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1. AbklUrzungsverzeichnis

aa amino acids

Abb. Abbildung

AJ adherens junctions

AK Antikorper

APC adenomatous polyposis coli

ARVCF armadillo repeat protein deleted in velo-cardio-facial syndrome
B-cat B-catenin

BTrCP B-Transducin repeat-containing protein
CcC kolorektales Karzinom

CTF C-terminales Fragment

DSS dextran sodium sulfate

EMT Epitheliale-Mesenchymale Transition
GAIN GPCR-Autoproteolysis INducing

GPCR G protein-coupled receptor

GPS GPCR proteaolysis site

GSK3p Glykogen Synthase Kinase 33

hTERT human telomerase reverse transcriptase
IF Immunfluoreszensfarbung

IHC Immunhistochemische Farbung

LRP6 Low-density lipoprotein receptor related protein 6
MET Mesenchymale-Epitheliale Transition
MT1-MMP membrane type-1 matrix metalloproteinase
NTF N-terminales Fragment

SCF-Komplex  Skp, Cullin, F-box containing Komplex

SD Standardabweichung

SEM Standardfehler des Mittelwertes

Slimb Supernumerary limbs

Tab. Tabelle

Tcf/Lef T-cell factor/Lymphoid enhancer factor

TJ tight junctions

uPA Urokinase Plasminogen Aktivator

uPAR Urokinase Plasminogen Aktivator-Rezeptor
WB Western Blot

Whnt Wingless/Int-1


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4040

2. Einleitung

2.1 Aufbau von epithelialen Zellkontakten

In Zellverbanden werden epitheliale Zellen durch laterale Zellkontakte zusammengehalten. Sie dienen der
Aufrechterhaltung der mechanischen Stabilitét im Zellverband, sowie der Sicherstellung des parazellularen
Transports und von Signaltransduktionsmechanismen. Zu den lateralen Zellkontakten gehéren tight
junctions (TJ, oder Zonula occludens), adherens junctions (AJ, oder Zonula adherens) und Desmosomen.
Der grundsatzliche Aufbau dieser lateralen Zellkontakte ist gleichartig (Abb. 1). Der Interzellularraum wird
durch transmembranare Molekiile, die mittels verschiedener Proteine an das Zytoskelett verankert werden,
Uberbruckt.
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Abbildung 1: Aufbau lateraler Zellkontakte am Beispiel von AJ

A. Schematische Darstellung der lateralen Zellkontakte benachbarter intestinaler Epithelzellen. Die TJ (rot) bilden die
am weitesten apikal gelegenen lateralen Zellkontakte aus, gefolgt von den AJ (grtn). TJ und AJ bestehen aus
transmembrandren Proteinen, die {ber intrazellulare Proteine mit dem Aktin-Zytoskelett verbunden sind.
Desmosomen (lla) sind wie die AJ ebenfalls basal der TJ gelegen und dienen der Verbindung mit
Intermediarfilamenten. B. AJ werden mittels der homophilen Interaktion des transmembranaren Proteins E-Cadherin
gebildet. Verschiedene intrazelluldre Proteine (p120-catenin, B-catenin, y-catenin, a-catenin) stellen die Verbindung
von E-Cadherin mit dem Aktin-Zytoskelett her. Neben den auf E-Cadherin/B-catenin-basierten AJ gibt es eine zweite
Form der AJ, die auf der Interaktion von Nectin und Afadin basiert. In der vorliegenden Arbeit werden nur die AJ auf
E-Cadherin/B-catenin-Basis betrachtet. [Abbildung adaptiert von [1] und [2]]

E-Cadherin
F-Aktin
1 . B-catenin oder
p120-catenin y-catenin
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2.2 Proteine in epithelialen Zellkontakten und ihre Rolle bei der Karzinogenese

Wahrend der Tumorgenese werden diese Zell-Zell-Verbindungen in ihrer Struktur verandert und/oder
abgebaut. Ein entscheidender Mechanismus bei diesem Vorgang ist das Verschwinden bzw. die
Translokation der an dem Aufbau dieser Zellkontakte beteiligten Proteine in das Zytoplasma oder den
Zellkern. Diese Translokation kann mit Funktionsdnderungen der Verbindungsproteine einhergehen (Tab.
1). Dabei kommt es zu neuen molekularen Interaktionen, die u.a. wichtige Prozesse wahrend der
Karzinogenese regulieren. Bei der Epithelialen-Mesenchymalen Transition (EMT) kommt es zur De-
Differenzierung von epithelialen Zellen. Der Verlust des membranaren E-Cadherins von AJ und die
Assoziation mit der nukledren Akkumulation von B-catenin sind Kennzeichen der EMT. EMT ermdéglicht es
Karzinomzellen invasiv in das umgebende Gewebe vorzudringen und flhrt somit zur Tumorprogression [3,
4].

In Tab. 1 sind Proteine zusammengefasst, die in Abhangigkeit von ihrer Lokalisation in lateralen
Zellkontakten oder im Zytoplasma bzw. Zellkern unterschiedliche Funktionen haben.

Tabelle 1: Proteintranslokation von lateralen Zellkontakten in Zytoplasma und Zellkern

Protein Lokali- Funktion Translokation ,,neue® Funktion Literatur
sation

E-Cadherin Al Transmembranarer Keine Verlust von E-Cadherin [3, 5, 6]
Rezeptor, verankert ~ Translokation,  induziert
durch homophile aber Verlust Transkriptionsfaktoren,
Interaktion Induktion von EMT
benachbarte Zellen
miteinander

B-catenin Al Verbindet E- Zellkern, Bindet an Tcf/Lef und [3,7,8,9,
Cadherin mit Aktin Zytoplasma wirkt als 10, 11, 12]

Transkriptionsaktivator im
Wnt-Signalweg,
assoziiert mit Induktion

von EMT
p120-catenin Al Interagiert mit der Zellkern, Transkriptionskontrolle [13, 14, 15,
zytoplasmatischen Zytoplasma durch Bindung an Kaiso,  16]
Domane von E- p120-Zytoplasmapool
Cadherin beeinflusst Zellmigration
(juxtamembranéare Uber Regulation von Rho-
Region) GTPasen
a-catenin Al Verbindet den Zellkern, Tumor-Suppressor, [17, 18, 19,
Cadherin-Catenin- Zytoplasma Funktion durch 20]
Komplex mit dem Interaktion mit
Aktin-Zytoskelett Transkriptions-
Koaktivator Yapl
Ajuba AJ Interaktion mit a- Zellkern Wachstumshemmung [21, 22]
catenin in AJ und Induktion der
Differenzierung von
embryonalen

Karzinomzellen durch
Aktivierung der c-Jun
Kinase

Zyxin Al Interaktion mit a- Zellkern unbekannt [23]
actinin




ARVCF AJ Assoziation mit E- Zellkern unbekannt [24]
Cadherin
p0071 AJ, Plague-Protein in Zellkern, Erforderlich fiir [25, 26, 27]
(Plakophlin-4,  Desmo- Al Zentromer und  Zellteilung, Regulation
PKP4) som Spindelkérper  von Rho bei Zytokinese
in mitotischen
Zellen,
midbody
wéahrend
Zytokinese
Plakophilinl Desmosom Essentieller Zellkern, reguliert Translation und [28, 29, 30,
(PKP1) Bestandteil der Zytoplasma (in  Proliferation tber die 31, 32]
desmosomalen sogenannten Modulation des
Plaques, Verlust stress Translations-
fuhrt zu Instabilitat granules, in Initiationsfaktors 4A1
von Desmosomen Zellen die (elF4A1), PKP1 schitzt
schadigenden  Zellen evtl. vor DNA-
Umwelt- Schéaden
einflissen
ausgesetzt
sind)
Plakophilin2 Desmosom Essentieller Zellkern Assoziation mit nukledrer  [33, 34, 35]
(PKP2) Bestandteil der RNA Polymerase I,
desmosomalen upreguliert die endogene
Plaques B-catenin/Tcf-
Signalaktivitat
Desmocollin-2 Desmosom Transmembranares Keine Verlust von Dsc2 fordert [36, 37, 38]
(Dsc2) Glykoprotein, Translokation,  Zellproliferation, fihrt zu
Zelladhasion durch aber Tumorwachstum durch
Verankerung mit Expression | Akt/B-catenin-Signal-
Intermediar- bei Aktivierung
filemanten gleichzeitiger
Expression 1
von Dscl und
Dsc3
Plakoglobin AJ, Interagiert mit Zellkern, Bindet an Tcf/Lef und [39, 40, 41]
(y-catenin) Desmo- Desmoglein und Zytoplasma wirkt als
som Desmocollin in Transkriptionsaktivator,
Desmosomen, Onkogen (aktiviert c-myc)
Verbindet E- bei deregulierter
cadherin via a- Expression
catenin mit dem
Aktin-Zytoskelett in
AJ
Par-3 TJ Zellpolarisation und  Zellkern Durch Komplexbildung [42, 43, 44]
(partitioning Aufbau von TJ mit Ku70/Ku80
defective-3) Regulation der Reparatur
von DNA-
Doppelstrangbriichen
Z0-1 TJ Mitglied der Zellkern Regulation der [45, 46]
(zonula MAGUK- (kontrovers Lokalisation von
occludens Proteinfamilie mit diskutiert) Transkriptionsfaktoren
protein-1) Struktur- und wie ZONAB/DbpA und

Signalfunktion

AP-1 und anderen
Proteinen, die die
Genexpression
kontrollieren




Z0-2 TJ Mitglied der Zellkern Regulation der [45, 46, 47,
(zonula MAGUK- Lokalisation von 48]
occludens Proteinfamilie mit Transkriptionsfaktoren
protein-2) Struktur- und wie ZONAB/DbpA und
Signalfunktion AP-1 und anderen
Proteinen, die die
Genexpression
kontrollieren, Cyclin-D1-
Transkription| via Ebox
und c-myc, inhibiert
Zellzyklus und
Zellproliferation
ZONAB TJ Interaktion mit ZO-1  Zellkern reguliert die Expression [49, 50, 51,
(z0-1 inTJ des Proto-Onkogens 52]
associated erbB-2, Assoziation mit
nucleic acid- CDK4,
binding ZONAB? > Zelldichte?,
protein) reguliert zusammen mit
GEF-H1 Rho-vermittelte
Cyclin D1-
Promotoraktivitat und —
expression, inhibiert
zusammen mit Symplekin
die intestinale
Zelldifferenzierung
Tricellulin TJ Essentieller Zellkern Expression im Zellkern [53, 54]
(marvelD2) Bestandteil von TJ und perinukleér, Funktion
in trizellularen unklar
Kontakten
Symplekin TJ Zellkern Beteiligt an mRNA- [55, 56, 57]
Prozessierung, interagiert
mit Polyadenylierungs-
komplex
huASH1 TJ Zellkern Transkriptionsfaktor der [58, 59]
(human Trithorax-Gruppe,
absent, small, Histonmethyltransferase
or homeotic 1) (wie Drosophila-
Analogon ASH1)
CDK4 TJ Bindet an ZONAB Zellkern G1/S-Phase Transition [60]
(cyclin-
dependent
Kinase 4)
MAGI-1 TJ Zellkern unbekannt [61]
(membrane-
associated
guanylate
kinase-1)

Abk.: 1 = Verstarkung, | = Verminderung




2.3 B-catenin und Wnt-Signalweg

B-catenin ist ein Protein, das je nachdem, in welchem Zellkompartiment (laterale Zell-Zellkontakte bzw.
Zytoplasma/Zellkern) es lokalisiert ist, unterschiedliche Funktionen hat (Tab. 1). In AJ verbindet 3-catenin
E-Cadherin mit dem Aktin-Zytoskelett und stabilisiert so den Epithelzellverband (Abb. 1B) [7]. Die zellulare
Verteilung von B-catenin wird u.a. Gber den kanonischen Wnt-Signhalweg reguliert [12]. Bei Inaktivitat des
Wnt-Signalweges kommt es zur Phosphorylierung von B-catenin, das in einem Multiprotein-Komplex
gebunden ist. Dieser Komplex besteht aus Axin1/Conductin, Glykogen Synthase Kinase 3 (GSK3f) und
adenomatous polyposis coli (APC) [62, 63, 64, 65, 66]. GSK3[3 phosphoryliert Serin- und Threoninreste von
B-catenin [67, 68]. Diese Phosphorylierung markiert 3-catenin fir die Ubiquitinierung durch den SCF-
Komplex, bestehend aus dem F Box Protein BTrCP/Slimb [69, 70]. AnschlieRend erfolgt der Abbau von (3-
catenin im Proteasom (Abb. 2A) [68].

Bei Aktivierung des Whnt-Signalweges wird das zytoplasmatische Protein Dishevelled an die Zellmembran
rekrutiert [71, 72]. Dishevelled hemmt dann durch direkte Bindung Axinl [66, 73]. Axinl bildet eine Art
Gerlst im B-catenin Multiprotein-Komplex, indem es an APC, GSK3p und B-catenin bindet [67]. Bei einer
Inhibition von Axinl wird -catenin nicht phosphoryliert und im Zytoplasma stabilisiert. Es kommt zur
Akkumulation von B-catenin im Zytoplasma und zur Translokation in den Zellkern [8]. Im Zellkern bindet -
catenin als Ko-Aktivator an Tcf/Lef Transkriptionsfaktoren und fuhrt dadurch zur Aktivierung von Genen, die
Proteine kodieren, welche u.a. die kolorektale Karzinogenese stimulieren (Abb. 2B) [9, 10, 11]. Die
nukleare Akkumulation kann man immunhistochemisch im Paraffinschnitt von kolorektalen Tumoren
darstellen [74, 75].

Die oben beschriebene Aktivierung des Wnt-Signalweges erfolgt durch Iosliche Wnt-Liganden und spielt u.
a. eine entscheidende Rolle bei der Stammzellformation [76, 77, 78]. Der Wnt-Signalweg spielt auch fir die
intestinale Entwicklung eine essentielle Rolle. Aktiviertes (nukleares) B-catenin fordert den Ubergang von
ruhenden intestinalen Stammzellen in proliferierende sich weiter-differenzierende Tochterzellen [79]. Ein
entscheidender Prozess dabei ist die Mesenchymale-Epitheliale Transition (MET), d.h. der Ubergang von
einem mesenchymalen in einen epithelialen Phanotyp. MET und der umgekehrte Prozess der EMT sind
wesentliche Prozesse bei der Embryo- und Gewebsmorphogenese, wie z.B. der Gastrulation [80].

Kommt es zu einer Aktivierung des Wnt-Signalweges, kann es auch in Tumorzellen zu einer Induktion von
EMT kommen [81, 82, 83, 84]. Der Verlust des membrandren E-Cadherins von AJ ist ein wesentliches
Kennzeichen der EMT. Parakrine Signale aus der Tumorumgebung kénnen, z.B. durch die Regulation der
intrazellularen Verteilung von B-catenin, die EMT direkt und indirekt induzieren [85]. Die Translokation von
B-catenin von den AJ in den Nukleus kann indirekt den Verlust des membranaren E-Cadherins fordern und
infolgedessen auch die EMT triggern [3]. Zudem kann nukleéres (-catenin EMT-assoziierte Zielgene, wie
z.B. den E-Cadherin-Gen-Repressor slug [86], direkt aktivieren.

Die Mehrheit der sporadischen kolorektalen Karzinome zeigen eine inaktivierende Mutation des APC-
Genes [87] (Abb. 2C). Der Verlust der Funktion von APC fuhrt zur intrazellularen Stabilisierung von -
catenin. In selteneren Fallen sind im kolorektalen Karzinom onkogene Mutationen von 3-catenin zu finden
[88] (Abb. 2D). Diese Mutationen fuhren zu einer Resistenz von B-catenin gegeniber dem Abbau im
Proteasom und somit zu seiner intrazelluldren Stabilisierung. In beiden Fallen wird B-catenin in den
Nukleus transloziert und es erfolgt die Aktivierung der Zielgene des Wnt-Signalweges [11] (Abb. 3).

Zusammenfassend ist zu sagen, dass die intrazellulare Verteilung von B-catenin u.a. Uber den kanonischen
Wnt-Signalweg reguliert wird [12]. Eine Dysregulation dieses Wnt-Signalweges fuhrt zur intrazellularen
Stabilisierung von B-catenin und férdert die Progression der kolorektalen Karzinogenese.
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Abbildung 2: Wnt-Signalweg

A. In einer normalen Epithelzelle ist 3-catenin ein Bestandteil der AJ. Bei Inaktivitat das Wnt-Signalweges ist der
zytoplasmatische Multiprotein-Komplex aktiv. B-catenin wird im Zytoplasma phosphoryliert und somit tiber eine
Polyubiquitinierung markiert, um im Proteosom abgebaut zu werden. B-catenin wird nicht in den Zellkern transloziert



und es kommt nicht zur Aktivierung von Tcf/Lef Zielgenen. In Abwesenheit des aktivierenden Wnt-Signals kommt es
zu einer Repression dieser Zielgene durch die Assoziation von Tcf/Lef-Proteinen und dem Ko-Repressor Groucho.

B. Kommt es zur Bindung von l6slichen Wnt-Liganden an die Ko-Rezeptoren Frizzled und LRP6, wird der Multiprotein-
Komplex durch Dishevelled inaktiviert. Es kommt zu einer Stabilisierung und Akkumulation von nicht-phosphoryliertem
B-catenin im Zytoplasma. Infolgedessen transloziert $-catenin in den Zellkern und aktiviert die Transkription von
Tcf/Lef Zielgenen. Dies ist der physiologische Weg der Aktivierung des Wnt-Signalweges wie es z.B. bei der
Stammzellformation und der EMT in der Embryogenese der Fall ist.

