bis 3+ semiquantitativ
abgeschatzt. Fir statistische Untersuchungen wurden die Farbeergebnisse in vier Gruppen
kategorisiert, wobei die folgenden Kriterien angewendet wurden: Tumoren ohne jegliche Farbung
in Tumorzellen wurden als “negativ” beurteilt. Tumoren mit einer 1+ Farbeintensitat in <70% der
Tumorzellen oder einer 2+ Intensitat in <30% der Tumorzellen wurden als “schwach positiv”
bewertet. Tumoren mit einer 1+ Farbung in >70% der Zellen, einer 2+ Farbung in 31-70% der
Zellen oder einer 3+ Farbung in £30% der Tumorzellen wurden als “maRig stark positiv’ bewertet.
Tumoren mit 2+ Intensitat in >70% der Tumorzellen oder 3+ Intensitat in >30% der Tumorzellen

wurden als “stark positiv” klassifiziert. Tabelle 5 zeigt einen Uberblick (iber die Auswertekriterien.

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

Intensitat 2 in <30% der Tumorzellen

MaRig stark positiv | Intensitat 1 in 70% der Tumorzellen oder
Intensitat 2 in 31-70% der Tumorzellen oder
Intensitat 3 in <30% der Tumorzellen

Stark positiv Intensitat 2 in >70% der Tumorzellen oder
Intensitat 3 in >30% der Tumorzellen

Tabelle 5 Ubersicht zur semiquantitativen Interpretation der immunhistochemischen
Ergebnisse
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2.4 Statistik
Alle statistischen Auswertungen wurden mittels JMP 14 Software (SAS Institute Inc., NC, USA)
ausgefuhrt. Mehrfeldertest und Chi-Quadrat-Tests wurden zur ldentifikation von statistischen
Assoziationen zwischen kategorischen Parametern (CK18, Grad, Stadium, Nodalstatus)
verwendet. Uberlebenskurven wurden unter Verwendung des Kaplan-Meier-Verfahrens
hergestellt. Ein Log-Rank Test wurde flr die Klarung statistisch signifikanter

Prognoseunterschiede verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Technische Aspekte

Insgesamt 11.952 von 14.579 Tumorproben (82,0%) waren in unserer TMA-Analyse
interpretierbar. Die verbliebenen 2.627 (18,0%) waren nicht beurteilbar, weil entweder eindeutige
Tumorzellen auf dem Gewebespot fehlten oder der gesamte Gewebespot auf dem Tissue-Array
fehlte. Von allen Normalgewebetypen war eine ausreichende Zahl von Proben auswertbar, um
eine eindeutige Beurteilbarkeit der CK18-Expression in den abgebildeten Zelltypen zu

ermoglichen.

3.2 CK18 in Normalgeweben

CK18 wurde in den meisten epithelialen Zelltypen exprimiert. CK18 fand sich stark exprimiert in
Epithelzellen des Magens (Ausnahme: Parietalzellen, Abbildung 18, S. 34), Duodenum, lleum,
Appendix, Colon, Rektum, Gallenblase, Pankreas (schwachere Farbung in Inselzellen als in
azinaren Zellen), Endometrium, Endozervix, Alveolarzellen der Lunge, Zyto- und
Synzytiotrophoblast der Plazenta und in allen Zellen der Adenohypophyse (variable
Farbeintensitat, moglicherweise bedingt durch Unterschiede zwischen einzelnen Zelltypen).
Leberepithelzellen zeigten eine zonale Variabilitdt bei der Farbung der Hepatozyten, wobei die
Farbeergebnisse von negativ bis zu stark positiv reichten. Gallengangsepithel war immer stark
positiv. Speicheldriisen zeigten eine starke Farbung von serésen und muzinésen Zellen und eine
etwas geringere Anfarbung in Ausfiihrungsgangen, insbesondere in groflen Ausfiihrungsgangen.
Einige der groReren Gange waren auf einzelnen Schnitten komplett CK18-negativ. Im Ovar
farbten sich Follikelzellen und follikulare Zysten positiv, wie auch einige Zellen im Corpus luteum.
Verschiedene Epithelien zeigten eine starke Anfarbung in Drisenzellen, aber eine deutlich
schwachere und teilweise sogar fehlende Farbung in den zugehdrigen Basalzellen. Dieses
Phanomen fand sich in Prostata, respiratorischer Schleimhaut von Bronchus und paranasalen
Sinus, Nebenhoden, Samenblaschen und Mammadrisen. In Urothel von Niere und Harnblase
fand sich eine starke Farbung in den Deckzellen und eine schwéachere Farbung in Urothelzellen.
Die Farbung im Urothel nahm typischerweise von oben nach unten ab. Die CK18-
Immunhistochemie war immer negativ in allen untersuchten Plattenepithelien einschlielllich Haut,
Lippe, Mundhohle, Tonsille, Analkanal, Haarfollikel und Talgdriisen. Negativ waren auch die
Farbungen von Hoden (ausnahmsweise geringe Farbung in einzelnen Sertoli-Zellen, Abbildung
16, S. 33) und Nebenniere. Die CK18-Farbung war auch regelmallig negativ in allen
mesenchymalen Geweben und in Zellen der Blutbildung. Reprasentative Abbildungen von CK18-

positiven und -negativen Normalgeweben sind in Abbildung 12-29 gezeigt.
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verhornendes Plattenepithel der Mundschleimhaut

Abbildung 12 Nicht-

(CK18-negativ).

verhornendes Plattenepithel des Analkanals

Abbildung 13 Nicht-
(CK18-negativ).
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Abbildung 14 CK18-negative (ekkrine) Talgdriisen mit Ausflihrungsgdngen.

Abbildung 15 CK18-Negativitat im Plattenepithel der Tonsille und im
lymphatischem Gewebe.
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Abbildung 16 Weitgehend CK18-negatives Hodengewebe mit vereinzelten
CK18-positiven Zellen. Es handelt sich dabei wahrscheinlich um Sertoli-Zellen.
CK18-positive Zellen sind nur ausnahmsweise in normalem Hoden zu finden.

Abbildung 17 Kréftige CK18-Positivitét in azindren Pankreasdriisenzellen.
Geringere Positivitét in einer Langerhans-Insel.
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Abbildung 18 CK18-positive Epithelien der Magenschleimhaut.
Parietalzellen sind von der Férbung ausgenommen.

Abbildung 19 Rektumschleimhaut mit kréftiger CK18-Positivitét im Epithel.
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Abbildung 21 Sezernierendes Endometrium mit kréftiger CK18-Positivitét.
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Abbildung 22 Kréftige CK18-Expression in proximalen und distalen
Nierentubuli, sowie in einzelnen Zellen der Bowman-Kapsel. Glomeruli
sind CK18-negativ.

Abbildung 23 Plazenta mit kréftiger CK18-Expression von Synzytio- und
Zytotrophoblast.
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Abbildung 24 Urothel des Nierebeckens. Kréftige Positivitdt von
Deckzellen. Die Urothelien farben sich je nach Topographie der Zellen
unterschiedlich an. Je weiter oben die Zellen liegen, desto kréftiger die
Féarbung.

Abbildung 25 Speicheldriise (Parotis) mit kréftiger CK18-Expression in
serdsen Driisen. Deutlich schwéchere Expression in Ausfiihrungsgéngen.
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Abbildung 26a Lebergewebeproben mit unterschiedlich stark
ausgepréagter CK18-Positivitét von Hepatozyten, je nach zonaler
Lokalisation. Geringe Positivitdt im Bereich von Zentralvenen. Kréftige
Positivitét periportal.

Abbildung 26b Lebergewebeproben mit unterschiedlich stark
ausgepréagter CK18-Positivitét von Hepatozyten, je nach zonaler
Lokalisation. Geringe Positivitdt im Bereich von Zentralvenen. Kréftige
Positivitét periportal.
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Abbildung 27 Prostata mit kréftiger Positivitét von azindren Zellen. Basalzellen
scheinen von der Férbung ausgespart.

Abbildung 28 Mammaepithel mit kréftiger Anfdrbung von Driisenzellen.
Basalzellen sind negativ.
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Abbildung 29 Adenohypophyse mit unterschiedlich ausgepréagter, teils

sehr kréftiger Positivitét in praktisch allen Zellen der Adenohypophyse.
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3.3 CK18-Expression in Tumoren

