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Einleitung

I EINLEITUNG

Die Rolle der Mastzelle bei Uberempfindlichkeitsreaktionen ist hinreichend ge-
klart, wahrend iiber ihre Rolle im Rahmen neoplastischer Erkrankungen bis heute
Kontroversen bestehen (OLDFORD & MARSHALL, 2015). Obgleich bekannt ist,
dass phanotypisch und funktional heterogene Mastzellpopulationen im Organismus
existieren und insbesondere die Mastzellen des Intestinaltraktes sich von denen an-
derer Korpergewebe unterscheiden (GURISH & AUSTEN, 2012), konnte die Rolle
der Mastzellen im Rahmen der intestinalen Karzinogenese bis dato nicht abschlie-
Bend geklart werden. Die Analyse des immunologischen Tumormikromilieus, in
seiner Gesamtheit bestehend aus Gefillen, Immunzellen, Stroma und Tumorzellen,
wird mit Beginn der Ara der Immuntherapie jedoch zunehmend bedeutender
(HODGES et al., 2012; OLDFORD & MARSHALL, 2015).

Das kolorektale Karzinom ist weltweit die dritthdufigste humane Krebserkrankung
und der zweithdufigster Grund krebsbedingter Todesfdlle (SUNG et al., 2021) mit
bis zum Jahre 2030 geschitzt 2,2 Millionen Neuerkrankungen (ARNOLD et al.,
2017) und somit eine Erkrankung von hoher soziookonomischer Relevanz. Nach
wie vor sind genetisch modifizierte Mausmodelle die am haufigsten angewandten
Tiermodelle zur experimentellen Erforschung der humanen intestinalen Karzinoge-
nese (JACKSTADT & SANSOM, 2016). Im Gegensatz zur hoch komplexen, hete-
rogenen spontanen intestinalen Karzinogenese innerhalb des humanen und felinen
Organismus konnen mittels experimentell induzierter Neoplasien lediglich schritt-
weise einzelne molekulare Mechanismen und immunologische Eigenschaften un-
tersucht werden (CHEON & ORSULIC, 2011). Sowohl die histomorphologische
Architektur (WARD et al., 2022) als auch die Mastzellinfiltration intestinaler
Neoplasien des Menschen kdnnen jedoch markante Differenzen zur Maus aufwei-
sen. Obwohl ein und dieselbe Zellart, sind Mastzellen verschiedener Spezies stets
genauso heterogen wie das speziesspezifische Immunsystem. Wihrend diese in der
Maus und dem Menschen zwar separat erforscht wurden, jedoch weniger oft direkt
vergleichend (BISCHOFF, 2007), ist tiber die Mastzellheterogenitét des felinen In-
testinaltraktes bis dato nur wenig bekannt.

Ziel dieser Studie war es, einen dezidierten Vergleich des Phénotyps der mukosalen

Mastzellsubpopulationen im rdumlichen Kontext intestinaler (Pré-)Neoplasien, d.h.
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in Adenomen bzw. Karzinomen, von verschiedenen, in der biomedizinischen For-
schung hdufig angewandten, genetisch modifizierten Mausmodellen der intestina-
len Karzinogenese mit spontanen humanen sowie felinen Neoplasien anzustellen.
Die deskriptive immunphénotypische Charakterisierung und topografische Kartie-
rung von Mastzellsubpopulationen in intestinalen Adenomen und Karzinomen soll
die Rolle dieser spezifischen Zellpopulation im Rahmen der intestinalen Karzino-
genese speziesvergleichend prizisieren und somit einen positiven Beitrag zur kom-
parativen pathoonkologischen Forschung sowie zur mdglichen ErschlieBung neuer

Therapieansitze bei Darmkrebs leisten.
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11 LITERATURUBERSICHT

1 Die Mastzelle

Bereits im Jahre 1878 entdeckte der Mediziner Paul Ehrlich die Mastzelle (MZ) im
Rahmen der Forschung fiir seine Promotionsarbeit. Sie stach ihm durch die auffal-
lige Anfarbung ihrer zytoplasmatischen Granula ins Auge. Da er sie erstmals bei
wohlgendhrten, gemadsteten Tieren entdeckte, nannte er sie ,,Mastzelle®
(EHRLICH, 1878). Seit nun iiber 140 Jahren wird an MZ und ihrer fortwidhrend
komplexer erscheinenden, facettenreichen Rolle im Immunsystem in Zusammen-
hang mit allergischen, entziindlichen, autoimmunen, parasitéren und neoplastischen
Erkrankungen geforscht.

Mastzellen entwickeln sich aus hd@matopoetischen Stammzellen des Knochen-
marks. Bevor sie in den Blutkreislauf {ibergehen, differenzieren sie partiell aus und
gelangen als zirkulierende CD34" Vorlduferzellen anschlieBend zu ihren Wirkorten
in der Korperperipherie, wo sie sodann final ausdifferenzieren (SCHWARTZ,
2001; FROSSI et al., 2018). Physiologischerweise sind MZ am hiufigsten in Haut,
Darm, Lunge sowie der nasalen, pharyngealen und konjunktivalen Mukosa lokali-
siert (IRANI & SCHWARTZ, 1994). AuBBerdem akkumulieren MZ in pathologisch
verdnderten Geweben, denen eine primar entziindliche (FROSSI et al., 2019), au-
toimmune (BOECKXSTAENS, 2015), allergische (MENZIES-GOW et al., 2004),
parasitire (VOGEL et al., 2018) oder neoplastische (FLORES DE LOS RIOS et al.,
2020) Genese zugrunde liegt.

Mastzellen sind Teil des angeborenen Immunsystems und interagieren zudem mit
Zellen des adaptiven Immunsystems, v.a. T- und B-Zellen (ALBERT-BAYO et al.,
2019). Thre Rolle bei Uberempfindlichkeitsreaktionen vom Typ I (IgE-vermittelte
Allergie vom Soforttyp, Anaphylaxie) ist bekannt. Hierbei wird unmittelbar durch
die Bindung von IgE an IgE-bindende Fc-Zellmembran-Rezeptoren (FceRI) eine
mastzellulire Degranulation ausgeldst. Diese fiihrt u.a. zur Anderung von GefiBto-
nus und -permeabilitit (z.B. durch Histamin), zu Motilititsdnderungen bzw. Spas-
men der glatten Muskulatur, zur chemotaktischen Anziehung weiterer Inmunzellen
(z.B. durch Interleukine (IL)), zu Gewebeumbau sowie zu Gerinnungsstorungen

(z.B. durch Heparin) (BISCHOFF, 2007).
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Weiterhin fungieren MZ im Rahmen der Abwehr von Bakterien, Parasiten und to-
xischen Substanzen als Wichterzellen an mukosalen Oberflichen und wirken so-
wohl direkt antimikrobiell (z.B. durch Abgabe von MZ-Proteasen) als auch immun-
antwortverstirkend (pro-immunogen) (DUDECK et al., 2019).

Seit langem ist bekannt, dass MZ eine wandelbare und heterogene Zellpopulation
darstellen (HARDY & WESBROOK, 1895; ENERBACK, 1986). Auf dieser Basis
wurden in Maus und Mensch MZ-Subpopulationen klassifiziert (ENERBACK,
1966a; WEIDNER & AUSTEN, 1993). Im Intestinaltrakt findet sich eine der groB-
ten Mastzellpopulationen des Korpers (IRANI & SCHWARTZ, 1994). Im Kontext
intestinaler Parasitosen der Maus wurde das vermehrte Auftreten einer speziellen
Mastzellsubpopulation, der intra- oder interepithelialen MZ, beschrieben
(SCUDAMORE et al., 1997; VOGEL et al., 2018). Gounaris et al. (2007) fanden
dieselbe Subpopulation in intestinalen Adenomen transgener Mausmodelle und

nannten sie intraepithelial mast cells (GOUNARIS et al., 2007).

1.1 Mastzellnomenklatur
Die MZ-Nomenklatur variiert zwischen Nager und Mensch. Im murinen' Intesti-
num wird historisch am hiufigsten die folgende, topografisch sowie an Fixations-

und Firbeeigenschaften orientierte, dichotome Klassifikation angewandt:

- Bindegewebsmastzellen (BGMZ) (Connective Tissue Mast Cells
(CTMCs)), welche in der Submukosa und der Tunica muscularis lokalisiert
sind und Tryptasen, Chymasen sowie Carboxypeptidase A, Heparin und v.a.
Histamin enthalten (ENERBACK, 1966a; WELLE, 1997; PEJLER et al.,
2007).

- Schleimhautassoziierte bzw. mukosale MZ (MMZ) (Mucosal Mast Cells
(MMCs)), welche in der Tunica mucosa lokalisiert sind und vorwiegend
Chymasen enthalten (ENERBACK, 1966a; WELLE, 1997; PEJLER et al.,
2007).

Im Menschen werden demgegeniiber generell gemill immunphénotypischer Gra-

nulaausstattung die folgenden MZ-Subpopulationen definiert:

- Tryptase-positive-Chymase-negative (MZr)

! Der Begriff ,,murin“ meint in dieser Arbeit ,,die Maus betreffend*.
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- Tryptase-positive-Chymase-positive (MZtc)
- Chymase-positive-Tryptase-negative (MZc)

Mastzellen (WEIDNER & AUSTEN, 1993; SCHWARTZ, 1994; PEJLER
et al., 2007).

Wihrend in der humanen intestinalen Mukosa MZt dominieren, herrschen MZtc
in der intestinalen Submukosa vor (IRANI et al., 1986; WEIDNER & AUSTEN,
1993). MZc wurden bis heute nur selten mittels Immunfluoreszenz als isolierter
Subtyp identifiziert (WEIDNER & AUSTEN, 1993), sie werden deshalb in der Li-
teratur zumeist nicht aufgefiihrt (WELLE, 1997). Uberwiegend wird die humane
MZ-Nomenklatur auch im kaninen und felinen Kontext angewandt (KUBE et al.,

1998; NOVIANA et al., 2001).