C. In Tumorzellen kommt es zu einer inaktivierenden Mutation von APC. Dadurch wird der intrazellulare Abbau von B-
catenin verhindert. B-catenin akkumuliert im Zytoplasma und wird in den Nukleus transloziert. Im Nukleus aktiviert 3-
catenin die Transkription von Tcf/Lef Zielgenen. Diese Aktivierung des Wnt-Signalweges tritt bei der Mehrzahl der
sporadischen kolorektalen Karzinome auf.

D. Seltener kommt es durch eine direkte Mutation von B-catenin zur Aktivierung des Wnt-Signalweges. Durch diese
Mutation ist B-catenin resistent gegeniiber dem eigenem proteasomalem Abbau. Daraufhin kommt es ebenfalls zu
einer zytoplasmatischen Akkumulation mit nachfolgender nukledrer Translokation von B-catenin. BTRC=BTrCP;
Phosporylierung (P) [89]. [Abbildung adaptiert nach [87]].

Proliferation (Cyclin D1, c-Myc)

Migration und Invasion (UPA, uPAR, Laminin-5y2, MT1-MMP, Tenascin C)
Dissemination (CD44)

AAAAAA - De-Differenzierung (Slug — E-Cadherin |)
Transkription Verhindern der Apoptose (Survivin)

Immortalisation (hnTERT)

Unabhangigkeit von Wachstumsfaktoren (ets-2)

Abbildung 3: Zielgene des Wnt-Signalweges

Einige Zielgene des Wnt-Signalweges kodieren fir Proteine, die fur die Entwicklung und Progression von kolorektalen
Karzinomen notwendig sind [90]. Nukleares 3-catenin aktiviert Gene, die die Proliferation (c-Myc [91]; Cyclin D1 [92]),
Migration und Invasion (UPA [93]; uPAR [94]; Laminin-5y2 [95]; MT1-MMP [96]; Tenascin C [97]), Dissemination
(CDA44 [98]), De-Differenzierung (Down-Regulation (]) von E-Cadherin durch Slug [99, 86]), Umgehung der Apoptose
(Survivin [100, 101] und Immortalisation (hnTERT) [102]), sowie die Unabhé&ngigkeit von Wachstumsfaktoren (ets-2
[103]) vorantreiben. [Abbildung adaptiert nach [104]].

2.4 Kolorektales Karzinom

Das kolorektale Normalgewebe ist aus Krypten aufgebaut. Die Krypte ist ein proliferatives Kompartiment,
das sich aus intestinalen Stammzellen regeneriert [105, 106]. Aus ihnen leiten sich proliferierende
Progenitorzellen ab, die entlang der Krypt-Villus Achse aufsteigen. Im Verlauf differenzieren sich diese
Progenitorzellen zu Enterozyten, Becherzellen, die schiitzende Muzine sezernieren, enteroendokrinen
Zellen, die wiederum Hormone, wie z.B. Serotonin und Sekretin, produzieren sowie Paneth-Zellen, die
antimikrobielle Peptide bilden [105, 107]. Um den standigen Zellnachschub zu kompensieren, kommt es
zur Apoptose der differenzierten Zellen und der Ausstof3ung dieser ins Darmlumen [108]. Diese
Homoéostase der intestinalen Selbsterneuerung, d.h. das Zusammenspiel von Zellproliferation,
Zelldifferenzierung und Apoptose, unterliegt einer strengen Kontrolle und Regelung. Der Wnt-Signalweg
spielt bei dieser Kontrolle und Regulation eine entscheidende Rolle. Dabei besteht die Hauptaufgabe des
Wnt-Signalweges darin, eine Homdoostase der Stammzellproliferation und somit die physiologische
intestinale Selbsterneuerung aufrechtzuerhalten. Eine Dysregulation des Wnt-Signalweges in kolorektalen
Zellen stort somit dramatisch diese Homoostase im intestinalen Epithel. Es kommt zu unkontrollierter
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Hyperproliferation von intestinalen Zellen [106]. Somit ist zu erklaren, dass ein fehlregulierter Wnt-
Signalweg ein zeitlich friih auftretendes und haufiges Merkmal bei der Entstehung kolorektaler Karzinome
ist [12].

Etwa 30% der kolorektalen Karzinome sind erblich bedingt [109]. Beispiele hierfur sind die familial
adenomatous polyposis (FAP) und das HNPCC (Hereditary Non-Polyposis Colorectal Cancer). Etwa 70%
der kolorektalen Karzinome entstehen sporadisch. Bei der Entstehung kolorektaler Karzinome werden
verschiedene Malignitatsstadien durchlaufen. Jedes dieser Malignitatsstadien zeigt dabei typische
genetische Veranderungen [110]. Dies fuhrt zu dem Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz (Abb. 4). Es
beinhaltet, dass (a) kolorektale Karzinome dadurch entstehen, dass es zu aktivierenden Mutationen von
Onkogenen bei gleichzeitiger Inaktivierung von Tumor-Suppressorgenen kommt; (b) Mutationen in
mehreren Genen notwendig sind, um maligne Tumore zu entwickeln; und (c) die genetischen
Veranderungen in einer bevorzugten Reihenfolge auftreten, aber die biologischen Eigenschaften des
Tumors vielmehr durch die Summe der genetischen Veranderungen bestimmt werden [111]. In Abbildung 4
ist das Modell der Adenom-Karzinom-Sequenz schematisch dargestellt.

Die Lasionen, die zuerst auftreten, sind die sogenannten aberrant crypt foci (ACF), gefolgt von Adenomen.
Diese konnen sich schlieBlich weiter in Adenokarzinome entwickeln [111]. Die friiheste genetische
Veranderung in der kolorektalen Karzinogenese ist eine inaktivierende Mutation im APC-Gen [112]. Sowohl
bei der erblich bedingten FAP, als auch bei etwa 85% der sporadisch entstandenen kolorektalen
Karzinome sind solche Mutationen im APC-Gen nachzuweisen [113] (Abb. 2C). Eine onkogene Mutation im
Gen, das fur B-catenin kodiert, ist in ca. 10% der sporadischen kolorektalen Karzinomfalle zu finden [113]
(Abb. 2D). Beide Mutationen flhren zur intrazellularen Stabilisierung und nuklearen Translokation von -
catenin. Jede Mutation, die zu stabilisiertem nukledren (-catenin fuhrt, reicht aus, um eine maligne
Transformation von kolorektalem Epithelgewebe zu triggern [114].

APC
Normales Y ACF/Frihe Intermediare Spate -
Epithel T Adenome T" Adenome T Adenome T R/ INCoy
B-catenin K-ras Smad4 p53
Axin

— — |
Genomische Instabilitat

Abbildung 4: Adenom-Karzinom-Sequenz

Genetisches Modell der humanen kolorektalen Karzinogenese. Fir die Tumorinitiation sind Mutationen von APC-, (8-
catenin- oder Axin-Genen notwendig. Die weitere Tumorprogression ist mit der Akkumulation von genetischen
Veranderungen (z.B. in K-ras-, Smad4- und p53-Genen) und genomischer Instabilitdt assoziiert [Abbildung adaptiert
nach [89]].

2.5 CD97/ADGRES

CD97/ADGRES, im Weiteren als CD97 bezeichnet, ist ein G protein-coupled receptor der zu der Gruppe
der Adhéasions-GPCRs zuzuordnen ist [115]. CD97 besteht aus einem langen extrazellularen N-terminalen
Fragment (NTF, friher a-Untereinheit), das mehrere hintereinander angeordnete EGF-ahnliche Domanen
tragt. NTF ist nicht-kovalent an ein C-terminales Fragment (CTF, friher B-Untereinheit) gebunden [116,
117, 118]. CTF besteht aus einer seven-transmembrane (TM7)-domain sowie dem intrazellularem C-
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Terminus. Diese nicht-kovalente Bindung wird Uber die GAIN-Domane realisiert. Ein strukturelles
Kennzeichen der GAIN-Domane ist das Vorhandensein einer proteolytisch-wirksamen GPCR-
Prozessierungsstelle (GPS), die Voraussetzung fir die intrazellulare autokatalytische Spaltung des
Molekdls in NTF und CTF ist [119]. Die GAIN-Domane wird strukturell sowohl vom NTF als auch vom CTF
gebildet und wurde bei friheren Strukturcharaktisierungen von CD97 als stalk bezeichnet. Durch
alternatives RNA-Splicing existieren 3 humane Isoformen von CD97 mit 3 — 5 EGF-ahnlichen Doménen,
CD97 (EGF 125), CD97 (EGF 1235) und CD97 (EGF 1-5) [118] (Abb. 5).

gespalten nicht gespalten

P> EGF-ihnliche Domane

ECD
NTF = Gps

GAIN [ i
CTF I“II TM7

ICD

Abbildung 5: Schematische Darstellung der Struktur von CD97

Dargestellt ist das C-terminale Fragment (CTF) von CD97, das nicht-kovalent an das extrazellulare N-terminale
Fragment (NTF) gekoppelt ist. Die GPCR proteolysis site (GPS) ist Teil der GAIN-Domane, die strukturell sowohl vom
NTF als auch vom CTF gebildet wird. Das NTF tragt die EGF-ahnlichen Doménen. ECD = extrazellulare Domaéne,
TM7 = seven-transmembrane domain, ICD = intrazelludre Domé&ne. [modifiziert nach [120]].

Bisher sind 4 extrazellulare Interaktionspartner fur CD97 beschrieben. Es handelt sich dabei um
biochemisch und strukturell verschiedene nicht-lésliche Liganden. Der erste ist CD55 (DAF, decay-
accelerating factor) [121], ein Membranprotein, das eine Schutzfunktion vor Komplement-vermittelter Lyse
hat. Bei dem zweiten bekannten Ligand handelt es sich um Chondroitin B Sulfat, ein Glykosaminoglykan,
das eine Rolle bei der Zellanhaftung spielt [122]. Der dritte Ligand ist alpha-5 beta-1 Integrin, welches
ebenfalls Funktionen bei der Zelladhéasion tbernimmt [123]. 2012 wurde Thy-1 (CD90) als 4. Ligand auf
aktivierten Endothelzellen beschrieben [124]. Das C-terminale Fragment (CTF) ist fur Interaktionen mit
heterotrimeren und nicht-heterotrimeren G-Proteinen, sowie fur transmembrandre und intrazellulare
Bindungspartner geeignet [116].

Urspringlich wurde CD97 auf Zellen des hamatopoetischen Systems entdeckt [125]. Jedoch ist CD97
ubiquitar in normalen als auch benigne- und maligne transformierten Geweben aller drei Keimblatter
nachweisbar (Tab. 2). CD97 wird im Vergleich von malignen Tumorzellen zu korrespondierenden normalen
Zellen oft induziert bzw. hoch reguliert. Die Expression von CD97 korreliert mit der Entdifferenzierung bei
Schilddriisenkarzinomen [126, 127]. Die Expression von CD97 bei Zellen von Gallenblasenkarzinomen und
Glioblastomen korreliert invers mit dem Gesamtiberleben der Patienten [128, 129]. Bei akuten
lymphatischen Leukamien konnte CD97 als Marker zur Detektion der Minimalen Resterkrankung [130] und
als einer der Oberflachenmarker zur Unterscheidung von benignen und malignen Zellen identifiziert werden
[131]. CD97 ist ein Stammzellmarker bei der akuten myeloischen Leukdmie (AML) [132].
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Tabelle 2: Zell- und Gewebeexpression von hCD97

Gewebe Literaturquelle(n)

- normal; benigne Tumore
Granulozyten [125, 133, 134]
Aktivierte Lymphozyten
Ruhende B- und T-Lymphozyten (niedrige Level)
Monozyten, Makrophagen, Mikroglia
Dendritische Zellen
Hautfibroblasten [135]
Pankreasepithelzellen bei Pankreatitis [136]
Glatte Muskelzellen [133, 137]
Fettzellen [138]
Intestinale Epithelzellen [139]

- maligne Tumore
Schilddriisenkarzinome [126, 127]
Pankreaskarzinome [136, 140]
Kolorektale Adenokarzinome [141]
Magenkarzinome [140]
Osophaguskarzinome
Orale Plattenepithelkarzinome [142]
Prostatakarzinome [143]
Primares Gallenblasenkarzinom [128]
Leiomyosarkome [137]
Maligne Gliome [144]

CD97 ist im normalen humanen Darmepithel in den lateralen Zellkontakten lokalisiert [139]. In transgenen
Mausen, die CD97 selektiv in normalen intestinalen Epithelzellen Uberexprimieren, werden die AJ durch
Stabilisierung des nicht-phosphorylierten membran-gebundenen B-catenins verstarkt [139]. Dieser Fakt ist
ein Hinweis darauf, dass CD97 an der Regulation von B-catenin beteiligt ist.

Im Gegensatz dazu wird CD97 in humanen kolorektalen Karzinomen sowohl im membranéren als auch
zytoplasmatischen Zellkompartiment exprimiert [141]. Insbesondere sogenannte scattered Tumorzellen an
der Invasionsfront des kolorektalen Karzinoms exprimieren CD97 im Vergleich zu Zellen im Tumorzentrum
hoher. Dieses Phanomen geht mit einem hdheren Tumorstadium und verstarkter Lymphgefaiiinvasion
einher [141]. Interessanterweise kommt es in diesen Zellen an der Invasionsfront von kolorektalen
Karzinomen ebenfalls zu einer starken zytoplasmatischen sowie nuklearen Expression von (3-catenin [145].
Diese nukledre Akkumulation von (-catenin ist Ausdruck der intrazellularen Fehlregulation des
kanonischen Wnt-Signalweges mit daraus resultierender Aktivierung von Onkogenen und
Karzinomprogression (Abb. 3). Das Vorhandensein dieser scattered Tumorzellen an der Invasionsfront
bezeichnet man auch als tumor budding.

Die histologische Lokalisation von CD97 im kolorektalen Normal- und Karzinomgewebe lie3 zunachst
vermuten, dass CD97 ein direktes B-catenin/Tcf-Zielgen im fehlregulierten Wnt-Signalweg ist. Es konnte
jedoch gezeigt werden, dass in kolorektalen Karzinom-Zelllinien mit induzierbarem dominant-negativen Tcf
die CD97 mRNA-Level nicht durch Tcf beeinflusst werden. Die CD97-Promotor-Aktivitat wird nicht durch
Ko-Expression von Wildtyp oder S33A mutiertem [B-catenin mit Tcf-4 gesteigert. CD97 ist somit kein
Zielgen des kanonischen Wnt-Signalweges [146].
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3. Ziele

CD97 und B-catenin sind im humanem Darm in den lateralen Zellkontakten der Enterozyten lokalisiert [74,
139]. Eine Uberexpression von CD97 in normalen intestinalen Epithelzellen von transgenen Tg(villin-CD97)
Mausen fuhrt zur Akkumulation von nicht-phosphoryliertem membrangebundenem [-catenin in AJ,
wodurch diese Zellkontakte stabilisiert werden und die Tiere im Modell der DSS-induzierten Kolitis kaum
erkranken [139]. In humanen kolorektalen Karzinomen ist CD97 in sogenannten scattered Tumorzellen an
der Invasionsfront stéarker exprimiert als in Tumorzellen im Zentrum des Karzinoms [141]. B-catenin ist in
diesen scattered Tumorzellen Uberwiegend im Zytoplasma und im Nukleus lokalisiert [145]. Bis jetzt ist es
unbekannt, ob CD97 direkt mit B-catenin interagiert und ob diese Interaktion auch in humanen normalen
und maligne transformierten kolorektalen Geweben stattfindet.

In der vorliegenden Arbeit soll daher geklart werden, ob CD97 und [B-catenin im humanen kolorektalen
Normalgewebe und im korrespondierenden Karzinomgewebe kolokalisiert sind. Dieser Nachweis der
Kolokalisation von CD97 und B-catenin in humanen kolorektalen Geweben ist ein grundlegender Hinweis
auf eine mogliche Interaktion beider Molekuile. Bisher gibt es keine immunhistochemische Studie, die die
Lokalisation von CD97 und B-catenin in normalem und malignem kolorektalem Gewebe parallel
vergleichend analysiert. Der Grund dafir ist, dass CD97 im kolorektalen Gewebe bisher nur im Kryostat-
Schnitt immunhistochemisch visualisiert werden konnte [141]. Die immunhistochemische Darstellung der
nuklearen Expression von B-catenin ist jedoch nur in Paraffin-eingebetteten Geweben mdglich [75].

Deshalb ist es wichtig, zuerst eine immunhistochemische Farbemethode zu etablieren, mit der CD97 in
Paraffin-eingebetteten humanen Geweben dargestellt werden kann. Danach wird evaluiert, ob sich die
Ergebnisse der immunhistochemischen Darstellung von CD97 in Kryo-konservierten [141] in Paraffin-
eingebetteten kolorektalen Geweben reproduzieren lassen. Es wird geklart, ob es zu einer Zunahme der
Expression von CD97 im Vergleich von kolorektalen Normal- zu Karzinomgewebe kommt; ob CD97 in den
scattered Tumorzellen an der Invasionsfront starker exprimiert wird als in Zellen im Karzinomzentrum und
ob Karzinome mit einer Expression von CD97 in den scattered Tumorzellen ein héheres Tumorstadium und
eine erhdhte Lymphgefainvasion gegeniber Karzinomen mit uniformen Farbeverhalten von CD97
aufweisen. AnschlieRend ist zu klaren, ob in kolorektalen Tumorzellen eine Anderung der intrazellularen
Lokalisation von CD97 &ahnlich wie fir B-catenin erfolgt. Wenn es fur CD97 und [B-catenin in der
kolorektalen Tumorgenese zu einer Anderung der Lokalisation von den lateralen Zellkontakten in das
Zellinnere kommt, ist zu klaren, ob diese Prozesse miteinander korrelieren. Das wéare ein Hinweis daflr,
dass CD97 und B-catenin miteinander interagieren. Abschlieend wird der Zusammenhang zwischen der
Lokalisation von CD97 und B-catenin im kolorektalem Karzinom und den klinischen Parametern im
Patientenkollektiv ermittelt.
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4. Materialien und Methoden

4.1 Ethikantrag

Die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat Leipzig genehmigte die Ethikantrage zur
Untersuchung von humanen kolorektalen Normal- und Karzinomgeweben (No. 028/2000 und No.
111/2009). Alle Patienten, die in diese Studie eingeschlossen wurden, willigten schriftlich in die Teilnahme
ein.