Eine zytoplasmatische, gelegentlich membrands akzentuierte CK18-Farbung fand sich in 9.098
(76,1%) von 11.952 erfolgreich untersuchten Tumoren. Darunter fanden sich 5.378 Tumoren
(45,0%) mit starker, 1.971 (16,5%) mit moderater und 1.748 (14,6%) mit einer schwachen
Anfarbung. Zumindest eine gelegentliche geringe CK18-Positivitat fand sich in 90 von 115
(78,3%) der in der Studie eingeschlossenen Tumortypen und Subtypen und bei 78 der 115
Tumorentitaten (67,8%) zeigte sich zumindest in einem Tumor eine starke CK18-Positivitat. Die
grolite Haufigkeit von CK18-positiven Tumoren fand sich in Adenokarzinomen des
Gastrointestinaltrakts und in der Prostata. Eine grafische Darstellung der Haufigkeitsverteilung
der CK18-Farbung in den verschiedenen Tumortypen ist in Abbildung 30 zu sehen. Die
Darstellung zeigt einen S-férmigen Kurvenverlauf mit vielen Tumorentitdten mit einer Positivitat
im Bereich von 97-100% und zahlreichen Tumoren mit einer Positivitdtsrate von <20%. Eine
detaillierte Auflistung der Ergebnisse einschlieRlich der Anteile von Tumoren mit schwacher,
mafiger und starker Positivitat ist nach Organsystemen geordnet in Tabelle 6 gezeigt.
Reprasentative Bilder von CK18-positiven und -negativen Tumoren sind in den Abbildungen 31-
49 dargestellt.
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Appendix Neuroendokriner Tumor
Colonadenom, high grade
Colonadenom, low grade
Colorektal Neuroendokriner Tumor
Dottersacktumor des Hodens
Diinndarm Adenokarzinom
Embryonales Karzinom des Hodens
Endometriumkarzinom klarzellig
lleum Neuroendokriner Tumor
Lunge Adenokarzinom
Lunge Neuroendokriner Tumor
Mammakarzinom muzinds
Mammakarzinom tubular
Ovarialkarzinom muzinds
Pankreas Azinuszellkarzinom
Parotis Warthin Tumor
Phylloides Tumor Mamma
Prostata Adenokarzinom Gleason 3+3
Prostata Adenokarzinom Gleason 4+4
Prostata Adenokarzinom Gleason 5+5
Schilddriisenadenom
Schilddriisenkarzinom follikular
Zervix Adenokarzinom
Schilddriisenkarzinom papillar
Mammakarzinom lobular
Endometriumkarzinom endometrioid
Ovarialkarzinom seros
Nierenzellkarzinom chromophob
Pankreas duktales Adenokarzinom
Schilddriisenkarzinom medullar
Ovarialkarzinom endometrioid
Pankreas Neuroendokriner Tumor
Osophagus Adenokarzinom
Cholangiozelluldres Karzinom
Onkozytom
Colon Adenokarzinom
Nierenzellkarzinom papillar
Mammakarzinom NST
Mesotheliom, epitheloid
Magenkarzinom gemischter Typ
Pankreas/Papille Adenokarzinom
Magenkarzinom diffuser Typ
Prostata Adenokarzinom Rezidiv nach Therapie
Speicheldriise Basalzelladenom
Magenkarzinom intestinaler Typ
Endometriumkarzinom serdos
Hepatozelluldres Karzinom
Ovarialkarzinom klarzellig
Mesotheliom, sonstiges
Malignes Mesotheliom
Urothelkarzinom pTa G3
Lunge kleinzelliges Karzinom
Endometrium maligner Miiller‘scher Mischtumor
QOvar Miiller‘scher Mischtumor
Parotis pleomorphes Adenom
Prostatakarzinom kleinzellig
Nierenzellkarzinom tubulo-papillar

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

Abbildung 30 Héufigkeitsverteilung der CK18-Féarbung in den untersuchten Tumorentitdten und —subentitéten.
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Pankreas Neuroendokrines Karzinom .
Merkelzellkarzinom
Colorektal Neuroendokrines Karzinom
Harnblasenkarzinom kleinzellig
Endometriumkarzinom high grade
Urothelkarzinom pTa G2 high grade .
Lunge Plattenepithelkarzinom .
Urothelkarzinom pT2-4 G3 .
Urothelkarzinom pTa G2 low grade .
Schilddriisenkarzinom anaplastisch .
Nierenzellkarzinom klarzellig .
Gallenblase Neuroendokrines Karzinom .
Mammakarzinom medullar .
Brennertumor .
Testikulare intraepitheliale Neoplasie .
Urothelkarzinom sarkomatoid .
Osophagus Plattenepithelkarzinom .
Nebennieren-Karzinom .
Teratom des Hodens .
Larynx Plattenepithelkarzinom .
Analkanal Plattenepithelkarzinom .
Angiosarkom .
Zervix Plattenepithelkarzinom .
Vagina Plattenepithelkarzinom .
Nebennieren-Adenom .
Mundboden Plattenepithelkarzinom
Haut Plattenepithelkarzinom
Sarkom, nicht anderweitig spezifiziert .
Seminom .
Osteosarkom
Gastrointestinaler Stromatumor
Angiomyolipom
Schwannom '@
Basaliom
Benigner Naevus ¢
Chondrosarkom ®
Dermatofibrosarkoma protuberans ¢
Endometrium Stromasarkom
Ganglioneurom
Granularzelltumor
Hodgkin Lymphom e
KaposiSarkom e
Leiomyom e
Leiomyosarkom @
Liposarkom ¢
Maligner peripherer Nervenscheidentumor @
Malignes Melanom ¢
Myofibrosarkom ¢
Neurofibrom
Non Hodgkin Lymphom ¢
Paragangliom ®
Phaochromozytom ®
Pilomatrixom ¢
Primitiver neuroektodermaler Tumor
Rhabdomyosarkom ¢
Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor ®
Synoviales Sarkom ®
Vulva Plattenepithelkarzinom

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

Abbildung 30 Fortsetzung: Haufigkeitsverteilung der CK18-Féarbung in den untersuchten Tumorentitdten
und —subentitéten.
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%

%

%

%

Organsy Entitit bzw. Subentit:t % neg. schwach | maBig | stark | gesamt
stem pos. stark | pos. pos.
pos.
. Pilomatrixom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
3 Basaliom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
&5 Benigner Naevus 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
- @© . .
g T Haut Plattenepithelkarzinom 93,2 6,8 0,0 0,0 6,8
g Malignes Melanom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Merkelzellkarzinom 32,6 16,3 23,3 27,9 67,4
Larynx Plattenepithelkarzinom 72,1 25,6 0,0 2,3 27,9
Mundboden Plattenepithelkarzinom 93,0 7,0 0,0 0,0 7,0
S Lunge Plattenepithelkarzinom 39,4 48,5 7,6 4.5 60,6
o Lunge Adenokarzinom 0,0 29,5 28,4 42,0 100,0
g Lunge kleinzelliges Karzinom 18,8 12,5 50,0 18,8 81,3
28 Malignes Mesotheliom 12,5 12,5 15,0 60,0 87,5
g Mesotheliom, epitheloid 3,8 11,5 34,6 50,0 96,2
g Mesotheliom, sonstiges 11,1 33,3 16,7 38,9 88,9
= Parotis pleomorphes Adenom 23,8 50,0 19,0 7,1 76,2
Parotis Warthin Tumor 0,0 40,4 36,2 23,4 100,0
Speicheldrise Basalzelladenom 6,7 60,0 6,7 26,7 93,3
Vagina Plattenepithelkarzinom 90,0 5,0 0,0 5,0 10,0
Vulva Plattenepithelkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Zervix Plattenepithelkarzinom 88,6 2,9 0,0 8,6 11,4
Zervix Adenokarzinom 0,0 13,2 23,7 63,2 100,0
Endometriumkarzinom endometrioid 0,5 14,2 22,2 63,2 99,5
Endometriumkarzinom seros 1,9 15,1 34,0 43,4 92,5
c Endometrium maligner Mller'scher
o Mischtumor 21,1 26,3 34,2 18,4 78,9
g Endometriumkarzinom, high grade 33,3 33,3 25,0 8,3 66,7
IE Endometriumkarzinom klarzellig 0,0 57,1 429 0,0 100,0
Q Endometrium Stromasarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
9 Ovarialkarzinom endometrioid 1,2 4,7 26,7 67,4 98,8
'§> Ovarialkarzinom seros 0,8 13,7 31,9 53,5 99,2
E Ovarialkarzinom muzinds 0,0 17,3 18,7 64,0 100,0
‘© Ovarialkarzinom klarzellig 8,5 34,0 31,9 25,5 91,5
6* Ovar Miller'scher Mischtumor 22,0 14,6 24,4 39,0 78,0
Brennertumor 62,5 37,5 0,0 0,0 37,5
Mammakarzinom NST 3,6 21,8 23,5 50,9 96,2
Mammakarzinom lobular 0,4 21,0 26,6 52,0 99,6
Mammakarzinom medullar 59,1 18,2 9,1 13,6 40,9
Mammakarzinom tubular 0,0 23,5 17,6 58,8 100,0
Mammakarzinom muzinos 0,0 11,4 37,1 514 100,0
Phylloides Tumor Mamma 0,0 37,5 21,9 40,6 100,0

Tabelle 6 Auflistung der Ergebnisse der CK18-Immunhistochemie nach Organsystemen sortiert.
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%