1.2 (Immun-)Histologische Charakteristika der intestinalen Mastzelle

Um die mastzelluldre Rolle bei physiologischen sowie pathologischen immunolo-
gischen Vorgingen des Intestinaltraktes erforschen zu konnen, ist die Kenntnis (im-
mun-)histologischer Charakteristika der intestinalen MZ, v.a. wihrend der priana-
lytischen, analytischen und postanalytischen Phase der Immunhistochemie (IHC)
(RAMOS-VARA & MILLER, 2014), essenziell. Denn nach initialer, standardmé-
Biger Formalinfixierung (d.h. in geséttigter, wéssriger, i1.d.R. 10%iger Losung aus
Formaldehyd 4 % (v/v), neutral gepuffert) des Gewebes lassen sich intestinale
MMZ histochemisch (z.B. mittels Toluidinblau (TB)) nicht mehr zuverldssig iden-
tifizieren (ENERBACK, 1966a, 1966b). Dementgegen sind sie gut firbbar, wenn
sie zuvor mit Carnoy’scher Fixierlosung (bestehend aus Ethanol, Chloroform und
Eisessig) oder Bleiacetat fixiert wurden (ENERBACK, 1966a). Die Aziditit der
Carnoy’schen Fixierlosung vereinfacht ionische Wechselwirkungen zwischen den
Glykosaminoglykanen (GAG) der MZ-Granula und basischen, kationischen Farbe-
16sungen (UVNAS et al., 1970; STROBEL et al., 1981). Von Paul Ehrlich einge-
fihrt, beschreibt die ,,Metachromasie‘ die Charakteristik der MZ, sich in einem an-
deren Farbton als jenem des verwendeten Féarbemittels anzufdrben (d.h. mit TB eine
rote bis violette Anfarbung der MZ-Granula). Bald darauffolgend fanden Holmgren
und Wilander (1937) heraus, dass in erster Linie das Heparin, ein GAG, fiir die
mastzellulare Eigenschaft der Metachromasie verantwortlich ist (HOLMGREN &
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WILANDER, 1937; RIBATTI, 2018). Dementsprechend tragt das fehlende Hepa-
rin in murinen MMZ (siehe Tabelle 1) zu deren unzureichender histochemischer
Darstellbarkeit nach Formalinfixierung bei (WELLE, 1997).

Eine immunhistochemische Detektion von MZ-spezifischen Antigenen ist durch
hitzetechnische oder enzymatische Vorbehandlung der Gewebsschnitte und der da-
mit verbundenen Antigendemaskierung jedoch auch nach standardmaBiger Gewe-
befixierung in Formalin moglich (RAMOS-VARA & MILLER, 2014). Monoklo-
nale Primédrantikdrper sind ausreichend sensitiv, um auch noch kleinste Mengen an
MZ-spezifischen Proteasen detektieren zu konnen, selbst dann, wenn die MZ sich
in einem degranulierten Stadium befindet (ANFINSEN et al., 2014) oder das intes-
tinale Gewebe teils unzureichend fixiert ist (VOGEL et al., 2018).

Des Weiteren ist eine unspezifische immunhistochemische Positivitit der MZ in
Mensch, Maus und Katze beschrieben (RUCK et al., 1990; SCHILTZ et al., 1993;
HARLEY et al., 2002). Da eine Bindung des antigenbindenden Antikorper-Frag-
ments (Fab) an Heparin als ursédchlich fiir die unspezifische immunhistochemische
Positivitdt von MZ identifiziert wurde (SCHILTZ et al., 1993), sind lediglich MZ,
die Heparin enthalten immunhistologisch unspezifisch positiv. Eine Préinkubation
des Objekttragers mit Heparinase oder des Antikdrpers (AK) mit Heparin fiihrt zur
Elimination unspezifischer AK-MZ-Bindung. Das Mitfiihren geeigneter immunhis-
tologischer Positiv- sowie Negativkontrollen ist daher im Rahmen MZ-untersu-
chender Studien, welche sich immunhistochemischer Methoden bedienen, essenzi-

ell (HARLEY et al., 2002; RAMOS-VARA & MILLER, 2014).

1.3 Mastzellgranula

Ihre immunologischen Effekte iiben MZ mittels Ausschiittung ihrer Granula
(Degranulation) bzw. bestimmter Botenstofte, welche sich in ihrem Zytoplasma be-
finden, aus. Mastzellgranula bestehen aus praformierten, gespeicherten Mediatoren
(u.a. Histamin, Proteasen, Proteoglykane (PG), Zytokine) (PEJLER et al., 2010).
Andere effektive Botenstoffe werden nach MZ-Aktivierung de novo synthetisiert
(u.a. Wachstumsfaktoren oder Zytokine wie IL) (METCALFE et al.,, 1997;
KALESNIKOFF & GALLI, 2008; RONNBERG et al., 2012).

Das mastzelluldre PG Serglycin, mit seinen variablen GAG-Seitenketten (Heparin

bzw. Chondroitinsulfate (CS)), fungiert als essenzielle Tragerstruktur fiir Proteasen
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(z.B. Tryptase) und biogene Amine (z.B. Histamin) und beeinflusst deren enzyma-
tische bzw. biologische Eigenschaften auch nach Freisetzung aus der Mastzelle
(RONNBERG et al., 2012; MULLOY et al., 2017). Das MZ-populationsspezifi-
sche, dynamische GAG- und Proteasenprofil, sowie ein variables Set an Zytokinen,
Chemokinen und Wachstumsfaktoren, erklért u.a. die Involvierung von MZ in eine
Vielzahl hochst diverser immunologischer Prozesse. Dabei ist die MZ eine Zelle
von hochster Plastizitit (DA SILVA et al., 2014). Das gewebespezifische Mikro-
milieu beeinflusst die MZ-Differenzierung. In Abhéngigkeit von milieuspezifi-
schen Anforderungen dndern murine MMZ bspw. im Verlauf einer intestinalen In-
fektion mit Trichinella spiralis ihr granuldres Proteasenprofil reversibel, und in Ab-
hingigkeit von ihrer Lokalisation innerhalb der intestinalen Mukosa, hin zu einem
Mastzell-Chymase (MZC) dominierten ieMMZ-Phéanotyp (FRIEND et al., 1996;
FROSSI et al., 2018).

Tabelle 1 fasst ausgewihlte granuldre Eigenschaften der murinen MZ-Subtypen
(MMZ und BGMZ) zusammen, Tabelle 2 jene der humanen Subtypen (MZc, MZrt
und MZrc).
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Tabelle 1 | Ausgewdhlte granuldre Eigenschaften der Mastzellsubtypen der Maus.
Modifiziert nach Schwartz (1994) und Welle (1997) (SCHWARTZ, 1994; WELLE,

1997).

MMZ BGMZ Referenzen

Proteasen

mMCP-4

(a-Chymase) (SCHWARTZ, 1994)
Tryptasen - mMCP-6, mMCP-7 (PEJLER et al., 2007)
Carboxypep- ) Carboxypeptidase
tidase A
Biogene Amine
Histamin + (SCHWARTZ, 1994)
Serotonin -
Proteoglykan-Seitenketten
Heparin - +
Chrondroitinsul- CSE i (SCHWARTZ, 1994)
fat (CS)

MMZ: Mukosale Mastzelle; BGMZ: Bindegewebsmastzelle; mMCP: murine Mast
Cell Protease; - nicht enthalten; + enthalten

Tabelle 2 | Ausgewihlte granuldre Eigenschaften der Mastzellsubtypen des Men-
schen. Modifiziert nach Irani & Schwartz (1994) und Welle (1997) (IRANI &
SCHWARTZ, 1994; WELLE, 1997).

MZc MZy MZrc Referenzen
Proteasen
Chymasen Chymase 1 + Chymase 1
Y Y ®) Y (WEIDNER &
Tryptasen (6] o,  (I-IIN) | o, B (I-11T) AUSTEN, 1993)
Carboxypep- 4 . (IRANI &
_ (PEJLER et al., 2010)
Cathepsin G ? - +
Biogene Amine
. . IRANI &
? (
Histamin : - - SCHWARTZ, 1994)
Proteoglykan-Seitenketten
Heparin ? + +
— (IRANI &
Chrondroitinsul- o CS A E CS A E SCHWARTZ, 1994)
fat (CS) ' ’ ’

MZc: Chymase-positive-Tryptase-negative Mastzelle; MZr: Tryptase-positive-
Chymase-negative Mastzelle; MZrc: Tryptase-positive-Chymase-positive Mastzelle;
- nicht enthalten; + enthalten; (+) selten und relativ geringfiigig enthalten; ? fraglich
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1.3.1 Tumorassoziierte funktionelle Aspekte mastzelluliarer Proteasen
Mastzelluldre Proteasen beeinflussen die Tumorangiogenese (COUSSENS et al.,
1999; MAURO et al., 2008; DE SOUZA et al., 2012), den physiologisch geordne-
ten Epithelzellverband der intestinalen Mukosa (ALBERT-BAYO et al., 2019) so-
wie das Tumorwachstum (RIBATTI & CRIVELLATO, 2012). Im Folgenden sol-
len insbesondere bereits bekannte, funktionell regulierende Aspekte der beiden
MZ-spezifischen Proteasen Tryptase (MZT) und Chymase (MZC) dargestellt wer-
den.

Das Enzym MZT aktiviert nach seiner Freisetzung den Protease-aktivierten Rezep-
tor 2 (PAR-2) (COMPTON et al., 2001), der sowohl auf Endothel- als auch auf
intestinalen Epithelzellen exprimiert wird (BUENO & FIORAMONTI, 2008;
MARECH et al., 2014). Mittels einer deskriptiven immunhistochemischen Studie
visualisierten Malfettone et al. (2013) einen positiven Zusammenhang zwischen ei-
nem erhohten Vorkommen von MZT und epithelialer PAR-2 Expression humaner
Kolonkarzinomzellen (MALFETTONE et al., 2013). Bereits frithere Studien haben
gezeigt, dass die MZT iiber PAR-2-vermittelte Aktivierung des MAPK-Signalwe-
ges einen proliferationsfordernden Einfluss auf Kolonkarzinomzellen austibt
(JIKUHARA et al., 2003; YOSHII et al., 2005). Dariiber hinaus ist eine direkt
epithelschiadigende Wirkung (bei hohen MZT-Konzentrationen, in vitro) beschrie-
ben (LI et al., 2015). Die Ausschiittung von MZT kann weiterhin direkt (an En-
dothelzellen) (BLAIR et al., 1997; DE SOUZA et al., 2012) oder indirekt (z.B.
durch Umbau der extrazelluldren Matrix (EZM) oder Aktivierung von Fibroblasten
im Rahmen von Neovaskularisation) (COUSSENS et al., 1999) pro-angiogen wir-
ken (DE SOUZA et al., 2015).