4.2 Antikorper fur Immunhistochemie

In den Tabellen 3 und 4 sind die Primar- und Sekundarantikérper aufgefiihrt, die in dieser Studie verwendet
wurden.

Tabelle 3: Verwendete Priméarantikdrper fur immunhistochemische Farbungen und Western Blot

Immunisiert mit Gegen Klonalitat, Firma Katalognr. Nutzung Verdinnung Nachfolgend
Spezies Ursprung bezeichnet als

CD97 Antikorper

3. zyto-plasmatische  human polyklonal, Abcam 13345 IHC, IF  1:50 bis CD97_AK1
Doméne von CD97 Kaninchen 1:175
(CTF)
aa 220-270 human, polyklonal, Imgenex IMG-5893A IHC,IF 1:50 bis CD97_AK2

murin Kaninchen 1:400
N-terminale human polyklonal, Imgenex IMG-71179 IHC,IF 1:50 CD97_AK3
extrazelluléare Kaninchen
Domane von CD97
(NTF)
N-terminale human polyklonal, Imgenex IMG-71178 IHC,IF 1:50 CD97_AK4
extrazelluléare Kaninchen
Domane von CD97
(NTF)
CD97stalk (GAIN- human mono-klonal Immuno- 21270971 IHC 1:100 CD97_AK5
Doméne des NTF) (MEM180), tools

Maus

Precursor human polyklonal, Sigma HPAO013707 IHC,IF 1:100 CD97_AK6
recombinant protein Kaninchen Aldrich

epitope signature tag
(PrEST), NTF

full length human polyklonal, Abnova H00000976- IF 1:500 CD97_AK7
protein Maus BO1

C-terminales Peptid human,  polyklonal, * - WB 1:100 CD97_AKS8
TSQTRALRSSESG murin Kaninchen

(CTF)
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B-catenin Antikérper

aa 680-781 human polyklonal, Santa sc-7199 IHC 1:180 B-catenin_AK1
(C-Terminus) Kaninchen Cruz
aa 571-781 human monoklonal  BD Trans- 610153 IF 1:80 B-catenin_AK2
(14-B- duction
catenin), Labs
Maus

* bereitgestellt von H. Haase, Max-Delbriick Zentrum Berlin

Tabelle 4: Verwendete Sekundarantikdrper fur immunhistochemische Farbungen

Name Ursprung Gegen Kopplung/ Firma Katalognr. Nutzung Verdinnung
Spezies Markierung
BA1000 Ziege Kaninchen  Biotin Vector BA1000 IHC 1:200

Laboratories

ImmPress Kaninchen  Peroxidase Vector MP-7401 IHC ready-to-

Kit rabbit Laboratories use

ImmPress Maus Peroxidase Vector MP-7402 IHC ready-to-

Kit mouse Laboratories use

DyLight 549 Ziege Kaninchen  DyLight-TFP  Dianova 111-506- IF 1:150
ester (rot) 047

Alexa 488 Huhn Maus FITC (grun) Invitrogen A-21467 IF 1:100

Cy3 1gG Kaninchen  Maus Cy3 (rot) Jackson 315-166- IF 1:200

F(ab"2 Immuno- 047

Fragment research

(ZAK) 1gG Ziege Kaninchen  Alexa 546 = Molecular Al11071 IF 1:200

F(ab"2 Cy3 (rot) Probes

fragment

Alexa Fluor

546

4.3 Patientenkollektiv

Fir diese histologische Studie wurden Gewebe von 111 sporadischen kolorektalen Adenokarzinomen
verwendet. Diese Gewebe stammen von Patienten, die sich im Zeitraum zwischen Oktober 1999 und Juli
2001 in der Chirurgischen Klinik Il fir Visceral-, Transplantations-, Thorax- und Geféal3chirurgie des
Universitatsklinikums Leipzig einer Operation unterzogen haben. Von allen Patienten liegen Proben des
normalen kolorektalen Gewebes vor, welches mindestens 5 cm von dem kolorektalen Karzinom entfernt
entnommen wurden. Die histologische Diagnose und das Staging grindeten sich auf der TNM-
Klassifikation (7. Auflage 2010). Weiterhin wurde jeder Tumor histologisch untersucht und eingeteilt nach: i)
der Differenzierung/Grading, entsprechend dem vorherrschendem Wachstumsmuster, i) dem
Vorhandensein von Tumorzellinvasion in Blut- und Lymphgefal3en und iii) dem Nachweis von kleinen
undifferenzierten Karzinomzellgruppen, sogenannten scattered Tumorzellen, vor der Invasionsfront des
Tumors, dem sogenannten tumor budding. Die Patienten wurden anhand der Auspragung des tumor
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budding in 2 Gruppen unterteilt: nicht vorhanden/schwach und maRig/stark. In Tabelle 5 ist das verwendete
Patientenkollektiv charakterisiert.

Tabelle 5: Charakterisierung des Patientenkollektivs und der kolorektalen Karzinome

Variable Anzahl (%)
Patienten (n = 111)

- Weiblich 68 (61.3)

- Mannlich 43 (38.7)
Alter bei Diagnose (68.9 + 10.9 Jahre)

- <70 Jahre 49 (44.1)

- =70 Jahre 62 (55.9)
Status des Primartumors (pT)

- pT1 3(2.7)

- pT2 13 (11.7)

- pT3 76 (68.5)

- pT4a 18 (16.2)

- pT4b 1(0.9)
Lymphknotenstatus (pN)

- pNO 52 (46.8)

- pNla 16 (14.4)

- pNilb 20 (18.0)

- pNic 1(0.9)

- pN2a 11 (9.9)

- pN2b 10 (9.0)

- pNXx 1(0.9)
Fernmetastasen (pM)

- pMO 60 (54.1)

- pM1 20 (18.0)

- pMx 31 (27.9)
WHO-Stadium

- 10 (9.0)

- A 34 (30.6)

- 1B 6 (5.4)

- 1lIA 6 (5.4)

- B 29 (26.1)

- lic 6 (5.4)

S\ 20 (18.0)
Grading (g)

- G1 - gut differenziert 2(1.8)

- G2 - maRig differenziert 76 (68.5)

- G3 - schlecht differenziert 33 (29.7)
V-Stadium (vaskulare Invasion)

- VO 89 (80.2)

- Vi 22 (19.8)
L-Stadium (LymphgeféaRinvasion)

- LO 85 (76.6)

- L 26 (23.4)
tumor budding

- nicht vorhanden/schwach 61 (54.9)

- maRig/stark 50 (45.1)

16



4.4 Immunhistochemische Farbemethode

Fur den Vergleich der Expression von CD97 und B-catenin in Paraffin-eingebetteten humanen kolorektalen
Geweben wurden immunhistochemische Farbungen mit enzymatischem sekundarem Nachweissystem
etabliert. Bei der Farbemethode mit enzymatischem sekundarem Nachweissystem kann neben der
gewiinschten Antigendarstellung auch die jeweilige Gewebestruktur dargestellt und somit mit in die
Auswertung einbezogen werden. Fir alle Farbungen wurden 5 um dicke Gewebeschnitte verwendet.

Die Farbungen wurden nach folgendem Protokoll durchgefuhrt:

e 20 Minuten Erwarmung der Gewebeschnitte im Warmeschrank (Heraeus Instruments Function Line
Typ T12) bei 65°C
¢ Rehydrierung in absteigender Alkoholreihe:
— 2 x5 Minuten in Xylol
— je 3 Minuten in absolutem, 96%-, 80%- und 70%igem Ethanol
e Blockade der endogenen Peroxidase-Aktivitat:
— Inkubation in 1.0%iger H,0,/96%-Ethanol Ldsung zwischen absolutem und 96%igem
Ethanol fur 5 Minuten
¢ Antigen-Retrieval:
— 4-minltiges Kochen der Objekttrager im 0.01M Citrat Puffer pH 6.0 im Schnellkochtopf
(Fissler Blue-Paint) bei gleichbleibendem Druck von 1,5 bar
— Abkihlung fir 41 Minuten bei Raumtemperatur
Abspulen des Citrat Puffers mit Aqua dest.
Waschschritt
e Priméarantikdrper (Tab. 3), Inkubation fir 30 Minuten, Waschschritt
o Spezies-spezifischer Sekundérantikdrper (Tab. 4), Inkubation fir 30 Minuten
— bei Nutzung des Sekundarantikdérpers BA1000 von Vector Laboratories folgt auf einen
Waschschritt eine 30-minditige Inkubation mit dem Vectastain Elite ABC-Kit Standard (Vector
Laboratories Inc. Burlingame, US)
e Waschschritt
10 Minuten Inkubation mit Diaminobenzidin (SIGMA FAST™ 3,3 -Diaminobenzidine Tabletten,
Sigma Aldrich)
e Gegenfarbung der Zellkerne mit Hamalaun (Ha&malaunldsung sauer nach Mayer,
Dr.K.Hollborn&Sohne) fur 30 Sekunden
¢ Dehydrierung in aufsteigender Alkoholreihe:
— je 5 Minuten in 70%-, 80%-, 96%igem absolutem Ethanol und Xylol
e Eindeckeln der Objekttrager mit Mountex-Gel (Mountex®, MEDITE GmbH REF 41-4021-00)

Nach dem Antigen Retrieval erfolgten zwischen jedem der Inkubationsschritte Waschschritte mit einem
phosphate buffered saline (PBS)/Tween Waschpuffer fir 3 x 5 Minuten. Nach Applikation des sekundaren
Nachweissystems erfolgen die Waschschritte fir 3 x 5 Minuten mit PBS Waschpuffer ohne Zusatz von
Tween. Die Verdiinnung der Antikorper erfolgte in PBS.

Alle Inkubations- und Waschschritte fanden bei Raumtemperatur statt.

Folgende Ldsungen wurden eingesetzt:

e Xylol (J.T. Baker)

e Ethanol (Dr. K.Hollborn&Séhne EG): Verdinnung mit Aqua dest. zur Herstellung der 96%-, 80%-
und 70%igem Ethanollésungen

e 0.01M Citrat Puffer pH 6.0:

— Citronensaure (Carl Roth GmbH Art.nr: 6490.3) in Aqua dest.
e 0.2%igen Tween/PBS Waschpuffergemisch:

— Tween® 20 (Carl Roth GmbH Art.nr: 9127.1) gemischt mit

— PBS (Apotheke Universitatsklinikum Leipzig, Inhaltsstoffe: Dinatrium-hydrogenphosphat-2-
Hydrat, Kaliumdihydrogenphosphat, Natriumchlorid DAB 10, Aqua dest.)
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Als Positivkontrolle fir alle durchgefiihrten Farbungen diente Gewebe eines G2-Rektumkarzinoms in dem
bereits in Kryostat-Schnitten CD97 und B-catenin nachgewiesen wurden. Ein irrelevanter Antikorper des
gleichen Isotyps in gleicher Konzentration des jeweils verwendeten Primarantikorpers diente als
Negativkontrolle.

4.5 Immunfluoreszenzfarbung

Zur Darstellung der kolorektalen Gewebe mittels Immunfluoreszenz wurde die neu etablierte
immunhistochemische  Farbung adaptiert, um eine einfache als auch eine Doppel-
Immunfluoreszenzfarbung der kolorektalen Gewebe durchzufiihren. Insbesondere zum Nachweis der
Kolokalisation von CD97 und B-catenin ist die Doppel-Immunfluoreszenzfarbung geeignet. Im Gegensatz
zur Farbung mit enzymatischem sekunddrem Nachweissystem koénnen die nicht-markierten
Gewebestrukturen in der Immunfluoreszenz schwieriger beurteilt werden.

Es wurden 5 um dicke Gewebeschnitte verwendet.

Bis einschlieRlich des Schrittes Antigen Retrieval ist das Protokoll der Immunfluoreszenzfarbung identisch
mit dem der Farbemethode mit enzymatischem sekundarem Nachweissystem. Folgende Schritte schlie3en
sich an:

1. Primarantikdrper (Tab. 3), Inkubation fir 2 Stunden, Waschschritt
1. Sekundéarantikérper (Tab. 4), Inkubation fur 1 Stunde, Waschschritt

Bei der einfachen Immunfluoreszenzfarbung:

¢ Eindeckeln der Objekttrager mittels Mounting Medium mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) zur
Gegenfarbung der Zellkerne

Bei der Doppel-Immunfluoreszenzfarbung:

e 2. Primarantikérper (Tab. 3), Inkubation fir 2 Stunden, Waschschritt
e 2. Sekundéarantikdrper (Tab. 4), Inkubation fir 1 Stunde, Waschschritt
e Eindeckeln der Objekttrager mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)

Zwischen jedem der Inkubationsschritte erfolgten 3 x 5-minitige Waschschritte mit PBS. Die Verdinnung

der Antikdrper erfolgte ebenfalls mit PBS.
Alle Inkubations- und Waschschritte fanden bei Raumtemperatur statt.

4.6 Zelllinien und WesternBlot

Fur die Etablierung der neuen immunhistochemischen Farbemethode wurden verschiedene Zelllinien
genutzt. Diese Zelllinien sind in Tabelle 5 zusammengefasst.
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Tabelle 5: Charakterisierung der verwendeten Zelllinien

Zelllinie ATCC®- Spezies Zelltyp
Kennung
CHO-K1 CCL-61 Chinesischer Ovarialzellen
Hamster

WiDr CCL-218 Homo sapiens  Kolorektale
Adenokarzinomzellen

MDA-MB 231 HTB-26 Homo sapiens Adenokarzinomzellen
der Brustdrise

Saos-2 HTB-85 Homo sapiens Osteosarkom-
Epithelzellen

HEK-293 CRL-1573 Homo sapiens Embryonale
Nierenepithelzellen

human - Homo sapiens Rhabdomyosarkom-

rhabdomyosarcoma zellen

SkMc-p - Homo sapiens  Skelettmuskelzellen

Hs729.T CRL-7767 Homo sapiens Rhabdomyosarkom-
zellen

colon Tg(CD97- - Maus Kolorektale Zellen

villin)2

PBL - Homo sapiens  Periphere Blut-
lymphozyten

Die Western Blots wurden von der Arbeitsgruppe Aust zur Verfiigung gestellt.

4.7 Histologische Auswertung und Scoring

Zur histologischen Auswertung wurde ein Lichtmikroskop (Axioskop, Carl Zeiss Jena GmbH) verwendet.
Die kolorektalen Gewebe jedes einzelnen Patienten unseres Kollektivs wurden von 2 voneinander
unabhangigen Untersuchern auf die Farbung von CD97 und B-catenin hin untersucht. Dabei wurden Zellen
im Tumorzentrum, Zellen an der Invasionsfront des Tumors und die sogenannten scattered Tumorzellen
histologisch analysiert. Es wurde die Farbung der lateralen Zellkontakte, des Zytoplasmas und der
Zellkerne beurteilt.

Die Prozentzahl der positiv gefarbten Zellkompartimente (laterale Zellkontakte, Zytoplasma und Zellkerne)
im kolorektalem Normal- und Tumorgewebe wurde mit einem Punktewert von O bis 4 bewertet (0: <5, 1: 6
— 25, 2: 26 — 50, 3: 51 — 75, 4: = 75 % positiv gefarbte Zellen). Die Farbeintensitat wurde mit einem
Punktewert von 0 bis 3 abgeschatzt (0: negative, 1: schwache, 2: mafige, 3: starke Farbung). Das Produkt
aus dem Punktewert fur die positiv gefarbten Zellkompartimente und dem Punktewert der Farbeintensitét
ergibt den Farbe-Score fir jedes Kompartiment (0 — 12). Eine Gewebeprobe wurde dann als positiv,
bezogen auf das getestete Antigen, bewertet, wenn ein Farbescore > 2 bestimmt wurde.

4.8 Statistik
Fur die statistischen Analysen wurde der Wilcoxon-Test, der Fisher's Exact-Test und die

Rangordnungskorrelation nach Spearman verwendet. Die statistischen Berechnungen wurden mit SPSS
Version 20.0 (Chicago, IL, USA) durchgefiihrt. p-Werte kleiner als 0.05 wurden als signifikant gewertet.
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5. Ergebnisse

5.1 Neue immunhistochemische Farbemethode zur Darstellung von CD97

Bisher konnte CD97 nur im Kryostat-Schnitt immunhistochemisch dargestellt werden [141]. Die
immunhistochemische Darstellung der nukledren Expression von B-catenin ist jedoch nur in Paraffin-
eingebetteten Geweben mdglich [75]. Somit ist die Etablierung einer immunhistochemischen
Farbemethode, die es erlaubt CD97 in Paraffin-eingebetteten humanen Kkolorektalen Geweben
darzustellen, eine Grundvoraussetzung dieser Studie.