%

%

%

Organsys Entitit bzw. Subentit:it % schwach | maBig | stark | gesamt
tem neg. pos. stark pos. pos.
pos.
Colonadenom, low grade 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0
Colonadenom, high grade 0,0 0,0 2,3 97,7 100,0
Colon Adenokarzinom 2,6 2,3 9,9 85,3 97,4
5 Dinndarm Adenokarzinom 0,0 0,0 0,0 100,0 100,0
1S} Magenkarzinom diffuser Typ 5,6 32,3 28,6 33,5 94 .4
§ Magenkarzinom intestinaler Typ 7.1 23,7 19,2 50,0 92,9
: Magenkarzinom gemischter Typ 5,1 25,4 22,0 47,5 94,9
Tg Qsophagus Adenokarzinom 1,4 12,9 7.1 78,6 98,6
Z Osophagus Plattenepithelkarzinom 68,3 22,2 0,0 9,5 31,7
% Analkanal Plattenepithelkarzinom 75,8 15,2 9,1 0,0 24,2
'S Cholangiozellulares Karzinom 1,8 17,0 29,5 51,8 98,2
‘g Hepatozellulares Karzinom 8,2 28,6 20,4 429 91,8
o Pankreas duktales Adenokarzinom 1,0 16,8 25,6 56,6 99,0
Pankreas/Papille Adenokarzinom 5,3 6,6 25,0 63,2 947
Pankreas Azinuszellkarzinom 0,0 0,0 16,7 83,3 100,0
Gastrointestinaler Stromatumor (GIST) | 97,6 2,4 0,0 0,0 24
Urothelkarzinom pTa G2 low grade 41,3 11,9 23,9 229 58,7
Urothelkarzinom pTa G2 high grade 36,0 20,0 24,0 20,0 64,0
Urothelkarzinom pTa G3 18,8 27,8 24,3 29,2 81,3
Urothelkarzinom pT2-4 G3 39,7 28,1 14,7 17,5 60,3
Harnblasenkarzinom kleinzellig 33,3 33,3 11,1 22,2 66,7
Urothelkarzinom sarkomatoid 66,7 33,3 0,0 0,0 33,3
Nierenzellkarzinom klarzellig 47,5 31,2 14,3 7.1 52,5
S Nierenzellkarzinom papillar 2,4 15,3 15,8 66,0 97,1
o Nierenzellkarzinom chromophob 0,9 9,8 20,5 68,8 99,1
S Onkozytom 14 11,8 16,7 | 69,4 | 97,9
; Nierenzellkarzinom tubulo-papillar 27,8 5,6 16,7 50,0 72,2
© Prostata Adenokarzinom Gleason 3+3 0,0 1,2 1,2 97,6 100,0
< Prostata Adenokarzinom Gleason 4+4 | 0,0 4,1 1,4 94,5 100,0
2 Prostata Adenokarzinom Gleason 5+5 0,0 3,7 1.1 85,2 100,0
5 Prostata Adenokarzinom Rezidiv n.
Therapie 6,3 16,0 27,9 49,8 93,7
Prostatakarzinom kleinzellig 25,0 18,8 37,5 18,8 75,0
Seminom 94 .1 5,4 0,5 0,0 5,9
Testikulare intraeptitheliale Neoplasie 64,2 29,9 3,0 3,0 35,8
embryonales Karzinom des Hodens 0,0 23,9 19,6 56,5 100,0
Dottersacktumor des Hodens 0,0 38,1 21,4 40,5 100,0
Teratom des Hodens 70,4 14,8 0,0 14,8 29,6
c Schilddrisenadenom
o 0,0 5,5 35,8 58,7 100,0
2 Schilddrisenkarzinom papillar 0,3 16 14,7 83,5 99,7
E Schilddriisenkarzinom follikular 0.0 20 34.0 64.0 100,0
c Schilddriisenkarzinom medullar
% . ) . _ 1,0 6,1 33,7 59,2 99,0
8 Schilddriisenkarzinom anaplastisch 41,9 32,6 14,0 11,6 58,1
w Nebennieren-Adenom 91,7 56 0.0 28 83

Tabelle 6 Fortsetzung: Auflistung der Ergebnisse der CK18-Immunhistochemie nach Organsystemen sortiert.
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%

%

%

%

Organsyst Entitit bzw. Subentitit % . schwach | maRig | stark |gesamt
em negativ pos. stark | pos. | pos.
pos.
Nebennieren-Karzinom 70,0 10,0 0,0 20,0 30,0
- Ph&ochromozytom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
g Appendix Neuroendokriner Tumor 0,0 8,3 0,0 91,7 | 100,0
g Colorektal Neuroendokriner Tumor 0,0 0,0 10,0 90,0 | 100,0
(= lleum Neuroendokriner Tumor 0,0 2,2 2,2 95,6 | 100,0
2 Lunge Neuroendokriner Tumor 0,0 11,8 17,6 70,6 | 100,0
% Pankreas Neuroendokriner Tumor 1,3 5.1 31,6 62,0 98,7
9 Colorektal Neuroendokrines Karzinom 33,3 22,2 22,2 22,2 66,7
w Gallenblase Neuroendokrines Karzinom 50,0 0,0 25,0 25,0 50,0
Pankreas Neuroendokrines Karzinom 28,6 28,6 0,0 42,9 71,4
Hémato]ogische HOdgkln Lymphom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Neoplasien Non-Hodgkin Lymphom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Granularzelltumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Leiomyom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Angiomyolipom 98,6 1,4 0,0 0,0 1,4
c Angiosarkom 87,3 7,3 3,6 1,8 12,7
g Dermatofibrosarkoma protuberans 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
g Ganglioneurom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
@ Kaposi Sarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
@ Leiomyosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
i)) Liposarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 Maligner peripherer
o Nervenscheidentumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
% Myofibrosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
5 Neurofibrom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
& Sarkom, nicht anderweitig spezifiziert 94,0 4,5 1,5 0,0 6,0
% Paragangliom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
o Primitiver neuroektodermaler Tumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
X Rhabdomyosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Schwannom 98,9 0,0 1,1 0,0 1,1
Synoviales Sarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Osteosarkom 96,6 34 0,0 0,0 34
Chondrosarkom 100’0 0,0 0’0 0,0 0,0

Tabelle 6 Fortsetzung: Auflistung der Ergebnisse der CK18-Immunhistochemie nach Organsystemen sortiert.
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Abbildung 32 Kréftige Anfarbung in einem klarzelligen Nierenzellkarzinom.
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Abbildung 34 Mammakarzinom NST mit kréftiger, diffuser CK18-Positivitét.
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Abbildung 35 Weitestgehende CK18-Negativitit eines pTa G2
Harnblasentumors. Zwei basal gelegene Zellen Férben sich dennoch an.

Abbildung 36 Kréftige CK18-Expression in einem Abbildung 37 Muskelinvasives Urothelkarzinom mit starker
pTa G2 Tumor der Harnblase. CK18-Anférbung.
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Abbildung 40 Endometrioides Endometriumkarzinom mit kréftiger CK18-
Anférbung aller Driisenepithelien.
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Abbildung 41 CK18-negatives Plattenepithelkarzinom des Larynx.
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s

Abbildung 42 CK18-Negativitét in einem Plattenepithelkarzinom des
Mundbodens. Regionére Driisenzellen (nicht-neoplastisch) dienen als
Positivkontrolle der Férbung.

W

Abbildung 43 Plattenepithelkarzinom des Larynx mit herdférmig
unterschiedlich stark ausgeprdgter CK18-Expression.
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Abbildung 45 Plattenepithelkarzinom der Vagina mit meist schwach
ausgeprégter, teilweise méaRig starker CK18-Anférbung.
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Abbildung 47 Plattenepithelkarzinom der Zervix mit diffuser, kréftiger
CK18-Positivitét.
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-Anférbung.

Abbildung 48 Seminom des Hodens ohne jegliche CK18

Abbildung 49 Embryonales Karzinom des Hodens mit diffuser CK18-Positivitét.
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3.4 CK18-Expression und klinisch-pathologische Parameter

3.4.1 Nierenzellkarzinom
Das Nierenzellkarzinom gehért zu den Tumortypen mit stark variablen CK18-Befunden. Unter
1.205 auswertbaren Tumoren fanden sich unter anderem 356 komplett negative (29,5%) und 375
stark positive (31,1%) Tumoren. Die Haufigkeitsverteilung der unterschiedlichen CK18-Befunde
ist fur die verschiedenen histologischen Subtypen des Nierenzellkarzinoms in Tabelle 7
dargestellt. Dabei zeigt sich, dass der haufigste Karzinomtyp, das klarzellige Karzinom, deutlich
seltener positiv bzw. stark positiv ist, als die anderen wichtigen Tumorsubtypen. Ein negativer
CK18-Befund fand sich bei 47,5% der klarzelligen Karzinome, aber nur 2,4% der papillaren

Karzinome, 1,4% der Onkozytome und 0,9% der chromophoben Karzinome.

Die Untersuchung der Beziehung zum Tumorphanotyp ergab bei den klarzelligen
Nierenzellkarzinomen signifikante Assoziationen zu einigen der untersuchten Parameter flr
Tumoraggressivitat (Tabelle 8). So war ein CK18-negativer Befund signifikant assoziiert mit
einem hohen Thoenes-Grad (p=0,0086), einem hohen UICC-Stadium (p=0,001), einem hohen
pT-Stadium (p<0,0001) und dem Vorliegen von Fernmetastasen (p<0,0001). Der Vergleich der
CK18-Expression mit klinischen Verlaufsdaten ist fir das klarzellige Nierenzellkarzinom in
Abbildung 51a-c dargestellt. Hierbei ergab sich fiir den Parameter rezidivfreies Uberleben ein
signifikant ungunstigerer Befund flir CK18-negative Tumoren, als flir Tumoren mit CK18-Farbung
(p=0,0088) (Abbildung 51a). Die CK18-Expression war hingegen nicht mit den Parametern

Gesamtiiberleben und tumorspezifisches Uberleben (Abbildung 51b und 51c¢) assoziiert.