Auch die MZC wirkt pro-angiogen, jedoch erscheint diese Wirkung weniger effek-
tiv als jene der MZT (COUSSENS et al., 1999; DE SOUZA et al., 2015). Zudem
hat die MZC proliferationsregulierende und matrixmodellierende Effekte. Durch
Aktivierung von MMP-9 beeinflusst sie den Ab- und Umbau der EZM indirekt
(FANG et al., 1996; COUSSENS et al., 1999). Jiang et al. (2017) bestétigten dies,
indem sie zeigten, dass aktive MZC in Lungenkarzinomzelllinien in vitro die MMP-
9 Expression verstarkt und deren Freisetzung fordert. Zuséatzlich bewirkt die MZC
durch Spaltung von E-Cadherin den Verlust von Zell-Zelladhédsionen und begiins-
tigt folglich Tumorzellablosung bzw. Metastasierung (JIANG et al., 2017). Insbe-

sondere der MZC werden pro-immunogene Effekte bzw. die Rekrutierung von
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neutrophilen und eosinophilen Granulozyten, von Lymphozyten und Makrophagen

zugeschrieben (HE & WALLS, 1998).

1.3.2  Schleimhautassoziierte Mastzellsubtypen

Da sich die mastzellulire Proteasenexpression in Abhédngigkeit des pathophysiolo-
gischen Immunmilieus dynamisch verdndern kann, ist eine reine Klassifizierung
des MZ-Phénotyps gemil3 Proteasengehalt, wie sie bei humanen MZ standardma-
Big angewandt wird, mehr als ein plastischer, denn als ein final ausdifferenzierter
Zustand zu interpretieren (ALBERT-BAYO et al., 2019).

Lange waren im murinen Organismus nur 2 Gruppen von MZ bekannt. Lennart
Enerbiack definierte in Nagern gemaf ihrer topografischen Lage BGMZ und MMZ,
welche sich auch durch ihre Férbe- und Fixierungseigenschaften unterschieden
(ENERBACK, 1966b, 1966a). In einer aktuellen Studie von Vogel et al. (2018), in
welcher das Vorkommen von MZ im Darm nematodeninfizierter versus uninfizier-
ter Mduse untersucht wurde, wird diese dichotome Klassifikation auf immunhisto-

chemischer Basis um 2 MMZ-Subpopulationen erweitert:

- Interepitheliale (zwischen den Epithelzellen liegende) mukosale MZ
(ieMMZ) (interepithelial Mucosal Mast Cells, ieMMCs), vormals auch
Globule Leukocytes (GLs), positiv fliir murine Mastzellprotease-1 (mMCP-
1/MCPT1)

- Lamina propria-assoziierte mukosale MZ (IpMMZ) (lamina proprial Mu-
cosal Mast Cells, [pMMCs), positiv fiir murine Mastzellprotease-4 (mMCP-
4/MCPT4)

(VOGEL et al., 2018) (Abbildung 1).

10
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Abbildung 1 |(A) Schematische und (B-D) korrespondierende histologische Dar-
stellung intestinaler Mastzellsubtypen der Maus. Proof of principle des immunbhis-
tochemischen Algorithmus nach Vogel et al. (2018) (VOGEL et al., 2018). (B) In
der Lamina (L.) epithelialis mucosae lokalisierte, runde interepitheliale mukosale
Mastzellen (ieMMZ). Die epitheliale Lage oberhalb der Basalmembran wird mittels
einer immunhistochemischen Doppelreaktion fiir Kollagen IV (Basallamina, rotes
Chromogen, Pfeilspitzen) und Mastzellprotease-1 (MCPT1) (ieMMZ, braunes
Chromogen, Pfeile) gezeigt. (C) In der Lamina propria mucosae lokalisierte, meist
elongierte, mukosale Mastzellen (IpMMZ), dargestellt mittels Mastzellprotease-4
(MCPT4) Immunhistochemie (Pfeile). (D) In der Tela Submucosa und im darun-
terliegenden Bindegewebe lokalisierte, groBere Bindegewebsmastzellen (BGMZ),
positiv fiir MCPT4 (Pfeile). Schema (A) modifiziert nach Servier Medical Art, zur
Verfligung gestellt durch Servier, lizenziert durch eine unportierte Creative Com-
mons Attribution 3.0 Lizenz (SERVIER, o0.].) (abgerufen am 04.06.2020).

Wihrend ieMMZ mit MCPT1-AK immunhistochemisch detektiert werden, konnen
IpMMZ und BGMZ mittels MCPT4 visualisiert werden. Lp)MMZ konnen nach ini-
tialer Formalinfixierung des zu untersuchenden Gewebes histochemisch (z.B. mit-

tels Himatoxylin-Eosin (HE)) nicht spezifisch angefarbt werden, wahrend ieMMZ

11
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deutlich eosinophil granuliert erscheinen. Die Autoren? plidieren fiir die standard-
mafige Applikation immunhistochemischer Methoden, um die o.g. MZ-Subpopu-
lationen zukiinftig stringent zu klassifizieren. Die von Vogel et al. (2018) beschrie-
benen ieMMZ, als dritter intestinaler muriner MZ-Subtyp, wurden in vorherigen
Studien hdufig als GLs, jedoch nicht als MZ, identifiziert (VOGEL et al., 2018).
Obwohl GLs bereits vor iiber 100 Jahren als ,,Schollenleukozyten® erstmalig
(WEILL, 1919), und bis heute in einer groflen Variation von Spezies und Organen
(KENT, 1952, 1966; TAKEUCHI et al., 1969; TONER & FERGUSON, 1971;
ESTEVES et al., 2000; VAN MEULDER et al., 2013; OHFUIJI, 2020), beschrieben
wurden, wird weiterhin kontrovers iiber deren Ursprung und Funktion diskutiert.
Ohfuji et al. (2020) beschrieben histologisch die Entwicklung von GLs aus MZ im
Rinderpansen (OHFUIJI, 2020). Speziestibergreifend wurde zudem ein lymphozyté-
rer (ESTEVES et al., 2000), plasmazellulérer, eosinophiler oder mesenchymaler
Ursprung der GLs diskutiert (HONOR et al., 1986). Aktuell wird von Vogel et al.
(2018), wie schon zuvor von Huntley et al. (1992), in Nagern die Abstammung von
GLs aus MZ-Vorlauferzellen befiirwortet (HUNTLEY, 1992), GLs also als eine
Art ausdifferenzierter MZ-Subtyp charakterisiert und somit ieMMZ genannt
(VOGEL et al., 2018).

Das Vorkommen und die immunologische Rolle von ieMMZ bzw. GLs ist in Hin-
blick auf parasitire Infektionen bis dato vielfach untersucht worden
(SCUDAMORE et al., 1997; VAN MEULDER et al., 2013; VOGEL et al., 2018).
Vogel et al. (2018) vermuten eine immunmodulierende Funktion der ieMMZ, die
den mukosalen Schaden bei einer intestinalen Parasitose moglicherweise reduziert
(VOGEL et al., 2018).

Uber die konkrete Rolle der ieMMZ-Subpopulation im Rahmen der murinen intes-
tinalen Karzinogenese ist wenig bekannt (GOUNARIS et al., 2007; SAADALLA
et al., 2018). Eine Beschreibung von ieMMZ im felinen und humanen Darm er-
folgte bis dato nicht konkret und nicht auf immunhistochemischer Ebene
(TAKEUCHI et al., 1969; ALVES et al., 2016), eine ndhere Untersuchung in Zu-

sammenhang mit der intestinalen Karzinogenese blieb aus.

% Aus Griinden der besseren Lesbarkeit wird in dieser Arbeit auf die gleichzeitige Verwen-
dung der Sprachformen ménnlich, weiblich und divers (m/w/d) verzichtet. Simtliche Per-
sonenbezeichnungen gelten gleichermalBen fiir alle Geschlechter.

12
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14 Die Rolle der Mastzelle im intestinalen Tumormikromilieu

Wihrend der Karzinogenese triagt ein komplexes, interaktives Netzwerk aus Tu-
morzellen und nichtneoplastischen, reaktiven Zellen (z.B. Immunzellen, Fibroblas-
ten, Endothelzellen) zu einem tumorumgebenden Nischenmilieu bei, welches eng
mit der Entstehung und Progression des Tumors verzahnt ist. Dieses dynamische
zelluldre Netzwerk wird als Tumormikromilieu (TMM) (tumor microenvironment,
TME) bezeichnet (SEGURA-VILLALOBOS et al., 2022). Es beeinflusst direkt
(bidirektionale Zell-Tumorzell-Interaktion) und indirekt (multidirektionale Zell-In-
teraktionen zwischen: anderen Immunzellen; Zellen des Tumorstromas; Endothel-
zellen; der EZM) die Karzinogenese (HUI & CHEN, 2015).

Mastzellen sind unter den ersten Immunzellen, die in humanen neoplastischen La-
sionen (unabhdngig von ihrer Genese) akkumulieren. Diese Erkenntnis wurde
schon friih nach Erstbeschreibung der MZ durch Paul Ehrlich erlangt
(WESTPHAL, 1891). In den darauffolgenden Jahren bestitigten dies zahlreiche
Studien. Im Bereich der Krebsforschung wurden zahlreiche Untersuchungen durch-
gefiihrt, um mdgliche prognostische Zusammenhdnge zwischen tumorassoziierter
Mastzelldichte (MZD) und Uberlebensdauer von Kolonkarzinompatienten zu iden-
tifizieren. Ob eine hohe MZD mit einer positiven oder negativen Prognose korre-
liert, bleibt jedoch bis heute Gegenstand kontroverser Diskussion (APONTE-
LOPEZ & MUNOZ-CRUZ, 2020). Hierauf wird im folgenden Abschnitt niher ein-
gegangen.

In einer grof3 angelegten retrospektiven Studie von Mao et al. (2018) mit iiber 800
Patienten wurde die MZD (MZr) als ein unabhingiger prognostischer Faktor iden-
tifiziert. Eine geringe MZD war mit einer stirkeren Immunantwort und besseren
Uberlebensrate korreliert als eine hohe MZD (MAO et al., 2018). Gleiches belegten
Gulubova et al. (2009), indem sie zeigten, dass eine signifikante positive Korrela-
tion zwischen MZD (MZr) und MikrogefdB3dichte in der invasiven Front kolorek-
taler Karzinome bestand (pro-angiogen) (GULUBOVA & VLAYKOVA, 2009).
Flores de los Rios et al. (2020) untersuchten MZ-Populationen (MZt, MZc) in der
peritumoralen Zone intestinaler metastatischer und nichtmetastatischer Primértu-
more und berichten von einer starkeren MZ-Degranulation in metastasierenden Ko-
lonkarzinomen (pro-metastatisch) (FLORES DE LOS RIOS et al., 2020). Uberein-
stimmend zeigten Wang et al. (2016), dass eine hohe intratumorale MZD (MZr)

mit Tumorprogression und Fernmetastasen vergesellschaftet ist (WANG et al.,
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2016). Demgegeniiber belegen andere Studien einen positiven Effekt von hoher
MZD auf die Uberlebenszeit von Kolonkarzinompatienten (anti-tumorigen) (TAN
etal., 2005; MEHDAWTI et al., 2016). Die Mehrheit durchgefiihrter Studien spricht
jedoch fiir einen negativ prognostischen Effekt hoher MZD (pro-tumorigen)
(MARECH et al., 2014; APONTE-LOPEZ & MUNOZ-CRUZ, 2020). Uberein-
stimmend wird eine hohe MZD in Verbindung mit besonders malignen, entdiffe-
renzierten humanen Kolonkarzinomen gebracht (MALFETTONE et al., 2013;
WANG et al., 2016).