Es wurden verschiedene kommerziell erhaltliche CD97 Antikdrper unterschiedlicher Firmen getestet und
untersucht, ob die Darstellung von CD97 in Paraffin-eingebetteten Geweben maglich ist. Eine Ubersicht der
verwendeten Antikérper ist in Tabelle 3 zu finden.

5.1.1 Austesten der Antikorper in der enzymatischen Immunhistochemie

Mit den CD97 Antikdrpern CD97_AK1, -AK2, -AK3, -AK4, -AK5 und -AK6 wurden immunhistochemische
Farbungen durchgefiihrt. Dafir wurden in Paraffin-eingebettete humane kolorektale Normal- und
Tumorgewebe verwendet. Die verwendeten Konzentrationen der verschiedenen CD97-Antikorper wurden
den beiliegenden Datenblattern der Hersteller entnommen und nachfolgend in Abhé&ngigkeit vom
Farbeergebnis optimiert.

5.1.2 Austesten der Antikorper in der Immunfluoreszenz

Mit den Antikérpern CD97_AK1, -AK2, -AK3 und -AK4 wurden zuséatzlich Immunfluoreszenzfarbungen an
zwei Zelllinien durchgefuhrt. Die erste Zelllinie ist CHO-K1, die mit dem Plasmid CD97-pEGFP-N1 oder
CD97-deltaEGF-EGFP-N1 stabil transfektiert wurde. CD97-pEGFP-N1 kodiert ein Fusionsprotein aus der
kurzen Isoform von humanem CD97 (EGF1,2,5) und dem enhanced green fluorescent protein (EGFP).
CD97-deltaEGF-EGFP-N1 kodiert humanes CD97 ohne die EGF-like Doménen. EGFP ist jeweils an den
intrazellularen C-Terminus von CD97 fusioniert und lokalisiert somit das C-terminale Fragment (CTF) von
CD97. Die zweite Zelllinie ist die kolorektale Adenokarzinomzelllinie WiDr. CD97 ist in diesen Zellen in
lateralen Zellkontakten lokalisiert. Der Antikbrper CD97_AK7 wurde als Kontroll-Antikérper fur die
Immunfluoreszenzfarbungen an kultivierten Zellen verwendet. Fir immunhistochemische Farbungen von in
Paraffin-eingebetteten Geweben ist dieser Antikdrper nicht geeignet (siehe unten).

Im Folgenden werden die Ergebnisse der Austestung der einzelnen CD97 Antikdrper jeweils getrennt
voneinander betrachtet. Die Testergebnisse sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

5.1.3 Ergebnisse der Austestung der CD97 Antikdrper

CD97 AK1 (Abcam 13345)

Immunhistochemie: Der Antikdrper markiert im humanen kolorektalen Normalgewebe vorwiegend das
Zytoplasma. Die Zellkontakte sind schwach CD97_AK1-positiv oder negativ (Abb. 6A). Im humanen
kolorektalen Karzinomgewebe farbt der Antikorper die Tumorzellen. Die Zellkontakte werden dabei kaum
dargestellt, sondern vorwiegend das Zytoplasma der Tumorzelle sowie einzelne Zellkerne (Abb. 6B).
Leukozyten sind im Normal- als auch im Karzinomgewebe positiv.

20



Immunfluoreszenz an stabil transfektierten Zellen: In  CHO CD97-pEGFP-N1 Zellen zeigt sich eine
granuldre Markierung im Zytoplasma mit dem CD97_AK1. Es findet sich keine Kolokalisation mit EGFP,
d.h. der Antikdrper erkennt nicht das C-terminale Fragment (CTF) von CD97 (Abb. 6C).

Western Blot: Der CD97_AK1 wurde mit dem polyklonalen CD97_AKS8 verglichen. Im Western Blot zeigt
sich, dass der Antikorper CD97_AK8 eine Bande von 28 kDA in den CD97-positiven Zellen erkennt, die
dem CTF von CD97 entspricht [Veninga, 2008]. Der Antikdrper CD97_AK1 erkennt u.a. diese Bande in den
CD97-positiven Zellen, aber auch weitere Banden. In Lysaten von CD97-negativen Zellen erkennt der
Antikérper CD97_AK1 keine CD97-spezifischen Banden, dafir aber stark unspezifische Banden (Abb. 6D).
Die Expression von CD97 in den Zelllinien wurde parallel in der Durchflul3zytometrie bestimmt.

Fazit: Der Antikérper CD97_AK1l erkennt CD97, daneben aber noch andere Proteine. Aufgrund der
unspezifischen Farbeergebnisse und der zusétzlichen unspezifischen Banden im Western Blot ist der
Antikérper CD97_AKL1 nicht fiir die geplante immunhistochemische Studie geeignet.

(A) ©)

Position Probe Expression
1. MDA-MB 231 CD97+
2. Saos CD97-
1 2 3 4 5 & 7 8 9 3. HEK 293 CD97-
T 4, HEK 293 transf. CD97++
b |
= 5.
’ ot
. 6. MDA-MB 231 CD97+
CD97 CTF ——> == ’
s - 7. SaOs CD97-
8. HEK 293 CD97-
WB: CD97_AKB CDS7_AK1 0. HEK 293 transf. CD97++

Abbildung 6: CD97_AK1 - Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen und des Western Blot
Immunhistochemie: (A) Der Antikdrper markiert das Zytoplasma und schwach die lateralen Zellkontakten in normalen
humanen kolorektalen Epithelzellen. (B) In kolorektalen Karzinomzellen wird vorwiegend das Zytoplasma (Stern) der
Tumorzellen gefarbt. Zudem sind die Zellkerne in den Tumorzellen markiert (Pfeil). Leukozyten sind in (A) und (B)
CD97_AK1-positiv. Immunfluoreszenz: (C) CHO CD97-pEGFP-N1-Zellen: EGFP ist griin; die Farbung mit dem
Antikorper CD97_AK1 ist rot dargestellt. Der Antikérper CD97_AK1 markiert zytoplasmatische Granula (Pfeil). Es
findet sich keine Ubereinstimmung mit EGFP, d.h. der Antikérper erkennt nicht das C-terminale Fragment (CTF) von
CD97. (D) Western Blot (mit freundlicher Genehmigung von Frau Dr. E. Wandel (Arbeitsgruppe Aust) zur Verfligung
gestellt): Der Antikérper CD97_AKS8 erkennt eine 28 kDA Bande in MDA-MB 231 Zellen, die CD97 exprimieren. Diese
Bande entspricht dem CTF von CD97. Der CD97_AK1 erkennt ebenfalls die 28 kDA Bande in MDA-MB 231 Zellen,
zusétzlich aber sowohl in CD97-positiven als auch in den CD97-negativen Saos- und HEK 293 Zellen zahlreiche
unspezifische Nebenbanden. Mal3stabsbalken: A 50um; B 25um; C 10um.
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CD97 AK2 (Imgenex IMG-5893A)

Immunhistochemie: In humanen kolorektalen Normalgeweben werden laterale Zellkontakte und Leukozyten
stark markiert (Abb. 7A). Die Stabilitdt des Antikérpers wurde Uber einen Zeitraum von 3 Monaten in
immunhistochemischen Farbungen getestet. Die Farbeergebnisse waren dabei extrem inkonstant, da es im
Verlauf zu einer zunehmenden Aktivitatsabnahme des Antikérpers kam. Selbst bei geringerer Verdinnung
des Antikorpers wurden Zellkontakte und sogar Leukozyten wesentlich schwécher markiert (Abb. 7B).

Immunfluoreszenz an stabil transfektierten Zellen: In den CHO CD97-pEGFP-N1 Zellen wird vor allem das
Zytoplasma und der perinukledre Bereich dargestellt. Der Antikérper CD97_AK2 und EGFP sind im
Zytoplasma kolokalisiert, d.h. der Antikoérper erkennt das CTF von CD97 (Abb. 7C). In den CHO CD97-
deltaEGF-EGFP-N1 Zellen ist das Farbeergebnis des Antikbrpers CD97_AK2 nahezu negativ (Abb. 7D).
Das zeigt, dass der Antikorper im Bereich der extrazellularen EGF-Doménen von CD97 bindet. In den
WiDr-Zellen erkennt der Antikorper CD97_AK2 nicht die lateralen Zellkontakte (Abb. 7E).

Fazit: Der Antikorper CD97_AK2 erkennt sowohl in der Immunhistochemie als auch in der
Immunfluoreszenz CD97. Jedoch zeigt sich ein Aktivitatsabfall des Antikdrpers mit im Verlauf instabilen
Farbeergebnissen. Es kommt auch bei Wahl einer geringeren Verdinnung des Antikdrpers zu
progredienten Aktivitatsabféllen. Da in der geplanten immunhistochemischen Studie kolorektale Gewebe
eines groBen Patientenkollektivs gefarbt werden sollen, ist es eine Grundvoraussetzung, dass die
Antikorper Uber einen langeren Zeitraum stabile Farbeergebnisse zeigen. Somit ist der Antikorper
CD97_AK2 fir die geplanten Untersuchungen nicht geeignet.

(A) (B)

Abbildung 7: CD97_AK2 - Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen

Immunhistochemie: (A) Der Antikdrper farbt die lateralen Zellkontakten und Leukozyten (Pfeil) von Zellen des
kolorektalen Normalgewebes an. Verdinnung des Antikdrpers CD97_AK2 = 1:175. (B) Farbung 3 Monate spater mit
Verdiinnung des Antikérpers CD97_AK2 = 1:50. Trotz geringerer Verdiinnung werden Zellkontakte und Leukozyten
(Pfeil) wesentlich schwacher markiert. Immunfluoreszenz: (C) CHO CD97-pEGFP-N1-Zellen: EGFP ist grin, die
Farbung mit dem Antikérper CD97_AK?2 ist rot dargestellt. Der Antikorper stellt vor allem das Zytoplasma und den
perinukledren Bereich dar. Der Antikdrper CD97_AK2 und EGFP sind im Zytoplasma kolokalisiert (Pfeil), das
bedeutet, dass hier das CTF von CD97 erkannt wird. (D) CHO CD97-deltaEGF-EGFP-N1: EGFP ist griin, die Farbung
mit dem Antikdrper CD97_AK2 ist rot dargestellt. Der Antikdrper zeigt ein negatives Farbeergebnis. Es findet sich
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keine Kolokalisation mit EGFP, das bedeutet, dass der Antikdrper CD97_AK2 CD97 im Bereich der extrazellularen
EGF-Doméanen bindet. (E) WiDr-Zellen: CD97_AK2 ist rot. Die lateralen Zellkontakte werden nicht durch den
Antikérper CD97_AK2 angefarbt (Pfeil). Mal3stabsbalken: A,B 20um; C,D,E 10um.

CD97 AKS3 (Imgenex IMG-71179)

Immunhistochemie: Der Antikdrper farbt im humanen kolorektalen Normalgewebe die Leukozyten und das
Zytoplasma an, wohingegen die Zellkontakte nicht dargestellt werden (Abb. 8A). Auch dieser Antikorper
wurde Uber einen Zeitraum von 3 Monaten in immunhistochemischen Farbungen verwendet. Auch bei
diesem Antikérper kommt es im Verlauf zu einer progredienten Aktivititsabnahme und trotz geringerer
Verdinnung werden das Zytoplasma der kolorektalen Zellen sowie die Leukozyten schwacher dargestellt
(Abb. 8B).

Immunfluoreszenz an stabil transfektierten Zellen: In den CHO CD97-pEGFP-N1 Zellen wird vorwiegend
das Zytoplasma und der Bereich um den Zellkern dargestellt (Abb. 8C). In den CHO CD97-deltaEGF-
EGFP-N1 Zellen farbt der Antikérper CD97_AK3 das Zytoplasma an (Abb. 8D). Sowohl in den CHO CD97-
pPEGFP-N1 - als auch in den CHO CD97-deltaEGF-EGFP-N1 Zellen sind der Antikérper CD97_AK2 und
das EGFP kolokalisiert. Das bedeutet, dass der Antikérper CD97_AK3 CD97 wahrscheinlich au3erhalb der
extrazellularen EGF-Doménen bindet. Durch den Antikorper CD97_AK3 kommt es nicht zur Darstellung der
lateralen Zellkontakte der WiDr-Zellen (Abb. 8E).

Fazit: Der Antikdrper CD97_AK3 erkennt in den immunhistochemischen- und in den
Immunfluoreszenzfarbungen CD97. Allerdings zeigt sich wie bei CD97 _AK2 ein progredienter
Aktivitatsabfall mit instabilen Farbeergebnissen, sodass auch der Antikérper CD97_ AK3 nicht fir die
geplante immunhistochemische Studie geeignet ist.

Abbildung 8: CD97_AKS3 - Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen

Immunhistochemie: (A) Der Antikérper CD97_AK3 markiert Leukozyten und das Zytoplasma (Pfeil) von Zellen des
kolorektalen Normalgewebes. Verdinnung des Antikdrpers CD97_AK3 = 1:175. (B) Farbung 3 Monate spater mit
Verdinnung des Antikdrpers CD97_AK3 = 1:50. Trotz geringerer Verdinnung werden Leukozyten und Zytoplasma
(Pfeil) wesentlich schwacher markiert. Immunfluoreszenz: (C) CHO CD97-pEGFP-N1-Zellen: EGFP ist grin, die
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Farbung mit dem Antikérper CD97_AKS3 ist rot dargestellt. Der CD97 Antikdrper markiert das Zytoplasma und das
perinukledre Areal. Der Antikérper CD97_AK3 und EGFP sind in diesem perinukledren Areal kolokalisiert (Pfeil). (D)
CHO CD97-deltaEGF-EGFP-N1: EGFP ist griin, die Farbung mit dem Antikbrper CD97_AK3 ist rot dargestellt. Der
Antikorper erkennt das Zytoplasma. Auch in diesen Zellen ist der Antikbrper CD97_AK3 und EGFP im Zytoplasma
kolokalisiert (Pfeil). Das bedeutet, dass der Antikdrper CD97_AK3 CD97 wahrscheinlich auRerhalb der extrazellularen
EGF-Domanen erkennt. (E) WiDr-Zellen: die Farbung mit dem Antikdrper CD97_AK3 ist rot dargestellt. Die lateralen
Zellkontakte werden nicht angeféarbt (Pfeil). MaRstabsbalken: A,B 20um; C,D,E 10um.

CD97 AK4 (Imgenex IMG-71178)

Immunhistochemie: Sowohl im humanem kolorektalem Normalgewebe (Abb. 9A) als auch im
Karzinomgewebe (Abb. 9B) zeigt dieser Antikorper negative Farbeergebnisse.
Immunfluoreszenz an stabil transfektierten Zellen: In den CHO CD97-pEGFP-N1 Zellen und in den CHO
CD97-deltaEGF-EGFP-N1 kommt es zu keiner Kolokalisation mit EGFP, d.h. der Antikbrper CD97_AK4
erkennt nicht das CTF von CD97 (Abb. 9C und 9D). WiDr-Zellen: Die lateralen Zellkontakte werden nicht
durch den CD97_AK4 dargestellt (Abb. 9E).

Fazit: Dieser Antikorper zeigt sowohl in der Immunhistochemie als auch bei den
Immunfluoreszenzfarbungen negative Ergebnisse und ist fur die geplante immunhistochemische Studie
ungeeignet.

(A)

-~ 3!
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Abbildung 9: CD97_AK4 - Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen

Immunhistochemie: (A) Im kolorektalen Normalgewebe ist das Farbeergebnis des Antikdrpers negativ. (B) Auch im
kolorektalen Karzinomgewebe zeigt sich eine negatives Farbeergebnis des Antikérpers. Immunfluoreszenz: (C) CHO
CD97-pEGFP-N1-Zellen: EGFP ist griin, die Farbung mit dem Antikdrper CD97_AKA4 ist rot dargestellt. Der Antikdrper
farbt nicht das CTF von CD97 an (rot # griin). (D) CHO CD97-deltaEGF-EGFP-N1: EGFP ist grun, die Farbung mit
dem Antikérper CD97_AK4 ist rot dargestellt. Auch hier markiert der Antikdrper nicht das CTF von CD97. (E) WiDr-
Zellen: die Farbung mit dem Antikdrper CD97_AK4 ist rot dargestellt. Der Antikorper farbt nicht die lateralen
Zellkontakte der WiDr-Zellen an (Pfeil). MaRRstabsbalken: A,B 50um; C,D,E 10um.
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CD97 AKS5 (Immunotools 21270971)

Immunhistochemie: Dieser Antikérper zeigt durchgdngig negative Ergebnisse in der Immunhistochemie.

Fazit: Aus diesem Grund ist der Antikorper CD97_AKS fiir die geplante immunhistochemische Studie nicht
zu gebrauchen.

CD97 AKG6 (Sigma Aldrich HPA013707)

Immunhistochemie: Dieser Antikbrper markiert in humanen kolorektalen Normalgeweben die lateralen
Zellkontakte und die Leukozyten (Abb. 10A). In humanen kolorektalen Karzinomgeweben werden die
Zellkontakte und das Zytoplasma der Tumorzellen sowie Leukozyten dargestellt (Abb. 10B). Es zeigt sich
im Verlauf kein Aktivitatsabfall des Antikorpers.

Immunfluoreszenz an humanen kolorektalen Geweben: CD97 wird im Zytoplasma und stark in den
lateralen Zellkontakten der Tumorzellen markiert (Abb. 10C). Der Antikdrper zeigt stabile Farbeergebnisse.