Bei papillaren Karzinomen fand sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der CK18-
Expression und pT, Differenzierungsgrad, pN- und pM-Status (Daten nicht gezeigt). Es fand sich
aber ein signifikanter Zusammenhang zwischen einer fehlenden oder schwachen CK18-
Expression und einem verkiirzten tumorspezifischen Uberleben (p=0,0257) (Abbildung 53a). Die
Beziehung mit dem Gesamtiiberleben und dem rezidivfreien Uberleben zeigte eine ahnliche
Tendenz. Die statistische Evaluation erreichte hier aber nicht das Signifikanzniveau (Abbildung
53b und 53c).
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o % % mahig % %
Anzahl ° ) schwach stark stark gesamt
. negativ
Histotyp positiv positiv positiv positiv
Klarzelliges Karzinom 722 47,5 31,2 14,3 71 52,5
Papillares Karzinom 209 2,4 15,3 15,8 66,0 97,1
Onkozytom 144 1,4 11,8 16,7 69,4 97,9
Chromophobes Karzinom 112 0,9 9,8 20,5 68,8 99,1
Tubulo-papillares Karzinom 18 27,8 5,6 16,7 50,0 72,2
Tabelle 7 Ergebnisse der CK18-Immunhistochemie fiir verschiedene Nierentumortypen.
1 0, 0, ARG o,
N}" kIarzelllge. Anzahl % negativ % schy\{ach % maB|.g. e st.a.rk P-Wert
Nierenzellkarzinome positiv stark positiv  positiv
ISUP 1 217 42,9 35,5 15,2 6,5 0,1312
2 218 50,5 28,4 13,8 7,3
3 189 51,3 30,2 13,2 5,3
4 40 67,5 17,5 5,0 10,0
Fuhrmann 1 32 37,5 34,4 21,9 6,3 0,2311
2 399 46,4 31,6 15,0 7,0
3 194 52,1 30,9 11,3 5,7
4 48 62,5 16,7 10,4 10,4
Thoenes 1 239 41,0 33,9 17,6 7,5 0,0086
2 369 51,8 30,1 12,7 54
3 65 60,0 20,0 7,7 12,3
uicC 1 294 37,4 36,1 19,0 7,5 0,001
2 34 50,0 324 11,8 59
3 87 58,6 20,7 11,5 9,2
4 70 57,1 34,3 71 1,4
pT 1 391 40,2 35,8 16,1 7,9 <0,0001
2 72 59,7 25,0 11,1 4,2
3-4 206 61,7 21,4 11,2 58
pN 0 114 55,3 28,9 7,9 7,9 0,5327
21 16 43,8 25,0 18,8 12,5
pM 0 102 39,2 35,3 15,7 9,8 <0,0001
21 73 64,4 31,5 4.1 0,0

Tabelle 8 Beziehung von Parametern der Tumoraggressivitét zu den Ergebnissen der CK18-Immunhistochemie bei

klarzelligen Nierenzellkarzinomen.
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Abbildung 51a Signifikante Assoziation von rezidivfreiem Uberleben und
Ergebnis der CK18-Immunhistochemie bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen.
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Abbildung 51b Gesamtiiberleben im Vergleich zum Ergebnis der ~Abbildung 51c Tumorspezifisches Uberleben im

CK18-Immunhistochemie bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen — Vergleich zum Ergebnis der CK18-Immunhistochemie

(statistisch nicht signifikant). bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen (statistisch nicht
signifikant).
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Abbildung 53a Signifikante Assoziation von tumorspezifischem
Uberleben und den Ergebnissen der C18-Immunhistochemie bei
papillédren Nierenzellkarzinomen.
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Abbildung 53b Assoziation von Gesamtiiberleben zu den Abbildung 53¢ Vergleich von rezidivfreiem Uberleben mit den
Ergebnissen der CK18-Immunhistochemie bei papilldren Ergebnissen der CK18-Immunhistochemie bei papilléren
Nierenzellkarzinomen (statistisch nicht signifikant). Nierenzellkarzinomen (statistisch nicht signifikant).
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3.4.2 Mammakarzinom

Von 1.846 Mammakarzinomen waren 1.336 auswertbar (72,4%). Nicht-Auswertbarkeit war wie
immer bei TMA-Untersuchungen entweder durch das Fehlen eindeutiger Tumorzellen auf dem
Gewebespot oder das véllige Fehlen eines Gewebespots bedingt. Von den 1.336 auswertbaren
Tumoren waren 3,7% CK18-negativ, 21,7% schwach positiv, 24,0% maRig stark positiv und
50,4% stark positiv. Die Positivitdtsrate war dabei signifikant héher bei No-Special-Type-
Karzinomen (NST-Karzinome), als bei lobularen Karzinomen, oder anderen Karzinomtypen
(p=0,0005). Der Vergleich mit histopathologischen und molekularen Parametern ergab sowohl fir
die Gesamtkohorte als auch fir die Kohorte von 935 auswertbaren NST-Karzinomen die gleichen
statistischen Befunde (Tabelle 9 und 10). Es bestand eine hochsignifikante Assoziation zwischen
geringer oder fehlender CK18-Expression und hohem Malignitdtsgrad, negativem
Ostrogenrezeptorstatus (ER), negativem Progesteronrezeptorstatus (PR) und Vorliegen eines
sog. Tripel-negativen-Karzinoms (negativ fir ER, PR, Her2/neu) (jeweils p<0,0001). Kein
signifikanter Zusammenhang bestand allerdings fir die Beziehung zum Tumorstadium, dem
Nodalstatus und dem Vorliegen oder Fehlen von nachgewiesenen Fernmetastasen. Die
Untersuchung der Beziehung mit Rohtberlebensdaten, welche von 501 Patientinnen vorlagen,
ergab keinen signifikanten Zusammenhang zwischen CK18-Expression und Patientenprognose
(Abbildung 55) (p=0,8054).

= CK18 negativ 1.0
== (CK18 schwach positiv
== (CK18 maRig stark positiv 084
= CK18 stark positiv c
[0]
Abbildung 54 Legende ﬁ 0.6 1
2
E
£
3 0.4-
[0}
O]
P=0,8054
0.2 1
0.0 I [ I [ [ I
0 12 24 36 48 60 72 84
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Abbildung 55 Statistisch nicht signifikanter Zusammenhang zwischen
Gesamtliberleben und Ergebnissen der CK18-Immunhistochemie beim
Mammakarzinom NST.
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%

%

% mahig

%

Anzahl schwach stark stark P-Wert
negativ positiv positiv positiv

Alle 1.135 4.4 22,5 247 48,4

Histologie NST 935 3,6 22,2 23,9 50,3 0,0005
Lobular 123 0,8 26,0 32,5 40,7
Andere 40 16,7 25,0 25,0 33,3

T-Stadium pT1 578 5,0 20,1 26,0 49,0 0,4171
pT2 415 34 24,8 23,9 48,0
pT3-4 102 5,9 18,6 22,6 52,9

Grading G1 169 0,6 17,2 21,9 60,4 <0,0001
G2 615 2,0 20,5 27,8 49,8
G3 347 10,4 28,5 20,5 40,6

Nodalstatus pNO 545 3,7 20,7 25,5 50,1 0,4681
pN1 212 1,4 23,6 29,3 45,8
pN2 77 5,2 20,8 27,3 46,8
pN3 66 4,6 21,2 18,2 56,1

Fernmetastasierung pMO 242 4.6 23,6 31,4 40,5 0,6481
pM1 111 4,5 27,9 25,2 42,3

Her2-Status Negativ 831 4,9 20,7 22,9 51,5 0,1198
Positiv 97 1,0 17,5 28,9 52,6

ER-Status Negativ 189 18,0 31,2 22,8 28,0 <0,0001
Positiv 685 0,6 16,8 241 58,5

PR-Status Negativ 370 10,0 27,0 23,5 39,5 <0,0001
Positiv 548 0,7 16,6 23,7 58,9

Tripel-Negativ Nein 715 1,0 17,3 23,6 58,0 <0,0001
Ja 128 242 35,2 21,1 19,5

Tabelle 9 Ergebnisse der CK18-Immunhistochemie aller untersuchten Mammakarzinome im Vergleich mit
histopathologischen und molekularen Parametern.
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%

%

% mahig

%

Anzahl negativ schwach stark stark P-Wert
positiv positiv positiv

NST-Karzinome 935 3,6 22,2 23,9 50,3

T-Stadium pT1 497 4,2 18,9 25,0 51,9 0,0611
pT2 333 24 26,1 23,7 47,8
pT3-4 73 6,9 19,2 16,4 57,5

Grading G1 147 0,0 16,3 21,1 62,6  <0,0001
G2 479 2,1 19,0 26,7 52,2
G3 308 7,8 30,2 20,5 41,6

Nodalstatus pNO 439 3,2 20,1 23,9 52,9 0,6092
pN1 184 1,6 25,0 28,3 45,1
pN2 68 5,9 20,6 25,0 48,5
pN3 47 2,1 19,2 17,0 61,7

Fernmetastasierung pMO 197 4.1 23,9 30,5 41,6 0,7656
pM1 93 4,3 29,0 25,8 40,9

Her2-Status Negativ 697 4.0 20,8 22,0 53,2 0,1689
Positiv 89 1,1 18,0 30,3 50,6

ER-Status Negativ 160 15 33,8 23,1 28,1 <0,0001
Positiv 589 0,5 16,6 22,8 60,1

PR-Status Negativ 308 8,8 28,6 24,0 38,6  <0,0001
Positiv 472 0,4 15,7 22,7 61,2

Tripel-Negativ Nein 619 0,8 17,5 22,5 59,3  <0,0001
Ja 107 20,6 37,4 21,5 20,6

Tabelle 10 Ergebnisse der CK18-Immunhistochemie der NST-Mammakarzinome im Vergleich mit histopathologischen
und molekularen Parametern.
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3.4.3 Urothelkarzinom
1.328 von 1.712 untersuchten Urothelkarzinomen (77,6%) waren beziiglich CK18 auswertbar.
Davon waren 37,6% negativ, 26,3% schwach positiv, 16,9% maRig stark positivund 19,2% stark

positiv. Bei gleichzeitiger statistischer Evaluation aller Tumoren ergaben sich hochsignifikante
Befunde sowohl beim Vergleich der Kategorien pTa G2 low, pTa G2 high, pTa G3 und pT2-4
(p<0,0001) (Tabelle 11), als auch bei der Unterscheidung der Kategorien pTa G2 low, pTa G2
high, pTa G3, pT2, pT3 und pT4 (p=0,0005) (Tabelle 11). Bei separater Untersuchung von
muskelinvasiven Tumoren zystektomierter Patienten ergaben sich allerdings keine signifikanten

Unterschiede zwischen 139 Tumoren mit pT2, 230 Tumoren mit pT3 und 109 Tumoren mit pT4

(p=0,2047) (Tabelle 11). In dieser Untergruppe fanden sich auch keine Unterschiede in der CK18-

Expression zwischen nodal-positiven und -negativen Tumoren.