Ebenso kann in intestinalen Neoplasien des murinen Darms eine erhohte MZD fest-
gestellt werden (GOUNARIS et al., 2007, SAADALLA et al., 2018). Gounaris et
al. (2007) zeigen u.a., dass Adenome in MZ-depletierten Méusen in Remission gin-
gen und schlussfolgern daraus, dass MZ zur Entstehung und Progression intestina-
ler Adenome beitragen (GOUNARIS et al., 2007).

Die empirischen Befunde sprechen also dafiir, dass MZ als Teil des intestinalen
TMM Einfluss auf die Entstehung und Progression von Darmkarzinomen im Rah-
men der Adenom-Karzinom-Sequenz nehmen. Dieser Einfluss kann potenziell so-
wohl direkt (Tumorzellen) (YU et al., 2018; SEGURA-VILLALOBOS et al.,
2022), als auch indirekt (TMM) (COUSSENS et al, 1999; RIBATTI &
CRIVELLATO, 2012; KOMI & REDEGELD, 2020) erfolgen.

Trotz hinreichender Evidenz fiir die Einflussnahme der MZ auf die Tumorgenese
gibt es bis heute nur eine iiberschaubare Anzahl an Studien, die sich dezidiert der
Erforschung der direkten interzelluldaren Kommunikation zwischen MZ und Krebs-
zelle widmen. In der Vergangenheit wurden MZ, anders als z.B. Lymphozyten oder
Makrophagen, in der immunonkologischen Forschung eher untergeordnet behan-
delt (APONTE-LOPEZ & MUNOZ-CRUZ, 2020). Und das obwohl v.a. die indi-
rekten, pro-angiogenen Effekte der MZ innerhalb des TMM vielfach beleuchtet
wurden und bereits erste konkrete, adjuvante Therapieansétze, bspw. die Blockie-
rung der MZT und damit Stopp der PAR-2-Aktivierung durch Tryptaseinhibitoren,
bieten (MARECH et al., 2014; RIBATTI, 2016).

Im Folgenden soll zunichst auf den aktuellen Kenntnisstand zur Rolle der MZ in-
nerhalb des TMM, anschlieBend auf jenen zur direkten MZ-Tumorzell-Interaktion
eingegangen werden.

MZ treten im TMM als funktionell wandelbare Akteure auf, die pro- aber auch anti-
tumorigene Effekte haben konnen (MARICHAL et al., 2013; WANG et al., 2016).
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Einerseits wird die biologische Funktion der MZ im TMM in einigen (pra-)klini-
schen Studien als pro-angiogen und pro-tumorigen beschrieben (GULUBOVA &
VLAYKOVA, 2009; DE SOUZA et al., 2012; AMMENDOLA et al., 2016). Pro-
angiogene MZ-Effekte treiben die notige vaskuldre Versorgung des Tumors durch
die Unterstiitzung der Neubildung von GefdBlen (Neovaskularisation) im Tumor-
stroma an und fordern somit die Tumorprogression. Mastzellulédr sezernierte, pro-
angiogene Biomolekiile sind bspw. Histamin (SORBO et al., 1994), Heparin
(RIBATTI et al.,, 1987) und Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF)
(GRUTZKAU et al., 1998; RIBATTI & CRIVELLATO, 2012). Beziiglich der pro-
angiogenen sowie pro-invasiven, matrixmodellierenden Mechanismen mastzellula-
rer Proteasen sei an dieser Stelle auf Kapitel I1.1.3.1 verwiesen.

Andererseits werden der MZ im TMM insbesondere durch die Rekrutierung von
Immunzellen (indirekte) anti-tumorigene Eigenschaften zugeschrieben (pro-immu-
nogen). So postulieren Tan et al. (2005), dass MZ durch ihre Proteasenausstattung
zur Verstiarkung der lokalen Immunantwort, insbesondere tumorassoziierter Mak-
rophagen, und somit zu einer verstdrkten anti-tumorigenen Immunaktivitét beitra-
gen, was zu einer lingeren postoperativen Uberlebenszeit fiihrte (TAN et al., 2005).
Weitere pro-immunogene Botenstoffe sind u.a. verschiedene Interleukine, wobei in
dieser Arbeit lediglich auf das Typ-2-Zytokin IL-5 eingegangen wird. Im Kontext
onkologischer Erkrankungen zeigte eine frithere Studie, dass durch die Freisetzung
von IL-5 aus MZ eosinophile Granulozyten aktiviert werden, welche zytotoxisch
eine Tumorregression in Mausen bewirkten (anti-tumorigen) (SIMSON et al.,
2007). Andere Studien schlossen wiederum auf eine pro-angiogene Wirkung der
IL-5 vermittelten Aktivierung von eosinophilen Granuolzyten durch eosinophile
VEGF-Freisetzung (pro-tumorigen) (HORIUCHI & WELLER, 1997; GALDIERO
et al., 2017). Die Interaktion zwischen MZ und eosinophilen Granulozyten ist also
bi- bzw. (unter Einbeziehung der weiteren TMM-assoziierten Immun- und Tumor-
zellen) multidirektional sowie multifunktional.

Zudem ist bekannt, dass der Phanotyp der MZ durch das umgebende Gewebsmilieu
beeinflusst wird und somit mehr als dynamischer, denn als statischer Zustand be-
trachtet werden sollte (FRIEND et al., 1996; GURISH & AUSTEN, 2012; FROSSI
etal., 2018). Auch die Rolle der MZ im TMM erscheint bislang komplex und hoch-

dynamisch. Eine ausfiihrlichere, dennoch stark vereinfachte, grafische Ubersicht
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mastzellularer biomolekularer Botenstoffe im Tumorkontext und deren Wirkung

bietet Abbildung 2.
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Abbildung 2 | Grafische Ubersicht anti- und pro-tumorigener Mastzellfunktionen
innerhalb des Tumormikromilieus (BISCHOFF, 2007; RIBATTI &
CRIVELLATO, 2012; DE SOUZA et al., 2015; OLDFORD & MARSHALL,
2015; MUKALI et al., 2018; DUDECK et al., 2019; KOMI & REDEGELD, 2020).
CCL: CC-Chemokin Ligand; CSF1: (Macrophage) Colony-Stimulating Factor 1;
EZM: Extrazelluldre Matrix; FGF: Fibroblast Growth Factor; IL: Interleukin; INF:
Interferon; LTB4/C4: Leukotrien B4/C4; MZ: Mastzelle; MMP: Matrix-Metallo-
protease; NGF: Nerve Growth Factor; PAR-2: Protease-aktivierter Rezeptor 2;
PDGF: Platelet-Derived Growth Factor; S1P: Sphingosin-1-Phosphat; SCF: Stem
Cell Factor; TGF-B: Transforming Growth Factor beta; TMM: Tumormikromilieu;
TNF-a: Tumor Necrosis Factor alpha; VEGF: Vascular Endothelial Growth Factor;
VLA-4: Very Late Antigen-4 (Integrin 04p1). Tumorzell- und Gefaflabbildungen
von Servier Medical Art, zur Verfiigung gestellt durch Servier, lizenziert durch eine
unportierte Creative Commons Attribution 3.0 Lizenz (SERVIER, o0.J.) (abgerufen
am 11.04.2022).
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1.4.1 Mastzell-Tumorzell-Interaktion

Die Untersuchung der direkten MZ-Tumorzell-Interaktion ist Gegenstand aktueller
Forschung. Tumorzellen konnen MZ aktiv chemotaktisch in das TMM locken (z.B.
mittels Stammzellfaktor (SCF)) (HUANG et al., 2008; YU et al., 2018; SEGURA-
VILLALOBOS et al., 2022).

Generell ist die Immunzell-Tumorzell-Interaktion ein komplexer, dynamischer und
reziprok beeinflusster Prozess (sog. Cancer Immunoediting), der aus 3 Stufen be-
steht (SEGURA-VILLALOBOS et al., 2022): Im Rahmen des Immunoeditings, be-
stehend aus Elimination, Equilibrium, Escape (,,3 E), erkennen Immunzellen zu-
ndchst korperfremde Tumorzellen, rekrutieren weitere Immunzellen und attackie-
ren die Tumorzellen (Elimination). Im nichsten Schritt werden besonders resistente
Tumorzellen selektiert (Equilibrium), welche Mechanismen entwickelt haben, um
der Immunantwort zu entkommen (Escape) und somit wachsen zu konnen (DUNN
et al., 2002). Das Wissen liber die konkrete Rolle der MZ im Rahmen dieses kom-
plexen, teils paradoxen Prozesses, wihrenddessen das Immunsystem sowohl anti-
als auch pro-tumorigen agiert, ist bislang unvollstindig (SEGURA-VILLALOBOS
et al., 2022).