Western Blot: Der CD97_AK6 wurde mit dem polyklonalen CD97_AKS8 verglichen. Der Antikorper
CD97_AK®6 erkennt das N-terminale Fragment (NTF) von CD97, allerdings nur in humanen Zellen. Wie in
2.5 beschrieben, gibt es 3 humane Isoformen von CD97, die sich auf das Molekulargewicht des NTF von
CD97 auswirken. Daher erkennt der CD97_AK6 3 unterschiedliche Banden in den untersuchten humanen
Zellen, die diesen 3 Isoformen entsprechen. Wie bereits im Western Blot aus Abb. 6D zu sehen war,
erkennt der CD97_AKS8 auch in den Zellen dieses Western Blots eine Bande von 28 kDA, die dem CTF von
CD97 entspricht. Der CD97_AK8 markiert das CTF von CD97 sowohl in humanen als auch in murinen
Zellen (Abb. 10D).

Fazit: Der Antikbrper CD97_AK6 erkennt in der Immunhistochemie stabil CD97. Er zeigt Uber mehrere
Testfarbungen keinen signifikanten Aktivitatsabfall bei gleicher Verdiinnung. Der Antikorper zeigt auch bei
Immunfluoreszenzfarbungen stabil positive Ergebnisse. Im Western Blot erkennt der CD97_AK6 spezifisch
das NTF von humanem CD97. Somit ist der Antikrper CD97_AK6 fur unsere immunhistochemische
Studie geeignet und wird fir die weiteren CD97 Farbungen verwendet.
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Abbildung 10: CD97_AKG6 - Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen

Immunhistochemie: (A) Im kolorektalen Normalgewebe markiert der Antikbrper CD97_AKG6 die lateralen Zellkontakte
(Pfeil) und die Leukozyten. (B) Im kolorektalen Karzinomgewebe farbt dieser Antikdrper die lateralen Zellkontakte
(durchgehender Pfeil), das Zytoplasma (gestrichelter Pfeil) und die Leukozyten an. Immunfluoreszenz: (C) Die
Farbung des Antikdrpers CD97_AKE6 ist rot dargestellt. Er markiert das Zytoplasma (Stern) und vor allem die lateralen
Zellkontakte (Pfeil) der Tumorzellen. (D) Western Blot: Der CD97_AK6 erkennt 3 Banden in allen untersuchten
humanen Zellen, die dem N-terminalen Fragment (NTF) der 3 humanen Isoformen von CD97 entsprechen. Der
CD97_AKG6 erkennt nur humanes CD97. Der Antikdrper CD97_AK8 erkennt eine 28 kDA Bande in allen untersuchten
humanen und murinen Zellen. Diese Bande entspricht dem C-terminalen Fragment (CTF) von CD97.
MafRstabsbalken: A,B,C 20um.

CD97 AK7 (Abnova H00000976-B01)

Der Antikdrper CD97_AK7 wurde fir die Immunfluoreszenzfarbungen an stabil transfektierten Zellen als
Kontroll-Antikdrper verwendet. Dieser CD97 Antikorper erkennt CD97 im Bereich der extrazellularen EGF-
Domanen. In den CHO CD97-pEGFP-N1 Zellen markiert der Antikbrper CD97_AK7 das Zytoplasma und ist
dort mit EGFP kolokalisiert (Abb. 11A). In den CHO CD97-deltaEGF-EGFP-N1 Zellen zeigt sich ein
negatives Farbeergebnis und eine fehlende Kolokalisation mit EGFP, d.h. dass der Antikérper CD97_AK7
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wie oben beschrieben CD97 im Bereich der extrazellularen EGF-Doméanen bindet (Abb. 11B). In den WiDr-
Zellen werden die lateralen Zellkontakte gefarbt (Abb. 11C).

B-catenin AK2 (BD Transduction Labs. 610153)

In den WiDr-Zellen ist B-catenin stark in den lateralen Zellkontakten exprimiert. Um diese lateralen
Zellkontakte bei den Farbungen mit den CD97 Antikorpern sicher identifizieren zu kénnen, wurden mit den
WiDr-Zellen zusatzlich Kontrollfarbungen mit dem B-catenin_AK2 durchgefihrt. Erwartungsgemal werden
die lateralen Zellkontakte markiert (Abb. 11D).

(A) , (B)

(D)

Abbildung 11: CD97_AK7 und B-catenin_AK2 - Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen
Immunfluoreszenz: (A) CHO CD97-pEGFP-N1-Zellen: EGFP ist griin, die Farbung mit dem Antikdrper CD97_AK?7 ist
rot dargestellt. Der Antikérper CD97_AK7 markiert das Zytoplasma. Der Antikdrper CD97_AK7 und EGFP sind im
Zytoplasma kolokalisiert (Pfeil). (B) CHO CD97-deltaEGF-EGFP-N1: EGFP ist grun, die Farbung mit dem Antikorper
CD97_AKZ7 ist rot dargestellt. Da der Antikdrper CD97_AK7 CD97 im Bereich der extrazellularen EGF-Doménen
bindet, ist das Féarbeergebnis negativ. (C) WiDr-Zellen: die Farbung mit dem Antikérper CD97_AK7 ist grun
dargestellt. Der Antikdrper CD97_AK?Y farbt die lateralen Zellkontakte der WiDr-Zellen an (Pfeil). (D) WiDr-Zellen: die
Farbung mit dem Antikdrper B-catenin_AK2 ist rot dargestellt. Wie zu erwarten, farbt auch der Antikdrper B-
catenin_AK?2 die lateralen Zellkontakte an (Pfeil). Mal3stabsbalken: A,B,C,D 10um.

27



In Tabelle 6 ist eine Zusammenfassung der Farbeergebnisse der einzelnen CD97 Antikdrper dargestellt.
Fur unsere Studie an humanen kolorektalen wurde letztendlich der CD97_AK6 verwendet. Der CD97_AK7
diente als Kontroll-Antikérper fur die durchgefihrten Immunfluoreszensfarbungen.

Tabelle 6: Zusammenfassung der Ergebnisse der Immunhistochemie- und Immunfluoreszenzfarbung mit
verschiedenen CD97 Antikdrpern
Antikérper IHC IF IF WB Beurteilung Verwendung
kolorektale CHO- WiDr- far diese
Gewebe Zellen Zellen Studie
Paraffin
CD97_AK1 Zytoplasma, unklar CTF von CD97, erkennt CD97, nein
Zellkerne unspezifische aber
Nebenbanden unspezifisch
CD97_AK2 laterale Zytoplasma negativ erkennt CD97, nein
Zellkontakte, aber Aktivitats-
Leukozyten abnahme
CD97_AK3 Zytoplasma, Zytoplasma negativ erkennt CD97, nein
Leukozyten aber Aktivitats-
abnahme
CD97_AK4 negativ negativ negativ erkennt nicht nein
CD97
CD97_AK5 negativ erkennt CD97 nein
nicht im Paraffin
CD97_AK6 laterale NTF von hCD97 erkennt stabil ja
Zellkontakte, und spezifisch
Zytoplasma, CD97
Leukozyten
CD97_AK7 negativ Zytoplasma laterale Kontroll-AK fiir

Zellkontakte

IF

5.2 Expression von CD97 und B-catenin im kolorektalem Normalgewebe

CD97 wird in allen Schnitten des kolorektalen Normalgewebes (111/111) exprimiert. CD97 ist dabei
vorwiegend in den lateralen Zellkontakten (Farbescore, Mittelwert £+ SEM: 6.68 + 0.21, Tab. 7, Abb. 12 und
14 a, b), aber auch im Zytoplasma der Zellen (3.68 + 0.08) lokalisiert. Dabei stellt sich die Farbung von
CD97 im Bereich der lateralen Zellkontakte eher unscharf und verschwommen dar. CD97 ist nicht im
Zellkern exprimiert (Tab. 7, Abb. 12). In 100/111 der Normalgewebe zeigt sich ein Expressionsgradient von
CD97 entlang der Krypt-Villus-Achse. Dabei kommt es zu einer starkeren Expression von CD97 in
Enterozyten im unteren Bereich der Krypte, wohingegen die mehr zum Darmlumen hin lokalisierten
Enterozyten CD97 vergleichsweise schwacher exprimieren (Abb. 14 e).

Auch B-catenin wird in allen Schnitten des kolorektalen Normalgewebes exprimiert. Am starksten ist (-
catenin in den lateralen Zellkontakten der Enterozyten exprimiert (9.32 £ 0.21, Tab. 8, Abb. 13 und 14 c, d).
Die Farbung dieser lateralen Zellkontakte stellt sich bei 3-catenin im Gegensatz zur Farbung von CD97
sehr scharf dar. B-catenin ist ebenfalls im Zytoplasma der Enterozyten lokalisiert (4.35 + 0.11, Tab. 8, Abb.
13 und 14 c). B-catenin ist nicht in den Zellkernen der normalen Enterozyten nachzuweisen (Tab. 8). Ein
Expressionsgradient von 3-catenin entlang der Krypt-Villus-Achse findet sich nicht (Abb. 14 f).
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Tabelle 7: Expression von CD97 im Vergleich von normalen kolorektalen
Epithelzellen- und Tumorzellen, n=111

Zellkompartiment Farbescore Farbescore p-Wert
Normalgewebe Karzinomgewebe
(Mittelwert + SEM) (Mittelwert + SEM)

CD97, 6.68 £+ 0.21 2.39+0.18 < 0.0001*
laterale Zellkontakte

CD97, 3.68 +0.08 6.57 + 0.15 < 0.0001*
Zytoplasma

CD97, 0 0 -
Zellkern

CD97

12 - ONormalgewebe

B Tumorgewebe
**k% *k*k

lat zyto zk

Abbildung 12: Darstellung der Mittelwerte der Farbescores von CD97 in den verschiedenen
Zellkompartimenten im kolorektalem Normal- und Karzinomgewebe, n=111

Es kommt im Vergleich von kolorektalem Normal- zu Karzinomgewebe zu einer Anderung der Lokalisation von CD97
von den lateralen Zellkontakten in das Zytoplasma der kolorektalen Zellen. CD97 wird nicht im Zellkern exprimiert. Auf
der y-Achse ist der histologische Farbescore aufgetragen. Abk.: lat = laterale Zellkontakte, zyto = Zytoplasma, zk =
Zellkerne.

Tabelle 8: Expression von B-catenin im Vergleich von kolorektalem Normal- und
Karzinomgewebe, n=111

Zellkompartiment Féarbescore Farbescore p-Wert
Normalgewebe Karzinomgewebe
(Mittelwert + SEM) (Mittelwert + SEM)

B-catenin, 9.32+0.21 3.77+0.23 < 0.0001*
laterale Zellkontakte

B-catenin, 4.35+0.11 6.91+0.18 < 0.0001*
Zytoplasma

B-catenin, 0 2.62+0.27 < 0.0001*
Zellkern
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Abbildung 13: Darstellung der Mittelwerte der Farbescores von B-catenin in den verschiedenen
Zellkompartimenten im kolorektalem Normal- und Karzinomgewebe, n=111

Es kommt im Vergleich von kolorektalem Normal- zu Karzinomgewebe zu einer Translokation von (3-catenin von den
lateralen Zellkontakten in das Zytoplasma und die Zellkerne der kolorektalen Zellen. Auf der y-Achse ist der
histologische Féarbescore aufgetragen. Abk.: lat = laterale Zellkontakte, zyto = Zytoplasma, zk = Zellkerne.
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Abbildung 14: Expression von CD97 und B-catenin im kolorektalen Normalgewebe

a, b CD97 ist in den lateralen Zellkontakten (offene Pfeile), sowie im Zytoplasma (geschlossener Pfeil) der
Enterozyten lokalisiert. ¢, d B-catenin ist stark in den lateralen Zellkontakten (offene Pfeile) und méaRig im Zytoplasma
(geschlossener Pfeil) der Enterozyten exprimiert. e Abnehmender Expressionsgradient von CD97 von der
Kryptenbasis (offener Pfeil) zum Kryptenlumen (geschlossener Pfeil) hin. f p-catenin wird gleichmaRig in der
gesamten Krypte exprimiert. Mal3stabsbalken: a,b,c,d 20um; Detail a, Detail b 10um; e,f 50um.
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5.3 Expression von CD97 und B-catenin im kolorektalem Karzinom

Alle kolorektalen Karzinome exprimieren CD97. In den Karzinomzellen ist CD97, &hnlich wie in den
normalen Enterozyten, in den lateralen Zellkontakten lokalisiert (Farbescore, Mittelwert + SEM: 2.39 + 0.18,
Tab. 7). In 103/111 der Karzinome ist die Expression von CD97 in den lateralen Zellkontakten im Vergleich
zum Normalgewebe signifikant vermindert (Tab. 7, Abb. 12 und 15 a). Es gibt auch einzelne Tumore
(8/111), bei denen es im Vergleich zum Normalgewebe zu einer starkeren Expression von CD97 in den
lateralen Zellkontakten kommt (Abb. 15 c¢). Auch in den kolorektalen Karzinomen ist CD97 im Zytoplasma
lokalisiert (6.57 £ 0.15, Tab. 7). In 92/111 Fallen kommt es zu einer signifikant stéarkeren Expression von
CD97 im Zytoplasma der Tumorzellen als in Zellen des kolorektalen Normalgewebes (Tab. 7, Abb. 12 und
15 b, d). CD97 ist nie in den Zellkernen der malignen Enterozyten zu finden (Tab. 7, Abb. 12). Fur die
Expression von CD97 ist somit zusammenfassend zu sagen, dass es im Vergleich von Normal- zu
Tumorgewebe zu einer Anderung der Lokalisation von CD97 von den lateralen Zellkontakten in das
Zytoplasma kommt (Tab. 7, Abb. 12).

B-catenin wird in allen kolorektalen Karzinomen exprimiert. In den meisten Karzinomen (102/111) nimmt
der Farbescore von B-catenin im Bereich der lateralen Zellkontakte im Vergleich zu denen der normalen
Enterozyten ab (Tab. 8, Abb. 13 und 15 g). Es gibt einzelne Karzinome (9/111), bei denen es in den
lateralen Zellkontakten im Vergleich zum Normalgewebe zu einer starkeren Expression von [(-catenin
kommt (Abb. 15 e). In 87/111 Karzinomen kommt es zu einer Zunahme der Expression von B-catenin im
Zytoplasma der Tumorzellen im Vergleich zu den Enterozyten des Normalgewebes (Tab. 8, Abb. 13 und 15
f, g). Eine Akkumulation von B-catenin in den Zellkernen der Tumorzellen konnte in 67 von 111 Féllen
nachgewiesen werden (Tab. 8, Abb. 13 und 15 f, h). Somit ist fir die Expression von [-catenin
zusammenfassend zu sagen, dass es im Vergleich von Normalgewebe zu Tumorgewebe zu einer
Translokation von B-catenin von den lateralen Zellkontakten in das Zytoplasma und in den Zellkern kommt
(Tab. 8, Abb. 13).

5.3.1 Kolokalisation von CD97 und B-catenin

Zum Nachweis einer mdglichen Kolokalisation von CD97 und B-catenin in kolorektalen Karzinomzellen
wurden Immunfluoreszenzfarbungen durchgefiihrt. Dabei zeigte sich eine Kolokalisation beider Proteine in
den lateralen Zellkontakten der Karzinomzellen (Abb. 15 k). Auch in den Immunfluoreszenzfarbungen
zeigte sich eine starke Expression von CD97 im Zytoplasma (Abb. 15 i, k). B-catenin ist ebenfalls im
Zytoplasma sowie in den Zellkernen exprimiert (Abb. 15 j, k). Eine Kolokalisation beider Proteine im
Zytoplasma ist in den untersuchten kolorektalen Karzinomen nicht nachzuweisen.
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Abbildung 15: Expression von CD97 und B-catenin im kolorektalen Karzinomgewebe

a, e In diesem Karzinom zeigt sich eine schwache Expression von CD97 im Bereich der lateralen Zellkontakte,
wohingegen B-catenin stark in diesen Zell-Zellkontakten exprimiert wird (Pfeil). In der Ubersicht ist zu erkennen, dass
es Bereiche sowohl mit starkerer als auch mit schwéacherer Expression von CD97 im Zytoplasma gibt. Im Vergleich
dazu ist die Expression von [3-catenin im Zytoplasma der Tumorzellen relativ homogen. b, f In einigen Teilen dieses
kolorektalen Karzinoms ist sowohl CD97 als auch B-catenin sehr stark im Zytoplasma exprimiert (offener Pfeil).
Zudem kommt es in diesen Bereichen zu einer Translokation von B-catenin in den Zellkern (geschlossener Pfeil). c, g
In wenigen Karzinomen kommt es auch zu einer vergleichsweise starken Expression von CD97 in den lateralen
Zellkontakten (Pfeile). Hier ist CD97 ebenfalls im Zytoplasma zu finden. Im Gegensatz dazu ist 3-catenin vorwiegend
im Zytoplasma und in den Zellkernen stark exprimiert (Pfeile). d, h In den scattered Tumorzellen vor der
Invasionsfront des Tumors (Stern) kommt es zu einer starken Expression von CD97 im Zytoplasma (Pfeil). $-catenin
ist in den scattered Tumorzellen im Zytoplasma und stark in den Zellkernen exprimiert (Pfeil). i, j, k
Immunfluoreszenzfarbung eines kolorektalen Karzinoms. CD97 ist rot und B-catenin grin dargestellt. CD97 und [3-
catenin sind in den lateralen Zellkontakten kolokalisiert. Im Detail des Fusionsbildes ist zu erkennen, dass CD97 in
einigen Tumorzellen stark im Zytoplasma exprimiert wird (Pfeilkdpfe) und B-catenin in den Zellkernen lokalisiert ist
(Pfeile). Mal3stabsbalken: a,e,d,h 50um; b,f,c,g,i,j,k, Detail a, Detail e 20um; Detail b, Detail d, Detail f. Detail h 10um;
Detail k 5pum.