%

% schwach

% maRig

%

Anzahl negativ positiv stark positiv  stark positiv P-Wert
[
% Alle 1.328 37,6 26,3 16,9 19,2
2
& pTa G2 low 109 41,3 11,9 23,9 229 <0,0001
Q@ pTa G2 high 100 36,0 20,0 24,0 20,0
< pTa G3 144 18,8 27,8 24,3 29,2
pT2-4 G3 921 39,9 28,0 14,8 17,4
[
% pTa G2 low 109 41,3 11,9 23,9 22,9 0,0005
2 pTa G2 high 100 36,0 20,0 24,0 20,0
N pTa G3 144 18,8 27,8 24,3 29,2
2 pT2 139 36,7 22,3 18,0 23,0
< pT3 230 33,9 26,1 19,1 20,9
< pT4 109 27,5 34,9 11,9 25,7
T
% pT2 139 36,7 22,3 18,0 23,0 0,2047
a8 pT3 230 33,9 26,1 19,1 20,9
g pT4 109 27,5 34,9 11,9 25,7
2
€
o pNO 293 36,5 26,6 16,7 20,1 0,2540
jaj pN+ 170 27,6 29,4 18,2 24,7
[%2]
>
N

Tabelle 11 Ergebnisse der CK18-Immunhistochemie fiir Urothelkarzinome unterschiedlicher Tumorphé&notypen.
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3.4.4. Plattenepithelkarzinom

Von einem Teil der untersuchten Plattenepithelkarzinomen waren Daten zum pT-Stadium
(n=230), zur Differenzierungsgrad (n=209) und zum Nodalstatus (n=187) vorhanden. Es handelt
sich dabei um ein gemischtes Patientenkollektiv aus 26 plattenepithelialen Analkarzinomen, 9
Plattenepithelkarzinomen der Haut, 39 plattenepithelialen Larynxkarzinomen, 33
plattenepithelialen Mundbodenkarzinomen, 63 Plattenepithelkarzinomen des Osophagus, 8
Plattenepithelkarzinomen der Vagina, 30 Plattenepithelkarzinomen der Vulva und 36
Plattenepithelkarzinomen der Zervix uteri. Angesichts der heterogenen Zusammensetzung (n=8)
sind die an der Kohorte erhobenen statistischen Daten nicht uneingeschrankt aussagekraftig. Es
fallt aber auf, das eine CK18-Positivitat tendenziell mit einem erhdhten Tumorstadium (p=0,0154),
einem hohen Entdifferenzierungsgrad (p=0,0767) und einem positiven Nodalstatus (p=0,0354)
assoziiert ist. Die entsprechenden Daten sind in Tabelle 12 und Abbildung 56 dargestellt.

% schwach % stark

Anzahl % negativ o . P-Wert
positiv positiv

pT1-2 136 86,8 9,6 3,7 0,0154
pT3-4 94 72,3 23,4 43
G1-2 134 85,1 11,9 3,0 0,0767
G3 75 72,0 21,3 6,7
pNO 95 85,3 13,7 1,1 0,0354
pN+ 92 73,9 18,5 7,6

Tabelle 12 Ergebnisse der CK18-Immunhistochemie fiir die untersuchten, auswertbaren
Plattenepithelkarzinome im Vergleich mit histopathologischen Parametern.
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Abbildung 56 Gestapeltes Séulendiagramm zur Visualisierung o.g. Daten
bei Plattenepithelkarzinomen.
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4. Diskussion

Die erfolgreiche Untersuchung von 11.952 Tumoren mittels Immunhistochemie ergab einen
umfassenden Uberblick Uber Haufigkeit und Bedeutung der CK18-Expression in den
untersuchten Tumortypen. Das wertvollste Ergebnis der Untersuchung ist eine Rangliste zur
Haufigkeit der CK18-Positivitat Gber eine breite Palette von Tumorentitaten. Die S-férmige
Kurvenform zur CK18-Expressionshaufigkeit Uber die 115 untersuchten Tumortypen und
Subtypen unterstreicht die Tatsache, dass viele Tumorarten CK18 praktisch immer exprimieren
und viele andere Tumorarten CK18 nie oder nur sehr selten exprimieren. Das Farbeverhalten der
Tumoren reflektiert im Wesentlichen die Verhaltnisse in den entsprechenden Ausgangsgeweben:
Tumoren, die von CK18-positiven Zellen ausgehen sind in der Regel CK18-positiv und Tumoren,
die von CK18-negativen Ausgangszellen abstammen sind CK18-negativ. Zu den Tumorentitaten
mit einer CK18-Positivitat in mehr als 97% der Falle gehéren insbesondere Adenokarzinome aus
dem Gastrointestinaltrakt und der Prostata. Sporadische CK18-negative Falle, welche in diesen
Tumoren in <3% der Proben auftreten sind am ehesten durch technische Probleme zu erklaren.
Die faktische Unmdglichkeit die Gewebebehandlung und Fixation zu standardisieren ist ein
wesentlicher Grund fiir gelegentliche falsch-negative oder falsch-positive immunhistochemische
Befunde. (Tapia et al. 2004) Die Formalinfixation flihrt zu einer Vernetzung von Proteinen (sog.
Crosslinking), welche umso ausgepragter auftritt, je langer die Fixation dauert und je héher die
Formalinkonzentration ist. (Thavarajah et al. 2012) Die Parameter Fixationsdauer und
Formalinkonzentration unterliegen beide Schwankungen. Die Fixationsdauer wird nicht nur
dadurch bestimmt, wie lange ein entnommenes Organ in einem formalingefilliten Topf liegt,
sondern auch dadurch, wann das am Ende immunhistochemisch untersuchte Gewebeareal von
Formalin erreicht wird. Insbesondere bei volumindsen Organen dauert es mehrere Stunden, bis
zentral im Praparat liegende Gewebeanteile von Formalin erreicht werden. (Start et al. 1992) Die
Exposition gegeniiber Formalin variiert also innerhalb eines Gewebestlickes grundsatzlich. Die
Penetrationsgeschwindigkeit des Formalin in das Gewebe hangt auch von der
Gewebebeschaffenheit ab. Fettgewebe und Gewebe mit fibréser Kapsel werden besonders
langsam durchdrungen. (Tennstedt und Sauter 2010) Die Formalinkonzentration hangt vom
Verhaltnis Formalinmenge/Gewebemenge im Transportgefald ab. Idealerweise sollte zehnmal
mehr Formalin als Gewebe in einem Transportgefald sein. (Dirnhofer et al. 2011)Dieser Wert wird
aber meistens nicht erreicht. Bei zu geringen Formalinmengen wird die Konzentration des
Formalins durch im Praparat vorhandene ,Gewebesafte® (Blut, Lymphe) oder Organinhalte
(Darminhalt, Urin, Galle) verdiinnt. Wahrend die genannten praanalytischen Probleme bei Arbeit

an humanen, zum Zweck der Diagnostik entnommenen Gewebeproben nicht zu vermeiden sind,
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kénnten bei der Durchfuhrung einer Studie theoretisch auch “Fehler” bei der
immunhistochemischen Untersuchung von Geweben auftreten. Falsche immunhistochemische
Ergebnisse aufgrund von technischen Fehlern sind aber bei TMA-Studien besonders
unwahrscheinlich. Das besonders hohe Ausmal} der Standardisierung ist ein grof3er Vorteil der
TMA-Technik. Die ganze Studie machte die Farbung von 38 TMA-Schnitten notwendig. Die
gesamten Farbungen fanden an einem Tag statt, in den gleichen Reagenzien, bei identischen
Temperaturen und Expositionszeiten. Auch oft unberiicksichtigte Parameter mit Einfluss auf die
immunhistochemische Farbung sind bei TMA-Studien weitestgehend standardisiert. Dazu
gehdren die Schnittdicke und das Schnittalter. Letzter Parameter ist von besonderer Bedeutung,
denn Studien haben gezeigt, dass die Intensitat einer immunhistochemischen Farbung mit einer
zunehmenden Lagerungsdauer von Schnitten -zumindest fir viele Antikdrper- stark abnimmt und
dass dieser Effekt bereits nach einer Lagerungsdauer von zwei Wochen deutlich erkennbar ist.
(Mirlacher et al. 2004) Da in unserem Projekt samtliche Schnitte der Studie an einem Tag
hergestellt wurden und wenige Tage spater an einem Tag gefarbt wurden, wurde auch in dieser
Hinsicht eine optimale Standardisierung erreicht. Es ist hervorzuheben, dass eine
Standardisierung der Schnittlagerungszeit bei immunhistochemischen Studien an grofien
Patientenkollektiven nur durch das TMA-Verfahren gewahrleistet werden kann. Dass Artefakt-
bedingte falsch negative IHC-Farbungen in TMA-Studien nicht zu vermeiden sind, haben auch
kUrzlich Studien von Fraune et al. gezeigt. Dabei wurde bei hunderten von Harnblasen-,
Pankreas-, ovarial, und fortgeschrittenen Prostatakarzinomen an TMAs mittels IHC nach
mikrosatelliteninstabilen Fallen gesucht. (Fraune et al. 2020a; Fraune et al. 2020b; Fraune et al.
2020c; Fraune et al. 2020d) Die weitere Evaluation von am TMA identifizierten Fallen mit einem
fehlenden Nachweis einer Mismatch-Repair-Proteinexpression am TMA-Spot hatte in ca. der
Halfte der Falle ergeben, dass falsch-negative Immunfarbungen vorlagen. In allen diesen Faéllen
hatte der entsprechende Grof3schnitt einen typischen “Fixationsgradienten” gezeigt, mit kraftiger
Farbung in einem Bereich des Schnittes, welche dann kontinuierlich/graduell Gberging in Bereiche

mit komplett fehlender Farbung. (Fraune et al. 2020d)

Aufgrund der dargelegten technischen Erwagungen gehen wir davon aus, dass CK18 in
Adenokarzinomen des Gastrointestinaltrakts und in Prostatakarzinomen obligat exprimiert wird.
Dies wiirde bedeuten, dass eine Herabregulierung von CK18 in diesen Organen nicht mit einer
Adenokarzinom-Morphologie vereinbar ware.