Zur Aufklarung dessen analysierten aktuelle Studien das Transkriptom beider be-
teiligten Akteure, d.h. tumorassoziierter MZ sowie MZ-assoziierter Kolonkarzi-
nomzellen. Yu et al. (2019) untersuchten mittels eines Zellkulturmodells die pha-
notypisch-funktionelle Wirkung von Kolonkarzinomzellen auf MZ. Dabei identifi-
zierten sie in den primiren humanen MZ eine Reihe hochregulierter Gene (z.B.
MMP-2, VEGF-A, PDGFA), deren Produkte eine wichtige Rolle in der Tumorge-
nese spielen (pro-tumorigen; pro-metastatisch; pro-angiogen; immunsuppressiv).
Weiterhin wurde gezeigt, dass der Rezeptor Frizzled 1 (FZD1), ein Rezeptor des
Wnt-Signalweges, in kokultivierten MZ hochreguliert war. Die MZ wurden, bereits
in der Frithphase der Karzinogenese, durch stimulierende Signale der Krebszellen
aktiviert und zur Produktion pro-tumorigener Faktoren angeregt (YU et al., 2018;
YU et al., 2019). Auch mittels der Expression von Wnt (als Ligand von FZD1)
durch Karzinomzellen (HOLCOMBE et al., 2002) konnte eine Aktivierung des
Wnt-Signalweges innerhalb der MZ induziert und somit die Rekrutierung und Rei-
fung von MZ im TMM verstérkt werden (YAMAGUCHI et al., 2016; YU et al.,
2019).
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In einer fritheren Studie zeigten Wang et al. (2016) in MZ-kokultivierten Kolonkar-
zinomzellen in vitro eine verstirkte Expression von VEGF-A, -C und TGF-f sowie
eine Aktivierung von MAPK-, Rho-GTPase- und STAT-Signalwegen, welche sich
wiederum auf Zelladhdsion, -migration der Karzinomzellen sowie die Tumorangi-
ogenese auswirkt (pro-tumorigen; pro-invasiv; pro-angiogen). Durch gezielte Aus-
schaltung der MZ mittels eines Fce-PE40 Toxins, konnte die Karzinogenese in vitro
und in vivo unterbunden werden (WANG et al., 2016).

Eine aktuelle Hypothese besagt, dass tumorassoziierte MZ in der Lage sind von
einem anti-inflammatorischen (,,MC1%) in einen pro-inflammatorischen (,,MC2%)
Polarisierungszustand {iberzugehen (PRESTA et al., 2019). Welche konkreten Fak-
toren einen solchen Ubergang im Einzelnen auslésen verbleibt Gegenstand zukiinf-
tiger Forschung.

Es bleibt festzustellen, dass eine direkte MZ-Tumorzell-Interaktion mit sehr hoher
Wahrscheinlichkeit effektiv besteht, ihre Effekte (pro- vs. anti-tumorigen) jedoch

variabel sind.
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2 Die intestinale Karzinogenese

2.1 Aufbau der intestinalen Darmwand
Eine schematische Ubersicht der intestinalen Schleimhaut und Darmwandschichten

bietet Abbildung 3 (SINOWATZ et al., 2012).
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Abbildung 3 | Schematischer Aufbau der intestinalen Darmwand. Schema modifi-
ziert nach Gehart & Clevers (2019), mit freundlicher Genehmigung durch H. Cle-
vers (GEHART & CLEVERS, 2019).

Maligne Karzinome sind durch ungerichtetes, infiltratives Wachstum neoplasti-
scher Zellpopulationen, aus der Lamina epithelialis mucosae durch die Lamina
muscularis mucosae hindurch, bis in die Submukosa oder tiefer gelegene intestinale

Wandschichten, gekennzeichnet (NOLTE et al., 2016; NAGTEGAAL etal., 2019).

19



Literaturiibersicht

2.2 Intestinale Neoplasien

2.2.1 Adenom-Karzinom-Sequenz

Die Entstehung spontaner Darmneoplasien des Menschen ist durch sukzessive, ge-
netisch heterogene Mutationen verschiedener Tumorsuppressorgene und Onkogene
gekennzeichnet. Die sog. Adenom-Karzinom-Sequenz beschreibt die molekulare
Entstehung humaner Darmkarzinome aus benignen (prd-malignen) Vorlduferlisio-
nen (VOGELSTEIN et al., 1988) und wurde schon Jahre zuvor von Morson histo-
morphologisch beschrieben (MORSON, 1962).

Benigne Neoplasien des Driisenepithels (Adenome) konnen makroskopisch ge-
stielt, sessil (leicht hervortretend oder flach) oder auch mukosal eingezogen erschei-
nen. Klassifiziert werden histologisch einerseits, gemafl Wachstumsmorphologie,
u.a. tubulére, villose bzw. tubulovillose Adenome, hyperplastische Polypen und tra-
ditionelle sessile Adenome sowie sessile serratierte Lasionen. Andererseits, gemaf
Differenzierungsgrad, niedrig- bzw. hochgradig dysplastische (low-grade bzw.
high-grade) Adenome. Histomorphologisch zeichnen sich diese Vorlduferldsionen
durch proliferierende Epithelzellen unterschiedlicher Dysplasiegrade aus und kon-
nen in einigen Féllen progressiv zu malignen Adenokarzinomen entarten
(NAGTEGAAL et al., 2019).

Humane kolorektale Karzinome (KRK) sind maligne Neoplasien des glanduldren
intestinalen Driisenepithels, die endo- bzw. exophytisch wachsen, die Lamina mus-
cularis mucosae durchbrechen und in die Submukosa oder tiefer infiltrieren. Die
Mehrheit der humanen Kolonkarzinome sind, zumeist nicht weiter spezifizierte, A-
denokarzinome (ANOS) (NAGTEGAAL et al., 2019; JESINGHAUS et al., 2021).
Des Weiteren wird das humane KRK nach WHO-Klassifikation in verschiedene
histopathologische Subtypen eingeteilt (siche Tabelle A27), und gemil seines glan-
duldren Dysplasiegrades in ,high grade* und ,low grade* klassifiziert (siche Ta-
belle A26) (NAGTEGAAL et al., 2019).

Die Adenom-Karzinom-Sequenz wird auch als ,,klassischer Pfad* der Karzinoge-
nese oder, nach den Erstbeschreibern dieses genetischen Modells, als das ,,Fearon-
Vogelstein-Modell“ bezeichnet. Die hierbei wichtigsten genetischen Alterationen

lassen sich stark vereinfacht wie folgt zusammenfassen:
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- Funktionsverlust von Tumorsuppressorgenen (z.B. APC, TP53)

- Aktivierung von Onkogenen durch die Mutation von Protoonkogenen (z.B.

BRAF, KRAS)
(VOGELSTEIN et al., 1988; FEARON & VOGELSTEIN, 1990).

Zur Modellierung der Adenom-Karzinom-Sequenz werden in der biomedizinischen
Forschung zumeist Mausmodelle verwendet, wobei in diesen eine vergleichbare,
spontane maligne Adenom-Karzinom-Progression weitaus seltener stattfindet

(WARD et al., 2022).

2.2.2 Humane intestinale Neoplasien

Es existieren 2 mdgliche genomische Pfade, auf Basis derer sich humane kolorek-
tale Neoplasien durch eine Zunahme genetischer Instabilitdten hauptsiachlich ent-
wickeln. Erstens, durch chromosomale Instabilitét (CIN) bedingt durch eine Akku-
mulation somatischer Mutationen (v.a. APC, TP53, KRAS). Zweitens, durch Mik-
rosatelliteninstabilitit (MSI), aufgrund von defekten DNA-Mismatch-Reparatur-
proteinen (MMR) und infolgedessen auftretenden Fehlern wihrend der DNA-Rep-
likation (NETWORK, 2012; NAGTEGAAL et al., 2019).

Am héufigsten entsteht das sporadische humane KRK {iber den erstgenannten Weg,
den sog. ,klassischen Pfad*“ der Adenom-Karzinom-Sequenz, wobei akkumulie-
rende Mutationen an einen bestimmten (pré-)neoplastischen Phénotyp gekoppelt
sind. Im Rahmen der Tumorentstehung kommt es zu Alterationen in meist 4 bis 6
Genen, die in einer priaferenziellen Sequenz auftreten, wobei die Akkumulation der
Mutationen bedeutender ist als deren Reihenfolge. Die Aktivierung von Onkogenen
und die Inaktivierung von Tumorsuppressorgenen fiihrt zur progredienten Entwick-
lung von Adenomen zu Karzinomen. Die Anzahl an Mutationen und die CIN nimmt
vom Adenom zum Karzinom hin zu (FEARON & VOGELSTEIN, 1990).

Die initiale und hdufigste somatische Mutation betrifft zumeist das 4PC-Gen, das
beim Menschen auf dem Chromosom 5q liegt und als Tumorsuppressorgen im Rah-
men des Wnt-Signalweges einen signifikanten Einfluss auf die Karzinogenese hat
(FEARON & VOGELSTEIN, 1990; SENDA et al., 2005; SCHNEIDER et al.,
2017). Durch Mutationen dieses Gens und der folgenden strukturellen Alteration

und Inaktivierung des APC-Proteinkomplexes, kann der Transkriptionsfaktor f3-
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Catenin im Rahmen eines Abbaukomplexes, bestehend aus Axin, Glykogensyn-
thase-Kinase 3 (GSK-3f) und APC, nicht mehr phosphoryliert, ubiquitiniert und
proteasomal degradiert werden. B-Catenin wird stabilisiert, akkumuliert zunéchst
zytoplasmatisch und darauffolgend auch intranukledr. Im Nukleus wirkt B-Catenin
als transkriptioneller Aktivator oder Repressor zellzyklusregulierender Gene
(GORDON & NUSSE, 2006; HERBST et al., 2014). Bei der Familidren Adeno-
matdsen Polyposis coli (FAP) fiihrt eine vererbte Dysfunktion des APC-Gens zur
Entwicklung zahlreicher kolorektaler Adenome bzw. Karzinome (RUSTGI, 2007).
Auch direkt CTNNB-aktivierende Mutationen sind an der humanen kolorektalen
Karzinogenese, meist in Zusammenhang mit dem hereditdren nichtpolypdsen KRK
(Lynch-Syndrom), beteiligt (ARNOLD et al., 2020). Metastatische KRK des Men-
schen weisen mehrheitlich Mutationen im APC oder CTNNB1-Gen auf (YAEGER
et al., 2018).