5.3.2 Expression von CD97 und B-catenin in scattered Tumorzellen

Es gibt 61/111 Falle in den in Paraffin eingebetteten Proben, in denen scattered Tumorzellen im
histologischen Préparat vorhanden sind. Im Vergleich der zellularen Kompartimente (laterale Zellkontakte
bzw. Zytoplasma) zueinander lasst sich kein signifikanter Unterschied zwischen scattered Tumorzellen und
Zellen im Karzinomzentrum in Bezug auf die Expression von CD97 feststellen. Die Zellkerne der scattered
Tumorzellen sind CD97-negativ (Tab. 9).
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Tabelle 9: Expression von CD97 in scattered Tumorzellen im Vergleich zu Zellen
im Karzinomzentrum, n=61

Zellkompartiment Farbescore Farbescore p-Wert
scattered Karzinomzentrum
Tumorzellen (Mittelwert + SEM)

(Mittelwert + SEM)

CD97, 2.11£0.26 2.23+0.19 0.219
laterale Zellkontakte

CD97, 6.79 + 0.26 6.66 + 0.19 0.450
Zytoplasma

CD97, 0 0 -
Zellkern

Im Vergleich zu Zellen die im Tumorzentrum lokalisiert sind, kommt es in den scattered Tumorzellen zu
einer verminderten Expression von [B-catenin in den lateralen Zellkontakten sowie zu einer starkeren
Expression im Zytoplasma und in den Zellkernen (alle p < 0.0001*; Tab. 10 und Abb. 15 h).

Tabelle 10: Expression von B-catenin in scattered Tumorzellen im Vergleich zu
Zellen im Karzinomzentrum, n=61

Zellkompartiment Farbescore Féarbescore p-Wert
scattered Karzinomzentrum
Tumorzellen (Mittelwert £ SEM)

(Mittelwert £ SEM)

B-catenin, 2.75+0.33 4.05+0.34 < 0.0001*
laterale Zellkontakte

B-catenin, 8.62+0.31 7.02+£0.20 < 0.0001*
Zytoplasma

B-catenin, 6.28 + 0.62 1.43+0.25 < 0.0001*
Zellkern

5.4 Lokalisation von CD97 und B-catenin in der kolorektalen Tumorgenese

Die Farbescores von CD97 und [3-catenin in den lateralen Zellkontakten der normalen Enterozyten
korrelieren signifikant miteinander (r = 0.574, p < 0.0001*, Tab. 11). Je starker CD97 in den lateralen
Zellkontakten der Zellen des Normalgewebes exprimiert ist, desto starker ist dort auch die Expression von
B-catenin.

Betrachtet man die kolorektalen Tumorzellen zeigt sich: je starker die Expression von B-catenin in den
Zellkernen der malignen Enterozyten ist, desto starker ist B-catenin im Zytoplasma (r = 0.392, p < 0.0001*,
Tab. 11) und desto schwéacher in den lateralen Zellkontakten der Karzinomzellen exprimiert (r = -0.414, p <
0.0001*, Tab. 11).

Die Starke der Expression von CD97 und B-catenin im Zytoplasma der Tumorzellen korreliert miteinander
(r = 0.481, p < 0.0001*, Tab. 11, Abb. 15 b, f). Wohingegen die Expression von CD97 im Zytoplasma und
die Lokalisation von B-catenin im Zellkern der Tumorzellen keine Korrelation aufweist (r = 0.146, p = 0.127,
Tab. 11).
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Am interessantesten ist jedoch, dass sich die Expression von CD97 und B-catenin in den lateralen
Zellkontakten der malignen Enterozyten im Vergleich zum Normalgewebe simultan vermindert (p = 0.017*,
Tab. 12) und gleichzeitig eine parallele Zunahme der Expression beider Molekile im Zytoplasma der
Tumorzellen erfolgt (p = 0.005*, Tab. 12).

Zusammenfassend lasst sich somit sagen, dass es in der kolorektalen Tumorgenese bei CD97 und [3-
catenin zu einer Anderung der Lokalisation von den lateralen Zellkontakten in die Zelle kommt (Abb. 12, 13
und 15). Wahrend B-catenin daraufhin im Zytoplasma und den Zellkernen der Tumorzellen erscheint, ist die
neu auftretende verstarkte Expression von CD97 auf das Zytoplasma der Tumorzellen beschrankt.

Tabelle 11: Korrelationen der Farbescores von CD97 und B-catenin in den verschiedenen
Zellkompartimenten im kolorektalen Normal- und Karzinomgewebe, n=111

r p-Wert
Normalgewebe CD97lat:CD97zyto 0.275 0.004*
Bcatlat: Bcatzyto 0.426 < 0.0001*
CD97lat:Bcatlat 0.574 < 0.0001*
CD97lat:Bcatzyto 0.204 0.032*
CD97zyto: Bcatlat 0.189 0.047*
CD97zyto: Bcatzyto -0.040 0.676
Bcatlat: Bcatzyto 0.002 0.986
Bcatlat: Bcatzk -0.414 < 0.0001*
Bcatzyto: Bcatzk 0.392 < 0.0001*
CD97lat:Bcatlat 0.154 0.106
CD97lat:Bcatzyto 0.206 0.030*
CD97lat:Bcatzk 0.113 0.236
CD97zyto: Bcatlat 0.070 0.466
CD97zyto: Bcatzyto 0.481 < 0.0001*
CD97zyto: Bcatzk 0.146 0.127

Abk.: r = Spearman’scher Korrelationskoeffizient, CD97lat = Farbescore: CD97 in lateralen Zellkontakten, CD97zyto =
Farbescore: CD97 im Zytoplasma, (Bcatlat = Farbescore: B-catenin in lateralen Zellkontakten, Bcatzyto = Farbescore:
B-catenin im Zytoplasma, Bcatzk = Farbescore: (3-catenin im Zellkern.
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Tabelle 12: Zusammenhang der Anderung der Lokalisation von CD97 und B-catenin im Vergleich
Normalgewebe zu Tumor, n=111

NG->TM: Bcatlat | p-Wert
Nein Ja
NG->TM: CD97lat | Nein 3 5
Ja 6 97 0.017*
NG->TM: Bcatzyto 1
NG->TM: CD97lat | Nein 0 8
Ja 24 79 0.197
NG->TM: Bcatzk 1
NG->TM: CD97lat | Nein 3 5
Ja 41 62 1.000
NG->TM: CD97zyto t
NG->TM: CD97lat | Nein 3 5
Ja 16 87 0.136
NG->TM: Bcatlat |
NG->TM: CD97zyto 1 Nein 2 17
Ja 7 85 0.650
NG->TM: Bcatzyto 1
NG->TM: CD97zyto 1 Nein 9 10
Ja 15 77 0.005*
NG->TM: Bcatzk 1
NG->TM: CD97zyto 1 Nein 9 10
Ja 35 57 0.454
NG->TM: CD97zyto t
NG->TM: Bcatlat | Nein 2 7
Ja 22 80 1.000
NG->TM: Bcatzk 1
NG->TM: Bcatlat | Nein 5 4
Ja 39 63 0.479
NG->TM: Bcatzk 1
NG->TM: Bcatzyto 1 Nein 16 8
Ja 28 59 0.004*

Abk.: NG>TM: CD97lat | = Verminderung der Expression von CD97 in lateralen Zellkontakten im Vergleich von
Normal- zu Tumorzellen, NG>TM: CD97zyto 1 = Zunahme der Expression von CD97 im Zytoplasma im Vergleich
von Normal- zu Tumorzellen, NG>TM: Bcatlat | = Verminderung der Expression von f-catenin in lateralen
Zellkontakten im Vergleich von Normal- zu Tumorzellen, NG>TM: Bcatzyto 1 = Zunahme der Expression von (-
catenin im Zytoplasma im Vergleich von Normal- zu Tumorzellen, NG>TM: Bcatzk 1 = Zunahme der Expression von
B-catenin im Zellkern im Vergleich von Normal- zu Tumorzellen.

5.5 Expression von CD97 und B-catenin und klinische Parameter

Die Anderung der Lokalisation von CD97 von den lateralen Zellkontakten in das Zytoplasma bei
kolorektalen Tumorzellen ist bei 92/111 Fallen unseres Patientenkollektivs nachzuweisen. Dieses
Phanomen geht mit einem erhéhten Auftreten von scattered Tumorzellen/tumor budding einher (p = 0.041*,
Tab. 15). Es gab keinen Zusammenhang zwischen dem Expressionsmuster von CD97 und Alter,
Geschlecht, Lokalisation des Tumors, WHO-Stadium, Tumorgréf3e, Vorhandensein von Lymphknoten- oder
Fernmetastasen, Differenzierung sowie histologischer Blut- und LymphgefaR3invasion (Tab. 14 und 15).
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Tabelle 14: Zusammenhang zwischen dem Verlust von CD97 aus den lateralen Zellkontakten
in kolorektalen Tumorzellen und klinischen Parametern, n=111

Verlust von CD97 aus Kein Verlust von p-Wert
lateralen CD97 aus lateralen
Zellkontakten in CC Zellkontakten in CC
Anzahl 103 (92.8%) 8 (7.2%)
Alter (Mittelwert + SD) 68.6 +11.1 726+6.1
<70 47 2 0.462
=70 56 6
Geschlecht
mannlich 40 3 1.000
weiblich 63 5
Lokalisation
Kolon 20 8 0.593
Rektum 13 0
WHO-Tumorstadium
| oder Il 46 4 1.000
Il oder IV 57 4
TumorgrolRe (pT)
1 oder 2 16 0 0.600
3 oder 4 87 8
Lymphknotenbefall (pN)
0 48 4 1.000
1 oder 2 55 4
Fernmetastasierung (pM)
0 84 7 1.000
1 19 1
Metastasiertes Stadium
(LK u./o. Fernmetastasen)
0 45 4 0.730
1 58 4
Differenzierung (Grading)
G1 oder G2 (gut) 73 5 0.693
G3 oder G4 (schlecht) 30 3
BlutgefaRinvasion (V)
VO 83 6 0.657
V1 20 2
LymphgefaRinvasion (L)
LO 77 8 0.194
L1 26 0
tumor budding
nicht vorhanden/schwach 45 5 0.464
mafig/stark 58 3
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Tabelle 15: Zusammenhang zwischen der zytoplasmatischen Lokalisation von CD97 in
kolorektalen Tumorzellen und klinischen Parametern, n=111

Auftreten von CD97 Kein Auftreten von p-Wert
im Zytoplasmain CC  CD97 im
Zytoplasmain CC

Anzahl 92 (82.9%) 19 (17.1%)
Alter (Mittelwert + SD) 69.23+10.4 67.47 +£13.0
<70 42 7 0.614
270 50 12
Geschlecht
mannlich 38 5 0.303
weiblich 54 14
Lokalisation
Kolon 81 17 1.000
Rektum 11 2
WHO-Tumorstadium
| oder Il 40 10 0.613
Il oder IV 52 9
TumorgrolRe (pT)
1 oder 2 15 1 0.298
3 oder4 77 18
Lymphknotenbefall (pN)
0 42 10 0.621
1 oder 2 50 9
Fernmetastasierung (pM)
0 74 17 0.517
1 18 2

Metastasiertes Stadium
(LK u./o. Fernmetastasen)

0 40 9 0.803
1 52 10
Differenzierung (Grading)
G1 oder G2 (gut) 65 13 1.000
G3 oder G4 (schlecht) 27 6
BlutgefaRinvasion (V)
VO 74 15 1.000
V1 18 4
LymphgefaRinvasion (L)
LO 69 16 0.555
L1 23 3
tumor budding
nicht vorhanden/schwach 37 13 0.041*
mafig/stark 55 6

Im Gegensatz dazu fihren der Verlust von B-catenin aus den lateralen Zellkontakten, sowie das Auftreten
von B-catenin im Zellkern zu einem signifikant hdherem Auftreten von diesen scattered Tumorzellen/tumor
budding (p = 0.010* bzw. p = 0.020*, Tab. 16 und 18). Interessanterweise zeigt sich, dass kolorektale
Karzinome mit einer Translokation von B-catenin in das Zytoplasma der Tumorzellen besser differenziert
sind als kolorektale Karzinome ohne eine erhdhte Expression von f3-catenin im Zytoplasma (p = 0.022%,
Tab. 17).
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Tabelle 16: Zusammenhang zwischen dem Verlust von [(-catenin aus den lateralen
Zellkontakten in kolorektalen Tumorzellen und klinischen Parametern, n=111
Verlust von B-cat aus  Kein Verlust von - p-Wert
lateralen cat aus lateralen
Zellkontakten in CC Zellkontakten in CC
Anzahl 102 (91.9%) 9 (8.1%)
Alter (Mittelwert + SD) 68.9+11.2 69.8+7.1
<70 44 5 0.505
270 58 4
Geschlecht
mannlich 41 2 0.478
weiblich 61 7
Lokalisation
Kolon 89 9 0.595
Rektum 13 0
WHO-Tumorstadium
| oder Il 45 5 0.729
Il oder IV 57 4
TumorgrofRe (pT)
1 oder 2 15 1 1.000
3 oder 4 87 8
Lymphknotenbefall (pN)
0 47 5 0.732
1 oder 2 55 4
Fernmetastasierung (pM)
0 83 8 1.000
1 19 1
Metastasiertes Stadium
(LK u./o. Fernmetastasen)
0 44 5 0.505
1 58 4
Differenzierung (Grading)
G1 oder G2 (gut) 73 5 0.447
G3 oder G4 (schlecht) 29 4
BlutgefalZinvasion (V)
VO 80 9 0.200
Vi 22 0
LymphgeféaRinvasion (L)
LO 76 9 0.113
L1 26 0
tumor budding
nicht vorhanden/schwach 42 8 0.010*
mafig/stark 60 1
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Tabelle 17: Zusammenhang zwischen dem Auftreten von [B-catenin im Zytoplasma von
kolorektalen Tumorzellen und klinischen Parametern, n=111

Auftreten von B-cat Kein Auftreten von p-Wert
im Zytoplasmain CC  B-cat im Zytoplasma
in CC
Anzahl 87 (78.4%) 24 (21.6%)
Alter (Mittelwert + SD) 68.7 £ 10.5 69.7+ 124
<70 40 9 0.495
=70 47 15
Geschlecht
mannlich 32 11 0.481
weiblich 55 13
Lokalisation
Kolon 76 22 0.730
Rektum 11 2
WHO-Tumorstadium
| oder Il 40 10 0.818
Il oder IV 47 14
TumorgrofRe (pT)
1 oder 2 15 1 0.186
3 oder 4 72 23
Lymphknotenbefall (pN)
0 41 11 1.000
1 oder 2 46 13
Fernmetastasierung (pM)
0 72 19 0.765
1 15 5
Metastasiertes Stadium
(LK u./o. Fernmetastasen)
0 39 10 0.820
1 48 14
Differenzierung (Grading)
G1 oder G2 (gut) 66 12 0.022*
G3 oder G4 (schlecht) 21 12
BlutgefalZinvasion (V)
VO 71 18 0.564
V1 16 6
LymphgeféaRinvasion (L)
LO 69 16 0.275
L1 18 8
tumor budding
nicht vorhanden/schwach 38 12 0.647
mafig/stark 49 12
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Tabelle 18: Zusammenhang zwischen dem Auftreten von [-catenin im Zellkern von
kolorektalen Tumorzellen und klinischen Parametern, n=111
Auftreten von B-cat Kein Auftreten von p-Wert
im Zellkern in CC B-cat im Zellkern in
CC
Anzahl 67 (60.4%) 44 (39.6%)
Alter (Mittelwert + SD) 67.0+11.6 71.9+8.9
<70 33 16 0.241
270 34 28
Geschlecht
mannlich 27 16 0.696
weiblich 40 28
Lokalisation
Kolon 58 40 0.560
Rektum 9 4
WHO-Tumorstadium
| oder Il 31 19 0.846
Il oder IV 36 25
TumorgrofRe (pT)
1 oder 2 10 6 1.000
3 oder 4 57 38
Lymphknotenbefall (pN)
0 31 21 1.000
1 oder 2 36 23
Fernmetastasierung (pM)
0 56 35 0.620
1 11 9
Metastasiertes Stadium
(LK u./o. Fernmetastasen)
0 30 19 1.000
1 37 25
Differenzierung (Grading)
G1 oder G2 (gut) 51 27 0.137
G3 oder G4 (schlecht) 16 17
BlutgefalZinvasion (V)
VO 53 36 0.811
V1 14 8
LymphgeféaRinvasion (L)
LO 49 36 0.362
L1 18 8
tumor budding
nicht vorhanden/schwach 24 26 0.020*
mafig/stark 43 18

In 57 von 111 Fallen kommt es zu einer simultanen Anderung der Lokalisation von CD97 in das
Zytoplasma der Karzinomzellen und dem Auftreten von -catenin im Zellkern. In diesen Féallen finden sich
signifikant mehr scattered Tumorzellen/tumor budding (p = 0.013*, Tab. 24). Bei 85 der 111 Falle finden
sich eine simultane Anderung der Lokalisation von CD97 in das Zytoplasma der Karzinomzellen und der
Verlust von B-catenin aus den lateralen Zell-Zellkontakten. Auch bei diesen Fallen sind signifikant mehr
scattered Tumorzellen/tumor budding nachzuweisen (p = 0.001*, Tab. 22).
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Interessanterweise finden sich bei den Fallen mit simultanem Verlust von CD97 aus den lateralen
Zellkontakten und dem Auftreten von B-catenin im Zytoplasma bzw. im Zellkern der kolorektalen
Tumorzellen signifikant kleinere (pT1 oder pT2) und besser differenzierte Karzinome (G1 oder G2) (p =
0.036* und p = 0.021*, Tab. 20 bzw. p = 0.036* und p = 0.021*, Tab. 21).