Eine weitere Gruppe von Neoplasien zeigte variable CK18-Immunfarbemuster, einschliellich

einer jeweils signifikanten Anzahl von Patienten mit CK18-Positivitdt und mit CK18-Negativitat.
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Die Tumortypen mit derart heterogenen Befunden lassen sich grundséatzlich in mindestens vier
Kategorien unterteilen. Kategorie 1) sind Tumoren, welche sich von CK18-positiven
Vorlauferzellen ableiten, wo es aber in einem Teil der Tumoren zu einer Herabregulierung der
CK18-Expression kommt. Kategorie 2) sind Tumoren, die sich von CK18-negativen
Vorlauferzellen ableiten, wo es dann aber zu einer CK18-Hochregulierung in einem Teil der Falle
kommt. Kategorie 3) sind Tumoren, welche sich von Geweben ableiten, bei denen die CK18-
Expression variabel gestaltet ist, wie beispielsweise dem Urothel oder im Leberparenchym.
Kategorie 4) sind Tumoren mit einer gemischten Differenzierung. Zur letzteren Gruppe gehoéren
Karzinome mit einer gemischten glandularen-plattenepithelialen Differenzierung, wie
beispielsweise endometrioide Endometriumkarzinome oder aber epithelial-mesenchymal
differenzierte Tumoren, wie maligne Miller'sche Mischtumoren, Phylloides Tumoren der Mamma,
Teratome des Hodens oder maligne Mesotheliome. Bei diesen Tumoren ist es aufgrund der
Normalgewebebefunde zu erwarten, dass mesenchymal differenzierte Gewebe oder
plattenepithelial differenzierte Tumoranteile CK18-negativ sind, wahrend anders differenzierte
epitheliale Tumorkomponenten CK18-positiv sein sollten. Angesichts des Durchmessers von 0,6
mm pro untersuchter Gewebeprobe, ist bei mischdifferenzieten Tumoren nicht davon
auszugehen, dass alle Gewebekomponenten auf jedem TMA-Spot enthalten sind, sodass diese

Tumorarten erwartungsgemal viele CK18-negative und -positive Tumoren enthalten.

Zu den Tumortypen, welche CK18 in einer relevanten Menge von Zellen herunterregulieren,
gehort das Nierenzellkarzinom und das Mammakarzinom. Eine echte Herunterregulierung kann
in den meisten Fallen einfach von falsch-negativer Farbung aufgrund von technischen Problemen
unterschieden werden, weil meistens stark farbende Normalzellen in den gleichen Gewebespots
als Positivkontrolle vorhanden sind. Das Vorhandensein von klinischen Verlaufsdaten zu unseren
Nierenzellkarzinom- und Mammakarzinom-Kohorten erlaubte in diesem Fall die klinische
Bedeutung einer verminderten CK18-Immunfarbung zu evaluieren. Bei beiden Tumorarten
ergaben sich dabei Hinweise, dass eine CK18-Herunterregulierung mit einem unginstigen
Phanotyp (Mammakarzinom) oder gar mit einer ungunstigen Patientenprognose
(Nierenzellkarzinom) vergesellschaftet war. Fur das Mammakarzinom hatten bereits friher
immunhistochemische Studien auf eine unglinstige prognostische Bedeutung einer verminderten
CK18-Expression hingewiesen. Dazu gehort eine Studie, in der Krebsforscher des UKE an einem
unabhangigen, nicht-Uberlappenden Kollektiv von beinahe 1.500 Mammakarzinomen eine
signifikante Beziehung zu einer unglinstigen Prognose gefunden hatten. (Woelfle et al. 2004) Die

Gesamtheit dieser Daten ware mit der Annahme vereinbar, dass ein Verlust der CK18-Expression
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bei Tumoren, welche aufgrund ihrer Herkunft CK18 eigentlich exprimieren missten, ein
Anhaltspunkt fir eine Entdifferenzierung darstellt, welche meist generell mit zunehmender
Aggressivitat von Tumorzellen einhergeht. Dass mehrere Tumortypen, welche “definitionsgeman”
wenig differenziert sind, wie kleinzellige Karzinome oder anaplastische Schilddriisenkarzinome
deutlich geringere CK18-Positivitatsraten aufwiesen, als besser differenzierte Tumoren der
gleichen Organe, ist ebenfalls mit dem Konzept eines CK18-Expressionsverlustes im Rahmen

der Tumorprogression zu vereinbaren.

Plattenepithelkarzinome stellen das beste Beispiel fir epitheliale Tumortypen dar, welche
normalerweise CK18-negativ sind, aber dennoch in einem kleinen Teil der Falle CK18
hochregulieren kdnnen. Obwohl CK18 in keinem der untersuchten normalen Plattenepithelproben
von Mundhdhle, Lippe, Haut, C")sophagus, Vagina, Zervix uteri oder Analhaut nachweisbar war,
fand sich unter identischen experimentellen Bedingungen bei Plattenepithelkarzinomen
regelmalig eine CK18-Positivitat in einem Teil der Falle. Der Anteil CK18-positiver
Plattenepithelkarzinome war in unserer Studie im Durchschnitt aller Organe 24,2%. Dass die
CK18-Immunfarbung in einigen dieser Plattenepithelkarzinome sehr stark ausgepragt war (so
z.B. in Abbildung 47, S. 54, Plattenepithelkarzinom der Zervix uteri) spricht stark dafir, dass in
diesen Tumoren eine echte Uberexpression stattfindet und nicht etwa eine schwache
unspezifische, maoglicherweise artifizielle Anfarbung. Analog zum Expressionsverlust in
urspriinglich CK18-positiven Geweben, gehen wir davon aus, dass eine CK18-Uberexpression in
urspriinglich CK18-negativen Geweben ein Indiz fur eine zunehmende Dedifferenzierung der
betroffenen Tumoren darstellt. Diese Hypothese wird durch die vermehrte CK18-Positivitat in
Tumoren mit einem hohen pT-Stadium und mit nodalen Metastasen unterstitzt, welche sich bei
der kombinierten Analyse der zur Verfligung stehenden Plattenepithelkarzinome mit
diesbezuglichen Daten fand. Der Befund passt auch gut zu Daten von friheren Studien anderer
Untersucher, welche jeweils gréfiere Kollektive von Plattenepithelkarzinomen auf die Expression
von CK18 untersucht hatten und Beziehungen zwischen CK18-Positivitdt und ungunstiger
Patientenprognose oder Parametern einer erhdhten Tumoraggressivitat gefunden hatten. (Afrem
et al. 2016; Broers et al. 1988; Makino et al. 2009; Nanda et al. 2012; Nhung et al. 1999; Safadi
et al. 2019; Yang et al. 2018)

Die Rolle von CK18 ist weniger klar bei Tumorentitaten, welche sich von Geweben mit variabler
CK18-Expression ableiten, wie beispielsweise bei Leber- und Harnblasenkarzinomen. Bei beiden

Normalorganen besteht ein zonaler Expressionsgradient, wobei beim Urothel die ausreifenden
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Zellen weniger CK18 exprimieren als die Deckzellen und bei der Leber die periportalen Zellen
mehr als die zentrolobularen Zellen. Die Befunde im Normalgewebe deuten darauf hin, dass die
CK18-Expression bei bestimmten Zelltypen von der aktuellen metabolischen oder funktionellen
Situation einer Zelle abhangen kann. Eine mdgliche Erklarung hierfir kénnte in der bekannten
Rolle von CK18 in der Regulation des intrazellularen Adenosintriphosphat (ATP) liegen, in dem
es Phosphatreserven bindet, welche fir die metabolische Funktion in Hepatozyten bendtigt
werden. Da CK18 auch eine Rolle bei der Gallensauresekretion in bilidren Epithelzellen spielen
soll, kdnnten die topographischen Besonderheiten der CK18-Expression in der Leber auch durch
regionale Unterschiede in der Galleproduktion erklart werden. (Omary und Ku 1997) Die Analyse
von 1.328 Urothelkarzinomen hatte immerhin zur Identifikation von 37,6% komplett negativen
Harnblasenkarzinomen und 19,2% Harnblasenkarzinomen mit kraftiger Expression geflihrt. Dass
sich auch zwischen diesen beiden beziiglich CK18-Expression stark unterschiedlichen Gruppen
keine signifikanten Unterschiede im Tumorphanotyp von durch Zystektomie behandelten
Karzinomen fanden, ware damit zu vereinbaren, dass CK18 per se keinen direkten Einfluss auf

die Aggressivitat von Tumorzellen ausubt. (Castillo-Martin et al. 2010)

Die vorliegende Untersuchung ist die ausgedehnteste jemals zur CK18-Expression durchgefiihrte
Studie. Sie wurde mdglich durch die Vorziige der TMA-Technik und den Vorarbeiten zahlreicher
anderer Forscher und Doktoranden, welche in den letzten Jahren am Institut fir Pathologie des
UKE zahlreiche TMAs angefertigt hatten. Im Rahmen der Studie wurden 20.000 Gewebeproben
untersucht. Der technische Aufwand war gering. Eine medizinisch-technische Assistentin (MTA)
fertigte an einem Tag die TMA-Schnitte an und farbt diese an einem anderen Tag innerhalb von
wenigen Stunden. Die Reagenzienkosten (10€ pro Schnitt) beliefen sich auf ca. 400€. Die
Auswertung durch einen Pathologen dauerte weniger als zwei Tage. Ware die gleiche Studie an
konventionellen GroRschnitten durchgeflhrt worden, hatten allein die Reagenzienkosten ca.
200.000€ betragen und eine MTA hatte zur Anfertigung der 20.000 Gewebeschnitte mindestens
50-60 Arbeitstage bendétigt.