Eine weitere hiufige, friih auftretende Genmutation betrifft das KRAS, ein Protoon-
kogen (FEARON & VOGELSTEIN, 1990). KRAS ist zusammen mit BRAF an
MAPK-Signalkaskaden beteiligt. KRAS wird durch Mutationen im KRAS-Gen in
seiner aktiven GTP-gebundenen Form stabilisiert und aktiviert die MAPK-Kaskade
somit konstitutiv und unkontrolliert. Die MAPK-Kaskade ist an transmembrandse
Rezeptor-Tyrosinkinasen (z.B. EGFR) gekoppelt (KOVEITYPOUR et al., 2019).
Diese bilden den Beginn des MAPK-Signalweges und werden heute als therapeu-
tische Ziele genutzt, wobei nur Patienten ohne aktivierende KRAS-Mutation von
einer anti-EGFR-Therapie profitieren (JIANG et al., 2009). Denselben, MAPK -ak-
tivierenden Effekt haben BRAF-Mutationen (KOVEITYPOUR et al., 2019).
BRAF"5%E und KRAS sind besonders hiufig im Kontext des sog. ,,serratierten Kar-
zinogenesepfades mutiert (CHAN et al., 2003; STEFANIUS et al., 2011). Histo-
morphologisch zeichnen sich die Vorlduferldsionen des BRAF bzw. KRAS-initiier-
ten, serratierten Karzinogenesepfades durch ihre serratierte (sdgezahnartige)
Epithelarchitektur aus (NAGTEGAAL et al., 2019). Bei sessilen serratierten Léasi-
onen ist die epigenetische Instabilitdt bzw. der CpG-Island-Methylator Phinotyp
(CIMP) durch vermehrte DNA-Methylierung von Cytosin in CpG-Inseln besonders
hoch (CIMP-H). Die so entstehende Promotorhypermethylierung fiihrt zu einer Ab-
schaltung der Transkription der entsprechenden Genbereiche (z.B. von DNA-
MMR-Genen wie MLHI) (YAMANE et al., 2014; NAGTEGAAL et al., 2019).
Eine spiate Mutation (in Karzinomen) betrifft 7P53 auf dem Chromosom 17p

22



Literaturiibersicht

(FEARON & VOGELSTEIN, 1990), das als Tumorsuppressorgen multiple Funk-
tionen im Zellzyklus erfiillt (G1-S Checkpoint; DNA-Reparatur; Apoptose)
(LANE, 1992).

Die MSI, als Ausdruck einer MMR-Defizienz (d.h. defekter MMR-Gene MLH],
PMS2, MSH2, MSHG6), wird in humanen KRK molekular, mittels PCR und Frag-
mentldngenanalyse, oder immunhistochemisch, mittels eines AK-Panels aus
MLH1, PMS2, MSH2 und MSH6, bestimmt (BOLAND et al., 1998;
JESINGHAUS et al., 2021). Die Eigenschaft der (hochfrequenten) MSI (MSI-high)
(negatives, immunhistochemisches Signal fir MLH1/PMS2; oder MSH2/MSH6;
oder isoliertes, negatives Signal fiir PMS2 oder MSHO6) ist ein Charakteristikum des
Lynch-Syndrom-assoziierten, hereditiren KRK, kann aber auch isoliert vorkom-
men. Sie hat, nicht zuletzt in Zusammenhang mit dem BRAF-Mutationsstatus sowie
im Rahmen einer Immuncheckpointtherapie, therapeutische bzw. pradiktive Rele-
vanz (HALL et al., 2010; NAGTEGAAL et al., 2019; JESINGHAUS et al., 2021).
Bereits anhand (histo-)morphologischer Kriterien (z.B. Nekrose, tumorinfiltrie-
rende Lymphozyten, Tumorlokalisation) kann die Wahrscheinlichkeit einer MSI
am HE-Schnitt abgeschitzt werden (GREENSON et al., 2009).

Generell ldsst sich festhalten, dass die genetische Heterogenitdt humaner KRK
weitaus grofler ist als es das stark simplifizierte Modell der Adenom-Karzinom-
Sequenz suggeriert. Wood et al. (2007) beschreiben die genetischen Eigenschaften
von Kolonkarzinomen als “a handful of commonly mutated gene ,, mountains *“ and

a much larger number of gene , hills* that are mutated at a low frequency”

(WOOD et al., 2007).

2.2.3  Ausgewihlte Mausmodelle der intestinalen Karzinogenese

Mausmodelle sollen die ,.klassische‘ oder ,,serratierte’ humane kolorektale Tumor-
genese (NAGTEGAAL et al., 2019) moglichst getreu nachbilden. Durch Fokussie-
rung auf die Verdnderung der Aktivitit meist einzelner Gene stellen sie ein verein-
fachtes, genetisch reines Modell zur Untersuchung von KRK dar und sollen helfen,
Schritt fiir Schritt die der spontanen Karzinogenese zugrundeliegenden, hochkon-
servierten, molekularen Signalprozesse aufzukldren. Es bleibt zu bedenken, dass
dies eine unnatiirliche Vereinfachung der molekulargenetisch hoch komplexen
Vorgénge in humanen KRK ist, und dass die im Mausmodell erlangten Erkennt-

nisse stets kritisch reflektiert werden miissen und nur bedingt direkt auf die weitaus
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komplexere humane Situation translatiert werden kénnen (CHEON & ORSULIC,
2011; WASHINGTON et al., 2013).

Generell lassen sich die folgenden Mausmodellsysteme unterscheiden, in denen
durch klar definierte genetische Alterationen, meist einzelner Tumorsuppressor-
gene und/oder Onkogene, das Auftreten und die Progression von Neoplasien indu-
ziert werden kann (siehe Tabelle 3) (STEIGER, 2020).

Im Folgenden sollen ausgewéhlte genetisch modifizierte Mausmodelle (GEMM),
welche in der vorliegenden Arbeit immunhistochemisch untersucht wurden (siche
Kapitel XII1.2.2), bzw. die den Modellen zugrundeliegenden, molekularen Mecha-
nismen der intestinalen Karzinogenese, kurz ausgefiihrt werden.

Tabelle 3 | Ubersicht verschiedener hiufig angewandter Mausmodellsysteme in

der pathoonkologischen Forschung. Modifiziert nach Steiger (2020) (STEIGER,
2020).

Art des Modells Name des Modells Beschreibung

Systemisch, meist auf Basis
genetischer Alterationen, evtl.
organspezifisch

Chemisch-toxisch/Karzino-
gen/metabolisch induziert

Chemische oder Transposon-
Mutagenese Screen p

Mutagenese
Komplexe, biolo- Komplexe, gezielt genetisch | Konstitutiv aktive Mutation,
gisch/genetisch mo- | keimbahnmodifizierte Maus- | systemisch (Ganzkorper
difizierte/erzeugte modelle (GEMM) Knock-in/Knock-out)

Mausmodelle . .
Transgene Tiere mit organ-

Konditionale/induzierbare or- | bzw. zelltypspezifischem Pro-
ganspezifische GEMM motor, Ortlich begrenzter ge-
netischer Verédnderung

Transgene Tiere mit ortlich
und zeitlich begrenzter gene-
tischer Verdnderung

GEMM: Genetisch Modifizierte Mausmodelle

Konditionale/induzierbare
GEMM

2.2.3.1 Chemisch-toxisch induzierte Mausmodelle

Mittels Azoxymethan (AOM)/Dextran Natriumsulfat (DSS)-Gabe ldsst sich im
Mausmodell auf chemisch-toxische Weise die intestinale Tumorgenese induzieren
und somit das kolitisassoziierte, humane KRK modellieren. AOM ist ein Prokarzi-
nogen, welches zunichst (v.a. im Kolon) DNA-schadigend wirkt. Durch nachfol-
gende zyklische, orale Gabe von DSS kommt es zum Auftreten einer hochgradigen
Kolitis und in Folge dessen zur Entwicklung intestinaler Tumore (PARANG et al.,

2016). Dennoch spielt, neben der inflammatorischen Komponente, der genetische
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Hintergrund bzw. Mausstamm beim AOM/DSS-Protokoll eine wichtige Rolle fiir
den Ablauf der inflammationsassoziierten Karzinogenese. So beeinflusst bspw. die
verschiedenartige Immunzellaktivitdt unterschiedlicher Mausstimme das Tumor-
geschehen kritisch. Wie von Leo et al. (2015) durch die Untersuchung von
ApcM™ - Card9** bzw. Apc™™* :Card9”- Miusen gezeigt wurde, fordert CARDO,
eine zentrale Komponente des CBM (CARD/BCL10/MALT1)-Signalkomplexes in
Zellen des angeborenen und adaptiven Immunsystems, in ménnlichen Miusen die
Entstehung kolorektaler Tumore (LEO et al., 2015). Eine weitere Studie im koliti-
sassoziierten, AOM/DSS-induzierten Card9’- Mausmodell der intestinalen Karzi-
nogenese legt dar, dass CARD9 die intestinale epitheliale Proliferation und Rege-
neration reguliert. Durch die funktionelle Beeintrichtigung von CARD?9 lisst sich
das inflammationsbedingte Tumorwachstum beeinflussen (BERGMANN et al.,
2017). Mittels gezielter CBM-Manipulation in bestimmten Immunzellpopulationen
sowie in intestinalen Epithelzellen soll die Progression intestinaler Tumore hin-
sichtlich der Rolle weiterer am CBM-Signalkomplex beteiligter Faktoren unter-
sucht werden (J. RULAND, personliche Kommunikation, 2020), wobei der Fokus
im Rahmen dieser Arbeit, neben einer detaillierten histomorphologischen Charak-
terisierung der Neoplasien, insbesondere auf die Rolle der MMZ gelegt wurde. Che-
misch-toxisch induzierte, murine Kolontumore &hneln in ihren genetischen Eigen-
schaften dem humanen KRK (z.B. Dysregulationen im Wnt-Signalweg, KRAS-Ak-
tivierung) (DE ROBERTIS et al., 2011; KARIM & HUSO, 2013).

2.2.3.2 Mausmodelle mit Manipulation des Wnt-Signalweges

Beim ApcM™* Mausmodell handelt es sich um ein Modell zur Erforschung friiher
Darmkrebsstadien der humanen FAP, welches mittels des Mutagens Ethylnitroso-
harnstoff generiert wurde (MOSER et al., 1990). ApcM"* Miuse entwickeln mul-
tiple intestinale Neoplasien (MIN). Ein gewichtiger Nachteil ist, dass, im Gegensatz
zur humanen Erkrankung, maligne Tumorprogression und Metastasen selten auf-
treten und die murinen Tumore nicht kolorektal, sondern v.a. diinndarmseitig loka-
lisiert sind (KARIM & HUSO, 2013; JACKSTADT & SANSOM, 2016). Aufgrund
der Haiufigkeit somatischer APC-Mutationen in humanen KRK (48 %)
(SCHNEIDER et al., 2017) sind bis dato zahlreiche, weitere Apc-Mausmodelle ent-
wickelt worden (JACKSTADT & SANSOM, 2016). Cheung et al. (2010) zeigten,

dass sich durch eine totale Deletion des Apc-Gens im Mausmodell (Apct/e!=13) die

25



Literaturiibersicht

Bildung multipler Adenome in Diinndarm und Colon beschleunigt (CHEUNG et
al., 2010).