Tabelle 19: Zusammenhang zwischen dem gleichzeitigen Verlust von CD97 und B-catenin aus
den lateralen Zellkontakten von kolorektalen Tumorzellen und klinischen Parametern, n=111

Verlust von CD97 und Kein Verlust von p-Wert
B-cat aus lateralen CD97 und B-cat aus
Zellkontakten in CC lateralen Zell-

kontakten in CC

Anzahl 97 (87.4%) 14 (12.6%)
Alter (Mittelwert + SD) 68.5+11.3 716+7.1
<70 43 6 1.000
270 54 8
Geschlecht
mannlich 38 5 1.000
weiblich 59 9
Lokalisation
Kolon 84 14 0.366
Rektum 13 0
WHO-Tumorstadium
| oder Il 43 7 0.777
Il oder IV 54 7
TumorgrolRe (pT)
1 oder 2 15 1 0.688
3 oder 4 82 13
Lymphknotenbefall (pN)
0 45 7 1.000
1 oder 2 52 7
Fernmetastasierung (pM)
0 78 13 0.458
1 19 1

Metastasiertes Stadium
(LK u./o. Fernmetastasen)

0 42 7 0.775
1 55 7
Differenzierung (Grading)
G1 oder G2 (gut) 69 9 0.755
G3 oder G4 (schlecht) 28 5
BlutgefaR3invasion (V)
VO 77 12 0.732
V1 20 2
LymphgefaRinvasion (L)
LO 71 14 0.037*
L1 26 0
tumor budding
nicht vorhanden/schwach 40 10 0.045*
mafig/stark 57 4
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Tabelle 20: Zusammenhang zwischen dem gleichzeitigen Verlust von CD97 aus den lateralen
Zellkontakten und dem Auftreten von B-catenin im Zytoplasma von kolorektalen Tumorzellen
und klinischen Parametern, n=111

Verlust von CD97 aus Kein Verlust von p-Wert
lateralen Zell- CD97 aus lateralen
kontakten und Zellkontakten und
Auftreten von B-cat Auftreten von B-cat
im Zytoplasmain CC  im Zytoplasmain
CC
Anzahl 79 (71.2%) 32 (28.8%)
Alter (Mittelwert + SD) 68.3+10.7 70.4+11.2
<70 38 11 0.211
270 41 21
Geschlecht
mannlich 29 14 0.524
weiblich 50 18
Lokalisation
Kolon 68 30 0.341
Rektum 11 2
WHO-Tumorstadium
| oder Il 36 14 1.000
Il oder IV 43 18
TumorgrolRe (pT)
1 oder 2 15 1 0.036*
3 oder 4 64 31
Lymphknotenbefall (pN)
0 37 15 1.000
1 oder 2 42 17
Fernmetastasierung (pM)
0 65 26 1.000
1 14 6
Metastasiertes Stadium
(LK u./o. Fernmetastasen)
0 35 14 1.000
1 44 18
Differenzierung (Grading)
G1 oder G2 (gut) 61 17 0.021*
G3 oder G4 (schlecht) 18 15
BlutgefaR3invasion (V)
VO 65 24 0.434
Vi 14 8
LymphgefaRinvasion (L)
LO 61 24 0.808
L1 18 8
tumor budding
nicht vorhanden/schwach 33 17 0.299
mafig/stark 46 15
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Tabelle 21: Zusammenhang zwischen dem gleichzeitigen Verlust von CD97 aus den lateralen
Zellkontakten und dem Auftreten von B-catenin im Zellkern von kolorektalen Tumorzellen und

klinischen Parametern, n=111

Verlust von CD97 aus Kein Verlust von p-Wert
lateralen CD97 aus lateralen
Zellkontakten und Zellkontakten und
Auftreten von B-cat Auftreten von B-cat
im Zellkern in CC im Zellkern in CC
Anzahl 79 (71.2%) 32 (28.8%)
Alter (Mittelwert + SD) 68.3+10.7 70.4+11.2
<70 38 11 0.211
270 41 21
Geschlecht
mannlich 29 14 0.524
weiblich 50 18
Lokalisation
Kolon 68 30 0.341
Rektum 11 2
WHO-Tumorstadium
| oder Il 36 14 1.000
Il oder IV 43 18
TumorgrolRe (pT)
1 oder 2 15 1 0.036*
3 oder 4 64 31
Lymphknotenbefall (pN)
0 37 15 1.000
1 oder 2 42 17
Fernmetastasierung (pM)
0 65 26 1.000
1 14 6
Metastasiertes Stadium
(LK u./o. Fernmetastasen)
0 35 14 1.000
1 44 18
Differenzierung (Grading)
G1 oder G2 (gut) 61 17 0.021*
G3 oder G4 (schlecht) 18 15
BlutgefaR3invasion (V)
VO 65 24 0.434
V1 14 8
LymphgefaRinvasion (L)
LO 61 24 0.808
L1 18 8
tumor budding
nicht vorhanden/schwach 33 17 0.299
mafig/stark 46 15
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Tabelle 22: Zusammenhang zwischen der gleichzeitigen Anderung der Lokalisation von CD97
in das Zytoplasma und dem Verlust von B-catenin aus den lateralen Zellkontakten von
kolorektalen Tumorzellen und klinischen Parametern, n=111

Auftreten von CD97 Kein Auftreten von p-Wert
im Zytoplasma und CD97 im
Verlust von B-cat aus Zytoplasma und
lateralen Zell- Verlust von B-cat
kontakten in CC aus lateralen Zell-
kontakten in CC
Anzahl 85 (76.6%) 26 (23.4%)
Alter (Mittelwert + SD) 69.2 £ 10.6 68.0+ 11.7
<70 37 12 0.825
270 48 14
Geschlecht
mannlich 36 7 0.176
weiblich 49 19
Lokalisation
Kolon 74 24 0.729
Rektum 11 2
WHO-Tumorstadium
| oder Il 37 13 0.654
Il oder IV 48 13
TumorgrolRe (pT)
1 oder 2 14 2 0.351
3 oder 4 71 24
Lymphknotenbefall (pN)
0 39 13 0.823
1 oder 2 46 13
Fernmetastasierung (pM)
0 68 23 0.251
1 17 3
Metastasiertes Stadium
(LK u./o. Fernmetastasen)
0 37 12 0.825
1 48 14
Differenzierung (Grading)
G1 oder G2 (gut) 61 17 0.625
G3 oder G4 (schlecht) 24 9
BlutgefaR3invasion (V)
VO 67 22 0.588
Vi 18 4
LymphgefaRinvasion (L)
LO 62 23 0.120
L1 23 3
tumor budding
nicht vorhanden/schwach 31 19 0.001*
mafig/stark 54 7
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Tabelle 23: Zusammenhang zwischen der gleichzeitigen Anderung der Lokalisation von CD97
und B-catenin in das Zytoplasma von kolorektalen Tumorzellen und klinischen Parametern,

n=111
Auftreten von CD97 Kein Auftreten von p-Wert
und B-cat im CD97 und B-cat im
Zytoplasma in CC Zytoplasma in CC
Anzahl 77 (69.4%) 34 (30.6%)
Alter (Mittelwert + SD) 68.5+10.2 69.9+12.2
<70 37 12 0.300
270 40 22
Geschlecht
mannlich 32 11 0.404
weiblich 45 23
Lokalisation
Kolon 67 31 0.751
Rektum 10 3
WHO-Tumorstadium
| oder Il 33 17 0.538
Il oder IV 44 17
TumorgrolRe (pT)
1 oder 2 14 2 0.141
3 oder 4 63 32
Lymphknotenbefall (pN)
0 35 17 0.685
1 oder 2 42 17
Fernmetastasierung (pM)
0 63 28 1.000
1 14 6
Metastasiertes Stadium
(LK u./o. Fernmetastasen)
0 33 16 0.685
1 44 18
Differenzierung (Grading)
G1 oder G2 (gut) 58 20 0.114
G3 oder G4 (schlecht) 19 14
BlutgefaR3invasion (V)
VO 63 26 0.607
V1 14 8
LymphgeféaRinvasion (L)
LO 60 25 0.633
L1 17 9
tumor budding
nicht vorhanden/schwach 31 19 0.150
mafig/stark 46 15
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Tabelle 24: Zusammenhang zwischen der gleichzeitigen Anderung der Lokalisation von CD97
in das Zytoplasma und dem Auftreten von B-catenin im Zellkern von kolorektalen Tumorzellen
und klinischen Parametern, n=111

Auftreten von CD97 Kein Auftreten von p-Wert
im Zytoplasma und - CD97 im Zyto-
cat im Zellkern in CC  plasma und B-cat im
Zellkern in CC
Anzahl 57 (51,4%) 54 (48,6%)
Alter (Mittelwert + SD) 67.6+11.2 70.3+104
<70 28 21 0.340
270 29 33
Geschlecht
mannlich 25 18 0.330
weiblich 32 36
Lokalisation
Kolon 49 49 0.559
Rektum 8 5
WHO-Tumorstadium
| oder Il 26 24 1.000
Il oder IV 31 30
TumorgrolRe (pT)
1 oder 2 10 6 0.422
3 oder 4 47 48
Lymphknotenbefall (pN)
0 27 25 1.000
1 oder 2 30 29
Fernmetastasierung (pM)
0 47 44 1.000
1 10 10
Metastasiertes Stadium
(LK u./o. Fernmetastasen)
0 26 23 0.849
1 31 31
Differenzierung (Grading)
G1 oder G2 (gut) 43 35 0.299
G3 oder G4 (schlecht) 14 19
BlutgefaR3invasion (V)
VO 46 43 1.000
V1 11 11
LymphgefaRinvasion (L)
LO 41 44 0.268
L1 16 10
tumor budding
nicht vorhanden/schwach 19 31 0.013*
mafig/stark 38 23
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6. Diskussion

6.1 Neue immunhistochemische Farbemethode und Auswahl der AntikGrper

Erstes Ziel war es eine immunhistochemische Farbemethode zu etablieren, mit der der Adhasions-GPCR
CD97 in Paraffin-eingebetteten humanen kolorektalen Geweben dargestellt werden kann. Mit der in dieser
Arbeit beschriebenen und etablierten immunhistochemischen Farbemethode konnten wir nun zum ersten
Mal parallel die Expression von CD97 mit der Expression von B-catenin in einem Kollektiv kolorektaler
Karzinome und deren korrespondierenden Normalgeweben immunhistochemisch untersuchen. In
kolorektalen Karzinomen konnte CD97 bisher nur im Kryostat-Schnitt immunhistochemisch dargestellt
werden [141], wohingegen der immunhistochemische Nachweis der nukledren Expression von [3-catenin
nur im Paraffinschnitt moglich ist [74, 75].

Um mit der neuen immunhistochemischen Farbemethode i(ber einen langen Zeitraum stabile
Farbeergebnisse zu erhalten und somit die Expression von CD97 in den einzelnen Gewebeproben valide
miteinander vergleichen zu kénnen, spielte die Auswahl geeigneter Primar-Antikdrper eine entscheidende
Rolle. Es wurden mehrere kommerziell verfligbare CD97-Antikbérper getestet. Letztendlich entsprach nur
der CD97_AK®6 diesen Anforderungen. Die Ubrigen untersuchten CD97-Antikdrper zeigten entweder eine
unspezifische Markierung von CD97 (CD97_AK1), eine im Verlauf zunehmende Aktivitatsabnahme
(CD97_AK2 und -3) oder erkannten CD97 gar nicht (CD97_AK4) bzw. nicht im Paraffinschnitt
(CD97_AKS5). Fir B-catenin war mit dem B-catenin_AK1 ein stabiler und zuverlassiger Antikorper fir die
Immunhistochemie vorhanden.

6.2 Nachweis von CD97 in Kryostat- und Paraffin-eingebetteten Geweben

Nach Etablierung der neuen immunhistochemischen Farbemethode und der Auswahl der geeigneten
Antikérper wurde zuerst evaluiert, ob sich die Ergebnisse der immunhistochemischen Darstellung von
CD97 in Kryo-konservierten kolorektalen Geweben [141] in Paraffin-eingebetteten Proben reproduzieren
lassen.

Im Gegensatz zu den Ergebnissen in den Kryostat-Schnitten von Steinert et al. lasst sich CD97 in allen in
Paraffin-eingebetteten Proben des Normalgewebes nachweisen. CD97 ist in normalen kolorektalen Zellen
in den lateralen Zellkontakten, aber auch im Zytoplasma lokalisiert.

Wir konnten zeigen, dass es zu Anderungen der Lokalisation von CD97 innerhalb der maligne
transformierten Zellen kommt. In den kolorektalen Karzinomzellen zeigten sich eine signifikante Steigerung
der Expression von CD97 im Zytoplasma und eine Abnahme der Expression von CD97 im Bereich der
lateralen Zellkontakte. Bei Steinert et al. zeigte sich eine Zunahme der Expression von CD97 in
kolorektalen Karzinomzellen. Bei diesem Vergleich der Ergebnisse dieser Studie und der Arbeit von
Steinert et al. ist zu beachten, dass wir in der hier vorliegenden Studie die einzelnen Zellkompartimente
(laterale Zellkontakte, Zytoplasma und Zellkern) getrennt voneinander betrachtet haben. Dies erlaubte uns
eine detailliertere Untersuchung der Expression von CD97 und zeigte, dass es im Zytoplasma der maligne
transformierten kolorektalen Zellen zu einer Zunahme der Expression von CD97 kommt, parallel aber eine
verminderte Expression von CD97 in den lateralen Zellkontakten dieser Zellen nachzuweisen ist.

Bei 61 von 111 Gewebeproben kommen vor der Invasionsfront des Tumors isoliert liegende Zellen,
sogenannte scattered Tumorzellen vor. Dieses Phanomen wird auch als tumor budding bezeichnet.
Allerdings gibt es keinen signifikanten Unterschied der Expression von CD97 in diesen scattered
Tumorzellen im Vergleich zu Zellen im Zentrum des jeweiligen Karzinoms. In den Kryostat-Schnitten von
Steinert et al. zeigte sich hingegen eine hodhere Expression von CD97 in genau diesen scattered
Tumorzellen im Vergleich zu Zellen im Tumorzentrum. Da es in dieser Studie keinen signifikanten
Unterschied der Expression von CD97 zwischen den scattered Tumorzellen und Karzinomzellen im
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Tumorzentrum gibt, konnten wir keine Zusammenhéange in Bezug auf die klinischen Parameter herstellen.
Daher lasst sich das Ergebnis von Steinert et al., dass Karzinome mit einer erhéhten Expression von CD97
in den scattered Tumorzellen ein héheres Tumorstadium und eine erhéhte Lymphgefallinvasion gegeniiber
Karzinomen mit uniformen Farbeverhalten von CD97 aufweisen, hier nicht bestétigen.

Die aufgefuhrten Unterschiede der immunhistochemischen Ergebnisse dieser Studie und der
Untersuchung von Steinert et al. lassen sich mdglicherweise darauf zuriickfiihren, dass die Gewebe in
dieser Studie in Paraffin eingebettet worden sind, wéhrend bei Steinert et al. gefrorene Kryostat-Schnitte
verwendet wurden. Durch die Einbettung in Paraffin und der anschlieBenden Fixierung lasst sich die
Gewebearchitektur besser erhalten und speichern als bei Gefrierschnitten. Es ist jedoch zu beachten, dass
bei den Fixierungsprozessen wahrend der Einbettung in Paraffin manche Antigene verandert bzw. zerstort
werden und sich somit der Markierung wahrend der Immunhistochemie entziehen kdénnten. Deswegen
wurde in dieser Studie ein Antigen-Retrieval durchgefiihrt, um die Epitope die durch die Fixierungsprozesse
verloren gegangen sind, zurlickzugewinnen. Als klassisches Beispiel fir enorme Unterschiede im
Farbeergebnis zwischen Kryostat-Schnitten und in Paraffin eingebetteten Geweben ist B-catenin zu
nennen. Die nukledre Akkumulation von B-catenin in kolorektalen Karzinomzellen ist nur in Paraffin-
eingebetteten Geweben nicht aber in Kryostat-Schnitten immunhistochemisch nachzuweisen [75]. Eine
weitere mogliche Ursache der unterschiedlichen Ergebnisse kdnnte die Verwendung verschiedener CD97
Antikorper sein. In dieser Arbeit wurde der HPA013707-Antikorper (Tab. 3) verwendet. Es handelt sich um
einen polyklonalen Antikérper der gegen das Precursor recombinant protein epitope signature tag (PrEST)
im N-terminalen Fragment von CD97 gerichtet ist. In der Arbeit von Steinert et al. wurde der monoklonale
CLB-CD97/3-Antikdrper benutzt. CLB-CD97/3 erkennt die GAIN-Doméane von CD97 (friiher stalk region).
CLB-CD97/3 funktioniert nicht in Paraffin-eingebetteten kolorektalen Geweben. Mdglicherweise ist das
Epitop durch die Fixierungsprozesse der Einbettung in Paraffin verborgen und somit flir den monoklonalen
Antikorper nicht zuganglich. Letztendlich erkennen die in beiden Untersuchungen verwendeten CD97
Antikorper unterschiedliche Epitope von CD97, was sich somit in unterschiedlichen Farbeergebnissen
widerspiegeln kann.