Die durch diese Studie zusammengetragenen Befunde erlauben eine umfassende Beurteilung
der moglichen diagnostischen Applikationen der CK18 Immunhistochemie. Die beinahe
hundertprozentige Pravalenz der CK18-Expression in gastrointestinalen Tumoren unterstitzt das
Konzept, eine CK18-Immunhistochemie zur Suche nach Mikrometastasen in Lymphknoten bei
Kolonkarzinomen zu verwenden. (Makino et al. 2009; Oshima et al. 1996) Auch die

hundertprozentige Positivitatsrate in fortgeschrittenen Prostatakarzinomen kénnte diagnostisch
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genutzt werden. Der serologische Nachweis von “abgespaltenem” (cleaved) CK18 hat sich bei
anderen Tumoren zur Verlaufsbeobachtung oder gar Friherkennung als geeignet erwiesen.
(Dive et al. 2010; Olofsson et al. 2007; Oyama et al. 2013) Das gleiche Vorgehen kénnte bei
fortgeschrittenen Prostatakarzinomen, bei denen kein PSA mehr exprimiert wird, verfolgt werden.
Die bedeutendste diagnostische Anwendung der CK18-Immunhistochemie dirfte bei der
Unterscheidung von Seminomen zu anderen Keimzelltumoren des Hoden liegen. Nur 12 von 204
analysierten Seminomen (5,9%), aber 100% der 88 untersuchten embryonalen Karzinome und
Dottersacktumoren des Hodens zeigten eine CK18-Expression. Dieser Befund passt zu den
Daten einer friheren Studie von Biermann et al., bei der ein RNA-Expressionsscreening bei
Hodentumoren durchgefiihrt wurde. (Biermann et al. 2007) In dieser Studie wurde CK18 als eine
der wesentlichsten Unterscheidungsmerkmale von seminomatdsen vs. nicht-seminomatésen
Keimzelltumoren des Hoden identifiziert. Tatsachlich werden Pan-Cytokeratin-Antikdrper oft zum
Ausschluss eines Seminoms verwendet. Studien, welche Uber die Farbeergebnisse mit Pan-
Cytokeratin-Antikérpern bei Seminomen berichtet hatten, hatten Positivitatsraten von 10-42%
publiziert. (Cheville et al. 2000; Eglen und Ulbright 1987; Niehans et al. 1988) Das sind Werte,
die deutlich Uber unseren Ergebnissen liegen. Es ist mdglich, dass ein spezifischerer Antikorper,
der nur ein einzelnes Cytokeratin erkennt, wie beispielsweise CK18, eine bessere Spezifitat fir

die genannte Differentialdiagnose erzielt.

Es ist eine wichtige Limitierung unserer Studie, dass alle beschriebenen Pravalenzen nur fur die
verwendeten Reagenzien und Protokolle gelten, die in unserem Labor verwendet wurden. Es
kann als sicher angenommen werden, dass die Verwendung anderer Antikdrper, anderer
Protokolle und Interpretationskriterien flir die insgesamt sehr variablen Literaturdaten Uber die
CK18-Expression bei Karzinomen verantwortlich sind. Die Daten der Literatur sind neben unseren
eigenen Befunden in Abbildung 57 dargestellt. Es ist mittlerweile gut bekannt, dass
unterschiedliche Antikdrper, welche fur das gleiche Zielprotein hergestellt worden sind, sich in
ihren Bindungseigenschaften erheblich unterscheiden kénnen und das Protokollmodifikationen
einen grofRen Einfluss auf die Zahl der als positiv gefundenen Falle ausliben. (Andersson et al.
2017; Saper 2009; Sugai et al. 2008)

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Untersuchung, dass CK18 bei einer Vielzahl
verschiedener Tumoren, insbesondere bei Adenokarzinomen konstant exprimiert wird. Der
Verlust der CK18-Expression bei Karzinomen, welche sich von CK18-positiven Vorlauferzellen

ableiten, und die Neoexpression von CK18 in Tumoren, welche sich von CK18-negativen
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Vorlauferzellen ableiten sind jeweils mit einer unginstigen Patientenprognose und einem

aggressiven Tumorphanotyp assoziiert. Wir postulieren, dass eine aberrante CK18-Expression in

diesen Tumoren ein Surrogatbefund fir eine Tumorentdifferenzierung darstellt. Die wichtigsten

diagnostischen Anwendungen der CK18-Immunhistochemie dirften im immunhistochemischen

Metastasennachweis bei gastrointestinalen- und Prostatakarzinomen, sowie der Abgrenzung von

Seminomen zu anderen Keimzelltumoren liegen.

Appendix Neuroendokriner Tumor
Colonadenom, high grade
Colonadenom, low grade

Colorektal Neuroendokriner Tumor
Dottersacktumor des Hodens
Diinndarm Adenokarzinom
Embryonales Karzinom des Hodens
Endometriumkarzinom klarzellig
lleum Neuroendokriner Tumor

Lunge Adenokarzinom

Lunge Neuroendokriner Tumor
Mammakarzinom muzinos
Mammakarzinom tubular
Ovarialkarzinom muzinds

Pankreas Azinuszellkarzinom

Parotis Warthin Tumor

Phylloides Tumor Mamma

Prostata Adenokarzinom Gleason 3+3
Prostata Adenokarzinom Gleason 4+4
Prostata Adenokarzinom Gleason 5+5
Schilddriisenadenom
Schilddriisenkarzinom follikular
Zervix Adenokarzinom
Schilddriisenkarzinom papillar
Mammakarzinom lobular
Endometriumkarzinom endometrioid
Ovarialkarzinom seros
Nierenzellkarzinom chromophob
Pankreas duktales Adenokarzinom
Schilddriisenkarzinom medullar
Ovarialkarzinom endometrioid
Pankreas Neuroendokriner Tumor
Osophagus Adenokarzinom
Cholangiozellulares Karzinom
Onkozytom

Colon Adenokarzinom
Nierenzellkarzinom papillar
Mammakarzinom NST

Mesotheliom, epitheloid
Magenkarzinom gemischter Typ
Pankreas/Papille Adenokarzinom
Magenkarzinom diffuser Typ

Prostata Adenokarzinom Rezidiv nach Therapie
Speicheldriise Basalzelladenom
Magenkarzinom intestinaler Typ
Endometriumkarzinom seros
Hepatozelluldres Karzinom
Ovarialkarzinom klarzellig
Mesotheliom, sonstiges

Malignes Mesotheliom
Urothelkarzinom pTa G3

Lunge kleinzelliges Karzinom
Endometrium maligner Miiller‘scher Mischtumor
Ovar Miiller‘scher Mischtumor
Parotis pleomorphes Adenom
Prostatakarzinom kleinzellig
Nierenzellkarzinom tubulo-papillar
Pankreas Neuroendokrines Karzinom

0%
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® Summendaten aus Chu und Weiss, 2002
o n=1-20

x Ergebnisse TMA-Studie
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Abbildung 57 Vergleich der Ergebnisse der CK18 TMA-Studie mit Daten aus der Literatur.
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Merkelzellkarzinom

Colorektal Neuroendokrines Karzinom
Harnblasenkarzinom kleinzellig
Endometriumkarzinom high grade
Urothelkarzinom pTa G2 high grade
Lunge Plattenepithelkarzinom
Urothelkarzinom pT2-4 G3
Urothelkarzinom pTa G2 low grade
Schilddriisenkarzinom anaplastisch
Nierenzellkarzinom klarzellig
Gallenblase Neuroendokrines Karzinom
Mammakarzinom medullar
Brennertumor

Testikulare intraepitheliale Neoplasie
- Urothelkarzinom sarkomatoid
Osophagus Plattenepithelkarzinom
Nebennieren-Karzinom

Teratom des Hodens

Larynx Plattenepithelkarzinom
Analkanal Plattenepithelkarzinom
Angiosarkom

Zervix Plattenepithelkarzinom
Vagina Plattenepithelkarzinom
Nebennieren-Adenom

Mundboden Plattenepithelkarzinom
Haut Plattenepithelkarzinom
Sarkom, nicht anderweitig spezifiziert
Seminom

Osteosarkom

Gastrointestinaler Stromatumor
Angiomyolipom

Schwannom

Basaliom

Benigner Naevus

Chondrosarkom
Dermatofibrosarkoma protuberans
Endometrium Stromasarkom
Ganglioneurom

Granularzelltumor

Hodgkin Lymphom

Kaposi Sarkom

Leiomyom

Leiomyosarkom

Liposarkom

Maligner peripherer Nervenscheidentumor
Malignes Melanom

Myofibrosarkom

Neurofibrom

Non Hodgkin Lymphom
Paragangliom

Phdaochromozytom

Pilomatrixom

Primitiver neuroektodermaler Tumor
Rhabdomyosarkom
Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor
Synoviales Sarkom

Vulva Plattenepithelkarzinom

Abbildung 57 Fortsetzung: Vergleich der Ergebnisse der CK18 TMA-Studie mit Daten aus der Literatur.
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5. Zusammenfassung