-Catenin ist, wie bereits unter Kapitel 11.2.2.2 beschrieben, ebenso wie APC Teil
des Wnt-Signalweges. Liegt B-Catenin konstant aktiviert vor, fiihrt dies zu seiner
Translokation vom Zytoplasma in den Nukleus, einer Dysregulation bestimmter,
TCF/LEF-abhédngiger Zielgene und final zur Beeinflussung von u.a. Zellmigration
und -proliferation (HERBST et al., 2014). Harada et al. (1999) zeigten, dass GEMM
mit dominanter aktivierender Mutation des [-Catenin-codierenden Gens
(Catnb?*3) intestinale Adenome in Diinndarm und Colon entwickelten. Im
Catnb”*" Modell wird B-Catenin durch den Verlust seiner Phosphorylierungsstelle
nicht mehr durch die GSK-3f phosphoryliert und in Folge degradiert, sondern kon-
stant in aktiver Form stabilisiert (HARADA et al., 1999).

2.2.3.3 Mausmodelle mit Manipulation des MAPK-Signalweges

Braf'®’F ist das murine Ortholog der humanen BRAF""E-Mutation. Im
Villin®; Braf"537¥* Mausmodell (Cre-induzierbares Knock-in) fiihrt die Expression
des mutierten, aktivierten Gens Braf'®’F in intestinalen Epithelzellen zur
Daueraktivierung des MAPK-Signalweges, vermehrter intestinaler Proliferation
und final zur Ausbildung serratierter Lisionen, dhnlich traditioneller serratierter
Adenome bzw. serratierter Adenokarzinome des Menschen. Diese Lésionen
entwickelten sich vorwiegend im murinen Diinndarm, wohingegen sie im
Menschen typischerweise im Dickdarm auftreten (RAD et al., 2013).

Eine weitere Moglichkeit zur Modellierung und Untersuchung des serratierten
Karzinogenesepfades mittels Alterationen des MAPK-Signalweges bieten
Mausmodelle mit mutiertem Kras-Gen (Villin®¢;Kras®'??’*). Diese Miuse
entwickelten intestinale Hyperplasien, welche sich nach einer relativ langen
Latenzzeit von 1 Jahr lediglich im Diinndarm progredient (Adenom) zeigten. Erst
die zusitzliche Deletion von Inkda/Arf (Villin®;Kras®'*P’*,Ink4a/Arf’) fiihrte
teils zum Auftreten invasiver Karzinome im murinen Colon (BENNECKE et al.,

2010).
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2.2.4  Feline intestinale Neoplasien

Adenokarzinome sind neben Lymphomen die zweithdufigste intestinale Neoplasie
der Katze (RISSETTO et al., 2011; SCHWITTLICK et al., 2020). Altere Tiere (ab
einem Alter von ca. 7 Jahren) erkranken hdufiger an intestinalen Neoplasien und
eine Rasseprddisposition fiir Siamkatzen ist bekannt (PATNAIK et al., 1976;
TURK et al., 1981; RISSETTO et al., 2011). Im Gegensatz zur induzierten Model-
lierung humaner Tumore im Mausmodell, zeichnen sich Neoplasien der Katze
durch ihr spontanes Auftreten aus. Spontane intestinale Adenokarzinome der Katze
treten sowohl in Diinn- als auch Dickdarm auf, wobei einige Autoren den Diinn-
darm (PATNAIK et al., 1976; TURK et al., 1981), andere wiederum den Dickdarm
(RISSETTO et al., 2011; SCHWITTLICK et al., 2020; UNEYAMA et al., 2021b)
als am héufigsten betroffen nennen. Es existieren nur vereinzelt Studien zu felinen
intestinalen Neoplasien, benigne intestinale Adenome im Sinne préneoplastischer
Vorlauferldsionen treten auch bei der Katze auf, werden in der Literatur jedoch
kaum erwéhnt (OLIN et al., 1968; UNEYAMA et al., 2021a) bzw. selten diagnos-
tiziert (MUNDAY, 2017). Intestinale Adenokarzinome der Katze sind biologisch
aggressiv, metastasieren schnell und meist in das Peritoneum oder lokale Lymph-
knoten (MUNDAY, 2017). Ebenso sind Fernmetastasen (in Leber, Lunge, Milz,
Niere) beschrieben (PATNAIK et al., 1976). Slawienski et al. (1997) empfehlen
therapeutisch eine subtotale Kolektomie mit adjuvanter Doxorubicin-Chemothera-
pie (SLAWIENSKI et al., 1997). Veterindronkologische Standardwerke konstatie-
ren jedoch, dass eine adjuvante Chemotherapie keinen therapeutischen Benefit hat
(HAMMER & KESSLER, 2005; WILLARD, 2010). Die offizielle veterindrmedi-
zinische Richtlinie zur histomorphologischen Klassifizierung feliner intestinaler
Neoplasien ist, wie auch in der Humanmedizin, die World Health Organization
(WHO)-Klassifikation der Tumore des Verdauungstraktes der Haustiere (HEAD et
al., 2003). Da diese Klassifikation jedoch knapp 20 Jahre alt ist, ist aktuell eine
Uberarbeitung nach aktuellem Forschungsstand sowie eine Standardisierung der
Befundung und Klassifizierung von Tumorerkrankungen bei Haustieren vonndten
(MEUTEN et al., 2021). Eine mogliche Losung bietet die Orientierung an der hu-
manen WHO-Klassifikation der Tumore des Kolons und Rektums (siehe Tabellen

A26 und A27).
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3 Wissenschaftliche Fragestellungen

Wie in der Literaturiibersicht dargestellt wurde, ist das murine Modell gut geeignet
fiir die spezifische und grundlegende Untersuchung einzelner, immunologisch-mo-
lekularer Zusammenhénge, bildet jedoch die Komplexitit heterogener intestinaler,
invasiver Neoplasien, wie sie sich bei Mensch und Katze spontan entwickeln, nicht

ausreichend ab. Hieraus ergibt sich die erste Fragestellung:

- Bilden spontane intestinale Neoplasien der Katze das humane kolorektale

Karzinom auf morphologischer und molekularer Ebene ab?

Diese Thematik wurde mittels einer morphologisch-deskriptiv vergleichenden Un-

tersuchung, begleitet von molekularen Analysen, bearbeitet.

Die zweite Fragestellung betrifft die speziesiibergreifende Charakterisierung eini-
ger Eigenschaften intestinaler, intratumoraler MZ. Die wesentlichen offenen, wis-

senschaftlichen Fragen sind hier:

Existieren ieMMZ bzw. Zellen mit vergleichbarer Enzymausstattung auch

in anderen Spezies als der Maus?

- Wie verhilt sich die Anzahl an tumorinfiltrierenden ieMMZ im Verlauf der

Tumorprogression (Adenom-Karzinom-Sequenz)?

- Katalysieren ieMMZ Entstehung, Wachstum und Entwicklung intestinaler

Neoplasien?

- Sind durch die vergleichende Untersuchung intratumoraler MMZ-Subpopu-
lationen spezies- bzw. mausmodellspezifische Riickschliisse hinsichtlich ih-

rer Rolle im Kontext der intestinalen Karzinogenese moglich?

Diese Fragen wurden mittels immunhistochemischen Untersuchungen sowie semi-
quantitativer Evaluation histologischer Schnittpréparate intestinaler (Pré-)Neopla-

sien von Maus, Mensch und Katze bearbeitet.

Die hier vorgelegte Arbeit soll durch Beleuchtung dieser Fragen einen Beitrag zur
immunonkologischen Erforschung und immunologischen Charakterisierung von
Darmkrebs leisten und somit mdglicherweise zu einer Verbesserung therapeuti-

scher Optionen in Human- und Veterindrmedizin beitragen.
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Simple Summary: Colorectal cancer (CRC}) is the second leading cause of cancer deaths in humans
(2020) but modeling late-stage human CRC, including high tumor budding and metastatic activity,
experimentally in mouse models is a major challenge. In the present study, histopathological,
immunohistochemical and molecular features of spontaneous intestinal carcinomas in cats were
evaluated with a special focus on their potential applicability as a valuable model for human CRC.
Feline intestinal tumors display aggressive growth patterns and adequately model invasive late-stage
human CRC. They exhibit the same histological subtypes and display strikingly high tumor budding
activity, both of which are highly significant prognostic factors in human CRC. Moreover, human and
feline colorectal tumors harbor the same mutations of the CTNNBI gene, encoding f-catenin. Qur
data indicate that feline intestinal carcinomas constitute a valuable and promising in vivo model for
human CRC. Further comparative oncological research, and especially investigation of the molecular
landscape of feline intestinal neoplasms, is imperative.

Abstract: Limited availability of in vivo experimental models for invasive colorectal cancer (CRC)
including metastasis and high tumor budding activity is a major problem in colorectal cancer research.
In order to compare feline and human intestinal carcinomas, tumors of 49 cats were histologically sub-
typed, graded and further characterized according to the human WHO classification. Subsequently,
feline tumors were compared to a cohort of 1004 human CRC cases. Feline intestinal tumors closely
resembled the human phenotype on a histomorphological level. In both species, adenocarcinoma not
otherwise specified (ANOS) was the most common WHO subtype. In cats, the second most common
subtype of the colon (36.4%), serrated adenocarcinoma (SAC), was overrepresented compared to
human CRC (8.7%). Mucinous adenocarcinoma (MAC) was the second most common subtype of the
small intestine (12.5%). Intriguingly, feline carcinomas, particularly small intestinal, were generally
of high tumor budding (Bd) status (Bd3), which is designated an independent prognostic key factor
in human CRC. We also investigated the relevance of feline CTNNBI exon 2 alterations by Sanger se-
quencing. In four cases of feline colonic malignancies (3 ANOS, 1 SAC), somatic missense mutations
of feline CTNNB1 (p.D32G, p.D32N, p.G34R, and p.S37F) were detected, indicating that mutational
alterations of the WNT/-catenin signaling pathway potentially play an essential role in feline
intestinal tumorigenesis comparable to humans and dogs. These results indicate that spontaneous
intestinal tumors of cats constitute a useful but so far underutilized model for human CRC. Qur
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study provides a solid foundation for advanced comparative oncology studies and emphasizes the
need for further (molecular) characterization of feline intestinal carcinomas.

Keywords: spontaneous feline intestinal tumors; comparative oncology; colorectal cancer; tumor
budding; CTNNB1

1. Introduction

Worldwide, colon cancer is the third most common cancer type in humans, with
an estimated 1.9 million new cases in 2020 and it is the second leading cause of cancer
deaths [1]. To date, the most frequently used animal models in colon cancer research
are mice with experimentally induced intestinal cancer; however, modeling late stages of
human CRC is a major challenge as several mouse models tend to develop a high tumor
burden, but no metastasis, leading to preliminary death. Invasively growing, metastasizing
tumors of the large intestine, comparable with late-stage human CRC, are difficult to
model in clean-housed experimental animal models, particularly genetically engineered
mouse models (GEMM) [2-5]. Similarly, other animal models, e.g., rats or pigs, lack the
ability to model metastasis and invasive carcinoma [3]. Moreover, the genotype of human
tumors appears to be more heterogeneous than the one of experimentally induced murine
tumors [6]. Spontaneously arising intestinal tumors of companion animals (pets) thus are
of special interest for comparative research, especially since companion animals share their
living environment with humans [7].