6.3 Lokalisation von CD97 und B-catenin im kolorektalem Karzinom

In unserer Arbeitsgruppe wurde bereits die Funktion von CD97 in normalen intestinalen Epithelzellen in
transgenen Mausen untersucht. Im Gegensatz zu humanen Enterozyten ist CD97 in murinen Enterozyten
gar nicht bzw. nur schwach exprimiert [152]. Eine Uberexpression von CD97 in normalen intestinalen
Epithelzellen von diesen transgenen Mausen fihrt zur Akkumulation von nicht-phosphoryliertem
membrangebundenem B-catenin in adherens junctions, wodurch diese Zellkontakte stabilisiert werden und
die Tiere im Modell der DSS-induzierten Kolitis kaum erkranken [139]. In dieser Arbeit konnten wir in
humanen kolorektalen Epithelzellen einen Expressionsgradienten von CD97 entlang der Krypt-Villus-
Achse, mit starker Expression im Kryptenbereich und schwacherer Expression in apikalen Bereichen,
zeigen. Passend dazu wird nicht-phosphoryliertes membrangebundenes 3-catenin in Kryptengrund-nahen
Enterozyten starker exprimiert als in luminalen Enterozyten [147]. Dies ist ein weiterer Hinweis auf eine
wahrscheinliche Interaktion von CD97 und nicht-phosphoryliertem membrangebundenem [3-catenin.
Ebenfalls passend zum hier gezeigten Expressionsgradienten von CD97 entlang der Krypt-Villus-Achse
und der Regeneration der Enterozyten aus Kryptengrund-nahen undifferenzierten intestinalen Stammzellen
konnte zuletzt gezeigt werden, dass der Vorgang der Apoptose durch CD97 inhibiert wird [148]. Hier
konnten wir nachweisen, dass in weiter luminal gelegenen Enterozyten die Expression von CD97 abnimmit.
Diese Beobachtung harmoniert mit der Tatsache, dass apoptotische Zelluntergange, im Sinne der
Homdostase der intestinalen Selbsterneuerung, in diesen Enterozyten zunehmen [108]. Dieses pro-
apoptotische Verhalten von CD97 koénnte eine wichtige Rolle beim Uberleben von Tumorzellen spielen.

Nun war zu klaren, ob und wie sich die Lokalisation von CD97 und [B-catenin in der kolorektalen
Karzinomzelle im Vergleich zur normalen Zelle verandert. CD97 und B-catenin werden sowohl in benignen
als auch in malignen humanen kolorektalen Zellen exprimiert. Dabei kommt es simultan zu
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charakteristischen Anderungen der Lokalisation beider Molekiile. In humanen kolorektalen Normalgeweben
sind CD97 und B-catenin in den lateralen Zell-Zellkontakten kolokalisiert. In den malignen Zellen kommt es
dann zu einer simultanen Verminderung der Expression beider Molekile in den lateralen Zell-Zellkontakten
und gleichzeitig zu einer parallelen Zunahme der Expression von CD97 und (-catenin im Zytoplasma. Nur
B-catenin erscheint dann in den kolorektalen Karzinomzellen im Zellkern. Dieses simultane Auftreten von
CD97 im Zytoplasma und von B-catenin im Zellkern maligner kolorektaler Zellen korreliert mit dem
Auftreten von scattered Tumorzellen. Es wird davon ausgegangen, dass diese scattered Tumorzellen
Karzinomzellen darstellen, die eine epitheliale-mesenchymale Transition (EMT) durchlaufen haben und
somit wesentlich an der Progression epithelialer Tumore beteiligt sind. Die scattered Tumorzellen, auch als
tumor buds bezeichnet, besitzen hypo-proliferative [150] und apoptotische Eigenschaften [151]. In
Ubereinstimmung dazu konnte zuletzt gezeigt werden, dass CD97 apoptotische Vorgange in Tumorzellen
inhibiert [148]. Steinert et al. zeigte eine Uberexpression von CD97 in genau diesen scattered Tumorzellen
[141]. Diese Beobachtung und dass B-catenin ebenfalls in diesen scattered Tumorzellen verstarkt im
Zellkern lokalisiert ist [145], implizierte, dass CD97 ein direktes B-catenin/Tcf-Zielgen im fehlregulierten
Wnt-Signalweg ist. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass in kolorektalen Karzinom-Zelllinien mit
induzierbarem dominant-negativen Tcf die CD97 mRNA-Level nicht durch Tcf beeinflusst werden. Die
CD97-Promotor-Aktivitat wird nicht durch Ko-Expression von Wildtyp oder S33A mutiertem B-catenin mit
Tcf-4 gesteigert. CD97 ist somit kein Zielgen des kanonischen Wnt-Signalweges [146].

Kirzlich konnten wir in unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass CD97 und [B-catenin in den lateralen Zell-
Zellkontakten miteinander interagieren. Dies konnte sowohl in kultivierten kolorektalen Tumorzellen als
auch in kolorektalen Gewebeschnitten nachgewiesen werden. Mittels des proximity ligation assay (PLA)
wurden innerhalb der Zell-Zellkontakte in benignen und malignen Zellen die meisten Interaktionspunkte von
CD97 und B-catenin nachgewiesen. Passend dazu ko-immunprazipitiert CD97 B-catenin in DLD-1-Zellen
und transgenen (Tg-villin-CD97) Zellen und umgekehrt. Diese Ko-Immunprazipitation von CD97 und (3-
catenin konnte mittels GST-pulldown bestatigt werden. Obwohl sich wie hier gezeigt die Expression von
CD97 und B-catenin in den lateralen Zell-Zellkontakten simultan vermindert und es sich gleichzeitig eine
parallele Zunahme der Expression von CD97 und B-catenin im Zytoplasma zeigt, kommt es zu keiner
nachweisbaren Interaktion beider Molekile im Zytoplasma. Passend dazu konnte auch nur in den lateralen
Zellkontakten eine Kolokalisation beider Molekile in der Immunfluoreszens gezeigt werden. Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass CD97 weder die Lokalisation noch die Expression von [(-catenin
beeinflusst.

Wie beschrieben stabilisiert CD97 die lateralen Zell-Zellkontakte im normalen Epithelgewebe. Im
Gegensatz dazu steht die Funktion von CD97 in malignen Geweben. Die Expression von CD97 korreliert
mit dem Vermodgen von kolorektalen Tumorzelllinien zur Serum-induzierten Migration und Invasion [141].
Die Serumkomponente Lysophosphatidsdure (LPS) induziert Zellmigration durch eine Dampfung der LPS-
Rezeptor Signaltransduktion tGber Ga12/13 und RhoA auf das Zytoskelett durch eine Interaktion mit CD97
[143]. Fir diese durch CD97 verstarkte Zellmigration ist das vollstandige CD97-Molekll notwendig, eine
Verkirzung der TM7-domain auf eine TM2-domain verhindert die verstarkte Migration [149]. Wie unl&ngst
gezeigt, verhindert diese Verkiirzung des CTF von CD97 ebenfalls die Interaktion von CD97 und -catenin.

Noch ist unklar, ob die beiden Funktionen von CD97, Zelladhasion und Regulation der Migration von
Tumorzellen, miteinander im Zusammenhang stehen. Die Reduktion von CD97 in den lateralen Zell-
Zellkontakten fihrt zum Auftreten von CD97 im Zytoplasma. Interessanterweise konnte in unserer
Arbeitsgruppe kirzlich gezeigt werden dass, CD97 nach Zerstorung dieser Zell-Zellkontakte schneller im
Zytoplasma erscheint als B-catenin. Dieser Fakt spricht mehr flr eine Translokation als fur eine
Akkumulation bzw. Hinderung des Transports von CD97 zur Zellmembran in Tumorzellen. Es konnte auch
gezeigt werden, dass nach dem Erscheinen von CD97 im Zytoplasma die Kolokalisation und somit auch
die Interaktion mit B-catenin nicht mehr nachweisbar ist. Somit stimuliert CD97 nicht die B-catenin-
abhangige TCF-vermittelte Aktivitat von Transkriptionsfaktoren und es kommt nicht zur Aktivierung von
Genen, die Proteine kodieren, welche u.a. die kolorektale Karzinogenese stimulieren.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass CD97 ein multifunktionales Protein ist, dass Uber eine Interaktion
mit B-catenin in adherens junctions in normalen Epithelzellen die Zell-Zelladh&sion reguliert und

andererseits Uber eine Interaktion mit dem LPS-Rezeptor eine wichtige Rolle in Signaltransduktionswegen
in Karzinomzellen spielt.

52



7. Zusammenfassung

Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades

Dr. med.

Der Adhéasions-GPCR CD97 interagiert in adherens junctions mit B-catenin

eingereicht von:

Norman Dietrich

angefertigt in:

Universitat Leipzig
Klinik und Poliklinik fur Viszeral-, Transplantations-, Thorax- und Gefal3chirurgie
Forschungslabore

LiebigstralRe 19,
04103 Leipzig; Germany

betreut von:

Prof. rer. nat. Gabriela Aust

Eingereicht im Februar 2017

CD97 ist ein G protein-coupled receptor der zu der Gruppe der Adhasions-GPCRs zuzuordnen ist. CD97
ist im normalen humanen Darmepithel in lateralen Zellkontakten lokalisiert. In transgenen Mausen, die
CD97 selektiv in normalen intestinalen Epithelzellen Gberexprimieren, werden die adherens junctions durch
Stabilisierung des nicht-phosphorylierten membran-gebundenen B-catenins verstarkt. Neben der
Epithelzellverband-stabilisierenden Funktion von [(-catenin in adherens junctions spielt B-catenin im
Zellkern als Aktivator von Transkriptionsfaktoren eine entscheidende Rolle in der kolorektalen
Karzinogenese. Diese unterschiedliche zellulare Verteilung wird tber den kanonischen Whnt-Signalweg
reguliert. CD97 wird in kolorektalen Karzinomen hochreguliert. Steinert et al. beschrieben, dass
insbesondere sogenannte scattered Tumorzellen an der Invasionsfront des kolorektalen Karzinoms CD97
im Vergleich zu Zellen im Tumorzentrum hoher exprimieren. Dieses Phanomen geht mit einem héheren
Tumorstadium und verstarkter LymphgefaRinvasion einher. In diesen Zellen wird B-catenin verstarkt im
Zytoplasma und im Zellkern exprimiert. Die histologische Lokalisation von CD97 im kolorektalen Normal-
und Karzinomgewebe lie3 zunachst vermuten, dass CD97 ein direktes B-catenin/Tcf-Zielgen im
fehlregulierten Wnt-Signalweg ist. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass CD97 kein Zielgen des
kanonischen Wnt-Signalweges ist.

In dieser Arbeit wird zum ersten Mal eine immunhistochemische Studie durchgefiihrt, die die Lokalisation
von CD97 und B-catenin in normalem und malignem kolorektalem Gewebe parallel vergleichend analysiert.

53



Bisher konnte CD97 nur im Kryostat-Schnitt immunhistochemisch dargestellt werden. Die
immunhistochemische Darstellung der nukledren Expression von B-catenin ist jedoch nur in Paraffin-
eingebetteten Geweben mdglich. Somit etablierten wir erstmals eine immunhistochemische Farbemethode,
die es erlaubt CD97 in Paraffin-eingebetteten humanen kolorektalen Geweben darzustellen. CD97 wird in
allen Schnitten des kolorektalen Normalgewebes exprimiert. Sowohl CD97 als auch B-catenin sind dabei
vorwiegend in den lateralen Zellkontakten aber auch im Zytoplasma der Zellen lokalisiert. Die Farbescores
von CD97 und B-catenin in den lateralen Zellkontakten der normalen Enterozyten korrelieren signifikant
miteinander. In kolorektalen Karzinomen verschwinden dann beide Molekile simultan aus diesen lateralen
Zellkontakten. Wahrend B-catenin daraufhin im Zytoplasma und den Zellkernen der Karzinomzellen
erscheint, ist die neu auftretende verstarkte Expression von CD97 auf das Zytoplasma der Karzinomzellen
beschrénkt. Dieses simultane Auftreten von CD97 im Zytoplasma und von B-catenin im Zellkern maligner
kolorektaler Zellen korreliert mit dem Auftreten von scattered Tumorzellen. Die scattered Tumorzellen, auch
als tumor buds bezeichnet, besitzen hypo-proliferative und apoptotische Eigenschaften.

Diese scattered Tumorzellen an der Invasionsfront der kolorektalen Karzinome unseres Kollektivs
exprimieren CD97 jedoch nicht starker als Zellen im Karzinomzentrum. B-catenin hingegen wird in diesen
scattered Tumorzellen vermehrt im Zytoplasma und in den Zellkernen exprimiert. Die Unterschiede der
Farbeergebnisse im Vergleich zur Arbeit von Steinert et al. sind zum einen auf die Verwendung von
Paraffin- statt Kryostat-Schnitten in unserer Studie und zum anderen auf die Nutzung verschiedener
Antikérper gegen CD97, die unterschiedliche Epitope erkennen, zurtickzuftihren.

Wir konnten einen Expressionsgradienten von CD97 entlang der Krypt-Villus-Achse, mit starker Expression
im Kryptenbereich und schwacherer Expression in apikalen Bereichen, zeigen. Passend dazu wird nicht-
phosphoryliertes membrangebundenes B-catenin in Kryptengrund-nahen Enterozyten starker exprimiert.
Dies ist ein weiterer Hinweis auf eine wahrscheinliche Interaktion von CD97 und nicht-phosphoryliertem
membrangebundenem B-catenin. Ebenfalls passend zum hier gezeigten Expressionsgradienten von CD97
entlang der Krypt-Villus-Achse und der Regeneration der Enterozyten aus Kryptengrund-nahen
undifferenzierten intestinalen Stammzellen konnte zuletzt gezeigt werden, dass der Vorgang der Apoptose
durch CD97 inhibiert wird. Hier konnten wir nachweisen, dass in weiter luminal gelegenen Enterozyten die
Expression von CD97 abnimmt. Diese Beobachtung harmoniert mit der Tatsache, dass apoptotische
Zelluntergange, im Sinne der Homoostase der intestinalen Selbsterneuerung, in diesen Enterozyten
zunehmen. Dieses apoptotische Verhalten von CD97 konnte eine wichtige Rolle beim Uberleben von
Tumorzellen spielen.

Kirzlich konnten wir in unserer Arbeitsgruppe zeigen, dass CD97 und [B-catenin in den lateralen Zell-
Zellkontakten miteinander interagieren. Passend dazu ko-immunprazipitiert CD97 B-catenin in DLD-1-
Zellen und transgenen (Tg-villin-CD97) Zellen und umgekehrt. Obwohl sich wie hier gezeigt die Expression
von CD97 und B-catenin in den lateralen Zell-Zellkontakten simultan vermindert und es sich gleichzeitig
eine parallele Zunahme der Expression von CD97 und 3-catenin im Zytoplasma zeigt, kommt es zu keiner
nachweisbaren Interaktion beider Molekile im Zytoplasma. Passend dazu konnte auch nur in den lateralen
Zellkontakten eine Kolokalisation beider Molekile in der Immunfluoreszens gezeigt werden. Es konnte
ebenfalls gezeigt werden, dass CD97 weder die Lokalisation noch die Expression von [(-catenin
beeinflusst.

Wie beschrieben stabilisiert CD97 die lateralen Zell-Zellkontakte im normalen Epithelgewebe. Im
Gegensatz dazu steht die Funktion von CD97 in malignen Geweben. Die Expression von CD97 korreliert
mit dem Vermogen von kolorektalen Tumorzelllinien zur Serum-induzierten Migration und Invasion. Die
Serumkomponente Lysophosphatidsaure (LPS) induziert Zellmigration durch eine Dampfung der LPS-
Rezeptor Signaltransduktion tber Ga12/13 und RhoA auf das Zytoskelett durch eine Interaktion mit CD97.
Fir diese durch CD97 verstarkte Zellmigration ist das vollstdndige CD97-Molekil notwendig. Wie unlangst
gezeigt, verhindert die Verkiirzung des CTF von CD97 ebenfalls die Interaktion von CD97 und B-catenin.

Noch ist unklar, ob die beiden Funktionen von CD97, Zelladhasion und Regulation der Migration von
Tumorzellen, miteinander im Zusammenhang stehen. Die Reduktion von CD97 in den lateralen Zell-
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Zellkontakten fuhrt zum Auftreten von CD97 im Zytoplasma. Interessanterweise konnte zuletzt in unserer
Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass CD97 nach Zerstorung dieser Zell-Zellkontakte schneller im
Zytoplasma erscheint als p-catenin. Dieser Fakt spricht mehr fir eine Translokation als fir eine
Akkumulation bzw. Hinderung des Transports von CD97 zur Zellmembran in Tumorzellen. Es konnte
gezeigt werden, dass nach dem Erscheinen von CD97 im Zytoplasma die Kolokalisation und somit auch
die Interaktion mit B-catenin nicht mehr nachweisbar ist. Somit stimuliert CD97 nicht die [B-catenin-
abhangige TCF-vermittelte Aktivitat von Transkriptionsfaktoren und es kommt nicht zur Aktivierung von
Genen, die Proteine kodieren, welche u.a. die kolorektale Karzinogenese stimulieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass CD97 ein multifunktionales Protein ist, dass Uber eine Interaktion
mit B-catenin in adherens junctions in normalen Epithelzellen die Zell-Zelladhasion reguliert und
andererseits Uber eine Interaktion mit dem LPS-Rezeptor eine wichtige Rolle in Signaltransduktionswegen
in Karzinomzellen spielt.
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