CK18 ist ein Intermediarfilamentprotein aus der Gruppe der sauren (Typ |) Cytokeratine, welches
typischerweise in einschichtigen Epithelien und davon abgeleiteten Karzinomen exprimiert wird.
Die CK18-Expression kann diagnostisch flir die Zuordnung einer Neoplasie zu einem maoglichen
Primartumor genutzt werden. Dariiber hinaus kommt der CK18-Expression bei verschiedenen
Tumoren mdglicherweise prognostische Bedeutung zu. Um die diagnostische und prognostische
Relevanz der CK18-Expression in normalen und neoplastischen Geweben systematisch zu
analysieren, wurde ein TMA bestehend aus 14.579 Tumorgewebeproben von 115 verschiedenen
Tumortypen und Subtypen untersucht. Simultan wurden 608 Normalgewebeproben von 76
verschiedenen Normalgewebstypen immunhistochemisch untersucht. CK18 war in Epithelzellen
zahlreicher Organe exprimiert, einschliel3lich beispielsweise Magen, Kolon, Mamma und
Prostata. Von 115 untersuchten Tumorentitaten war bei 90 (76,1%) zumindest in einem Fall eine
schwache CK18-Positivitat nachweisbar, in 78 (67,8%) der Neoplasie-Typen war mindestens ein
Tumor stark positiv. Die Sortierung der Tumortypen nach der Haufigkeit einer nachweisbaren
CK18-Expression ergab einen S-férmigen Kurvenverlauf. 37 (32,2%) der untersuchten
Tumortypen waren in 297% der Falle CK18-positiv. Weitere 11 (9,6%) der Tumorentitaten waren
in 90-97% der Falle positiv und 37 (32,2%) der Tumorentitaten waren in <20% der Falle CK18-
positiv. Lediglich 30 Tumorentitaten (26,1%) zeigten eine Positivitdt zwischen 21% und 90% der
Falle. Der Vergleich von Befunden in Tumorzellen mit dem Expressionsmuster von CK18 in
entsprechenden Normalgeweben ergab bei Tumortypen mit gemischten Befunden vier
verschiedene Konstellationen mit unterschiedlicher klinisch-biologischer Relevanz. Gruppe 1)
beinhaltet Tumoren, bei denen in einem Teil der Falle die CK18-Expression des
Ausgangsgewebes verloren gegangen ist. Hierzu gehdren beispielsweise Mammakarzinome
(CK18-negativ in 3,7% der Falle) und klarzellige Nierenzellkarzinome (CK18-negativ in 47,5% der
Falle). Gruppe 2) beinhaltet Tumoren, welche von CK18 negativen Normalgeweben ausgehen
und in einem Teil der Falle eine Neoexpression von CK18 ausbilden. Hierzu gehdren
verschiedene Plattenepithelkarzinome. Gruppe 3) beinhaltet Tumoren, welche von Zelltypen
ausgehen, die physiologischerweise eine variable CK18-Expression aufweisen, wie
beispielsweise Leberzellen oder Urothelien. In hepatozellularen Karzinomen und
Urothelkarzinomen fanden sich entsprechend zahlreiche eindeutig negative und auch stark
CK18-positive Tumoren. Die biologische Bedeutung dieser Untergruppen ist unklar. Gruppe 4)
beinhaltet mischdifferenzierte Tumoren wie endometrioide Karzinome mit plattenepithelial und
endometrioid differenzierten Anteilen oder epithelial-mesenchymale Tumoren wie beispielsweise

Maligne Miller'sche Mischtumoren. In diesen Tumoren kam es, je nachdem ob im 0,6 mm
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messenden Gewebeabschnitt endometrioide oder epitheliale Strukturen vorhanden waren, zu
Fallen mit und ohne CK18-Positivitat.

Der Vergleich mit klinischen Daten und histopathologischen Malignitatskriterien zeigte, dass
sowohl der Expressionsverlust von CK18, wie auch die Neoexpression von CK18 mit
unginstigem Tumorphanotyp und unglnstiger Patientenprognose assoziiert waren. Aus den
Daten wird geschlossen, dass CK18 bei vielen Tumorarten, insbesondere Adenokarzinomen des
Gastrointestinaltrakts und Prostatakarzinomen ein stabil exprimiertes Protein ist, welches flr den
immunhistochemischen Nachweis von Metastasen geeignet ist. Bei denjenigen Tumoren, die
eine aberrante Expression von CK18 (Neoexpression oder Expressionsverlust) zeigen, ist dies
ein prognostisch unginstiges Phanomen. Die Verwendung groRRer TMA-Kohorten ist ein
einzigartiges Instrument zur Klarung der diagnostischen und prognostischen Relevanz

immunhistochemischer Untersuchungen unter hochstandardisierten Bedingungen.
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6. English summary

CK18 is a Type | (acidic) intermediate filament and is primarily expressed in single-layered
epithelial tissues and cancers arising from these tissues. Assessment of CK18-expression can be
used diagnostically for allocating a neoplasia to a potential primary tumor. Furthermore
expression of CK18 may be of prognostic relevance for several tumor entities. A TMA consisting
of 14,579 tumor specimens of 115 different tumor types and subtypes has been analysed, in order
to systematically investigate the diagnostic and prognostic relevance of CK18-expression.
Simultaneously 608 tissue specimens of 76 different normal tissue types have been examined
immunohistochemically. CK18 was expressed in epithelial cells of various organs, including for
instance stomach, colon, breast and prostate. At least occasional weak CK18-positivity was
observed in 90 of 115 (76.1%) analysed tumor entities, in 78 of 115 (67.8%) at least one tumor
showed strong positivity. Ranking the tumor entities by prevalence of CK18-expression yielded
an s-shaped curve. 37 (32.2%) of the investigated tumor entities displayed CK18-positivity in
297% of all analysable cases. Additionally 11 (9.6%) of tumor entities were positive in 90-97% of
all cases. On the other hand 37 (32.2%) tumor entities showed CK18-positivity in less than 20%
of all cases. Merely 30 (26.1%) of all tumor types stained positively between 21 and 90%.
Comparing the findings of CK18-expressionpatterns in tumor cells vs. normal tissue revealed four
distinct groups for tumor types with mixed results. These groups are of divergent clinical and
biological relevance. Group 1) comprises of tumors that arise from CK18-positive precursor
tissue, but downregulate CK18 in a relevant fraction of cases. This group includes breast cancer
(CK18-negative in 3.7% of cases) and clear cell renal cell carcinoma (CK18-negative in 47.5% of
cases). Group 2) is composed of tumors that derive from CK18-negative normal tissues and
neoexpress CK18 in a part of the cases. This group includes various squamous cell carcinomas.
Group 3) comprises tumors, which arise from celltypes, that variably express CK18
physiologically, for instance hepatocytes or urothelia. In examined cases of hepatocellular
carcinoma and urothelial carcinoma there were consequently several tumors which were
unambiguously negative and others which stained strongly for CK18. Group 4) contains mixed
differentiated tumors such as endometrioid carcinoma (fractions of glandular and squamous
differentiation) as well as epithelial-mesenchymal tumors such as Malignant Muller Tumors. In the
latter there were CK18-positive and —negative cases, depending on whether there were epithelial
or mesenchymal fractions present in the 0.6 mm spot.

Comparing results of immunohistochemistry to clinical data suggests, that downregulation or loss
of CK18-expression as well as CK18-neoexpression are linked to unfavourable tumor phenotype

and unfavourable prognosis. The data shows that CK18 is a protein which is steadily expressed
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in many tumor types, especially in adenocarcinomas of the gastrointestinal tract carcinomas of
the prostate. Thus CK18 can be used as a biomarker for immunohistochemical detection of
metastases in these two entities. The lack of CK18-expression in seminomas can be helpful in
the sometimes challenging distinction from testicular non-seminomatous germ cell tumors.
Aberrant CK18-expression (i.e. neoexpression, loss of expression) is associated with
unfavourable prognosis in several tumor types. Using large TMA-cohorts is a unique tool for
identifying diagnostic and prognostic relevance of immunohistochemical surveys under highly

standardised conditions.
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7. Abkiirzungsverzeichnis

°C Grad Celsius

Akt Proteinkinase B

AP1 Activating protein 1

ATP Adenosintriphosphat

bzw. beziehungsweise

Ca Karzinom

ca. circa

CCC cholangiozellulares Karzinom
CK Cytokeratin

CYFRA Cytokeratinfragment

DCIS Duktales Carcinoma in situ
ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay

E-Nr./E-Nummer

Einsendenummer

ER

Ostrogenrezeptor

ERK Extrazellular regulierte Kinase

ETS E26-Transformationsspezifisch

FASR Fas-Rezeptor

G histopathologisches Grading

GIST Gastrointestinaler Stromatumor

Gll. Glandula

HCC hepatozellulares Karzinom

HER2 Humaner Epidermaler Wachstumsfaktor Rezeptor 2
IF Intermediarfilament

IHC Immunhistochemie

ISUP Inernational Society of Urological Pathology

kDa Kilodalton

L Lymphangioinvasion

MAPK Mitogen-aktivierte Proteinkinase

min Minute

mm Millimeter

MPNST Maligner peripherer Nervenscheidentumor

MTA Medizinisch-technische*r Assistent*in

MTA Multitumor-Array

n Anzahl

n. nach

NEC Neuroendokrines Karzinom

neg. negativ

NET Neuroendokriner Tumor

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

NST No special type (ohne speziellen Typ)

NTA Normaltissue-Array (Normalgewebe-Array)

0.g. oben genannt

PeCa Plattenepithelkarzinom

pH Pondus Hydrogenii

PI3k Phosphatidylinositol-3-Kinase

PLC Phosphoinositid-Phospholipase C

pM Fernmetastasen (p=pathologisch, M=Metastase)
pN Regionare Lymphknotenmetastasen (p=pathologisch, N=Nodus)
pos. positiv

PR Progesteronrezeptor

PSA Prostataspezifisches Antigen

pT Ausbreitung des Primartumors (p=pathologisch, T=Tumor)
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siRNA Silencing Ribonukleinsaure
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TMA Tissue-Microarray

uiCcC Union for International Cancer Control
UKE Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
urspr. ursprunglich
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