At present, there are only few studies of feline intestinal cancer, its biological behavior,
clinical, histopathological, and molecular features. In cats, lymphoma is the most common
intestinal neoplasm followed by intestinal carcinoma with a study-dependent incidence
varying from 17 to 31.5% among gastrointestinal neoplasias [8-10]. Feline intestinal car-
cinomas are more prevalent than canine ones [11] and occur in both the large and small
intestine. The available literature provides contradictory statements regarding the most
commonly affected site in cats [8,9,11-14]. Feline intestinal carcinomas are more frequent
in older animals with increasing risk starting from the age of seven [8,9] and either a
breed predisposition of Siamese cats [9,11,13] or no breed predisposition [8,12] has been
reported. Tumors metastasize frequently, rapidly, and most often within the peritoneum
or to local lymph nodes, but also to distant sites (lung, liver, spleen) [8,11,13,15]. Subtotal
colectomy via laparotomy is the current standard treatment but mean overall survival
time of cat patients is generally low (68 to 274 days), as recurrence and metastases are
common [11,15,16].

The aim of the present study was to characterize sporadic primary feline intestinal
carcinomas histologically and molecularly in order to further compare them to human
CRC. WHO subtype, tumor grading and tumor budding status are valuable prognostic
tools in human CRC [17,18] and feline tumors were characterized according to the current
human WHO classification [19].

Mutations, which stabilize the CTNNB1 gene encoding for f-catenin and thus activate
the canonical WNT/ 3-catenin signaling pathway, play a pivotal role in the pathogenesis of
human [20,21] and canine [22] intestinal cancer. Based on previous immunohistochemical
findings of other authors, showing that dysregulated and nuclear translocated B-catenin
was present in spontaneous feline intestinal carcinomas [12], we shed light on the muta-
tional status of feline CTNNB1 by performing Sanger sequencing of feline CTNNB1 exon 2
for the first time.

2. Materials and Methods
2.1. Feline Study Cohort

Thirty-three cases of spontaneous feline colorectal and sixteen cases of feline small
intestinal carcinoma were collected from the tissue archive of LABOKLIN GmbH & Co. KG
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(Bad Kissingen, Germany) between the years 2013 and 2020. All samples (7 full-thickness
biopsies and 42 surgical specimens) were obtained during laparotomy, submitted for
pathological routine diagnostics, and reviewed retrospectively. In 20/49 cases, additional
lymph node samples were available.

Intestinal tumor samples originated from cats of different breeds including 31 Euro-
pean Shorthair (ESH) cats (63.3%), 4 British Shorthair cats (8.2%), 3 Persian cats (6.1%),
2 Chartreux cats (4.1%), 2 Maine Coon cats (4.1%), 1 Exotic Shorthair cat (2%), 1 Norwegian
Forest cat (2%), 1 Oriental Shorthair cat (2%), 1 Siamese cat (2%) and 3 mixed cat breeds
(6.2%). The study set included 26 males (53.1%; 20/26 castrated) and 23 females (46.9%;
15/23 spayed), and the age at the time of diagnosis ranged from 4 to 17 years. Mean age
(& SD) was 11.51 years (+ 3.31 years). Detailed information on the feline cohort is provided
in Tables 51 and 52.

2.1.1. Tissue Processing

Tissue samples were fixed in 10% neutral-buffered formalin and routinely processed
for histology. Hematoxylin and eosin (H&E) staining was carried out following standard
protocols. A Periodic Acid Schiff (PAS) reaction was performed on six selected cases in
order to visualize intracytoplasmic mucin for validating the diagnosis of signet-ring cell
carcinoma (SRCC). All slides were scanned in 40 magnification using a high-throughput
slide scanner (Aperio AT2, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). The histological classifi-
cation of tumors was based on H&E and PAS-stained slides and carried out by a trainee
veterinary pathologist (T.G.) under the supervision of experienced board-certified human
(M.]., C.M.) and veterinary pathologists (D.D., K.S.). Immunohistochemistry (IHC) for
B-catenin, Ki-67, Pan-cytokeratin and CD31 was performed. Detailed information on the
IHC protocols and primary antibodies is provided in Table S3. Representative images were
taken using Aperio ImageScope x64 (v.12.4.0.7018, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany).

2.1.2. Histomorphological Characterization

For comparative reasons, the histological subtype classification of feline tumors was
performed based on the current human WHO classification guidelines [19]. The follow-
ing human WHO subtypes were identifiable amongst the feline intestinal carcinomas:
adenocarcinoma not otherwise specified (ANOS), serrated adenocarcinoma (SAC), mu-
cinous adenocarcinoma (MAC), micropapillary adenocarcinoma (MPC), and signet-ring
cell carcinoma (SRCC). ANOS is considered a malignant epithelial neoplasia displaying
glandular differentiation. SAC is characterized by glandular serration and consists of
tumor cells with a low nucleus-to-cytoplasm ratio, which may be mixed with mucinous
areas. MAC is defined by significant pools of extracellular mucin that contain tumor cells
and form >50% of the tumor. MPC consists of >5% of small tumor cell clusters surrounded
by stromal spaces, morphologically mimicking lymphatic or vascular channels, and there-
fore displays typical retraction artefacts [23]. SRCC consists of signet-ring cells forming
>50% of the tumor, and containing prominent intracytoplasmic mucin, characteristically
impressing and partially displacing the nucleus to the periphery. Carcinomas of all types
with <50% areas containing mucin are designated as having a mucinous component [19].

The International Tumor Budding Consensus Conference (ITBCC) of 2016 achieved
standardized classification for tumor budding in human colon cancer, establishing a clearly
delineated tumor budding scoring scheme. Tumor buds were defined as individual or
clusters of up to four cancer cells detached from the main tumor mass and counted in one
hotspot area (0.785 mm?) at the invasive front on an H&E slide (20x). Clinically relevant
cut-off values were defined in a 3-tier system as low (0—4 buds), intermediate (5-9 buds)
and high (>10 buds), and termed Bd1, Bd2, and Bd3, respectively [18] (Figure S51). Tumor
budding assessment was carried out for feline tumors in the same manner (Figure 1).
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Figure 1. Tumor budding (TB) in the invasive front of feline intestinal carcinomas according to the
3-tier-system for budding assessment of human CRC (left: Pan-cytokeratin, right: H&E, consecutive
sections, 20 ). Tumor buds are indicated by arrow heads; (A) Low TB activity (Bd1, Pan-cytokeratin);
(B) Low TB activity (Bd1, H&E); (C) Moderate TB activity (Bd2, Pan-cytokeratin); (D) Moderate TB
activity (Bd2, H&E); (E) High TB activity (Bd3, Pan-cytokeratin); and (F) High TB activity (Bd3, H&E).
For corresponding human H&E sections see Figure S1.

Adapted from the human WHO classification of 2019, a 2-tiered grading of feline
intestinal tumor was based on the differentiation degree of cellular gland formations in the
least differentiated tumor area. In consequence, the neoplasms were categorized as either
“low-grade” (>50% gland formation; well to moderately differentiated) or “high-grade”
(<50% gland formation; poorly differentiated) [19].

All neoplasms were scored for 10 additional histological parameters including vascu-
lar and lymphatic invasion, perineural growth, invasion depth, lymph node metastasis,
inflammatory cell infiltration, scirthous reaction, presence of osseus metaplasia, a mucinous
component and mucosal ulceration. Vascular (extra- and intra-mural) and lymphatic inva-
sion as well as perineural growth were assessed as either absent (0) or present (1). Invasion
depth was scored as infiltrating the lamina muscularis propria (1), the tunica muscularis
(2), or the serosa or greater omentum (3). A cumulative score of invasiveness, including
vascular (1), lymphatic (1), perineural (1), and serosal (1) infiltration was calculated (max.
score of 4). Regional lymph nodes were available for histological evaluation of metastasis
in 20/49 cases. Cellular immune response was measured semi-quantitatively by scoring
the inflammatory infiltrate in the tumorous area as either absent (0), mild (1; mucosal),
moderate (2; mucosal, submucosal and partly involving the tunica muscularis), or severe
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(3; involving all intestinal layers). A scirrhous reaction, mucinous component, osseous
metaplasia, and mucosal ulceration were determined as either absent (0) or present (1).

Mitotic count (MC) was assessed digitally in an area equaling 10 high-power fields
(hpf; 40x) on a standard monitor using Aperio ImageScope X64 (Leica Biosystems). As-
suming 2.37 mm? was agreed to be the standard field area of 10 hpf and 0.0954 mm? was
the area of one hpf in the aforementioned setting, 25 40x image fields were counted to
equal the standard hpf area. The MC was performed randomly within the most densely
cellular areas of the neoplasm and cell poor areas were excluded [24]. The total number of
mitoses/10 hpf (2.37 mm?) were scored as follows: 0-9 mitoses (1); 1019 mitoses (2); and
>20 mitoses (3).

2.1.3. Semiquantitative Evaluation and Computer-Assisted Image Analysis

Beta-catenin immunoreactivity, in terms of a nuclear translocation of 3-catenin, was
scored semiquantitatively: 0 (negative; <5% positive cells); 1 (5-25% positive cells);
2 (26-50% positive cells); and 3 (>50% positive cells) (modified score from Uneyama et al.) [12]
(Figure 2).

Figure 2. Scoring for nuclear translocated B-catenin in feline intestinal carcinomas (Anti-B-catenin;
20%). (A) Tumor with no or scattered (<5%) nuclear B-catenin staining (score 0); (B) 5-25% of tumor
cells display nuclear positivity for f-catenin (score 1); (C) 26-50% of tumor cells display nuclear
positivity (score 2); and (D) >50% of tumor cells are positive for nuclear $-catenin (score 3). For
corresponding human p-catenin stainings see Figure S2.

Regarding proliferative activity, the Ki-67 index was assessed by a computer assisted
algorithm. Selected regions of interest (ROI), i.e., tumor areas, were manually annotated
by a trainee pathologist (T.G.). The ROI were exported as xml files and transferred into
an open-source image analysis software (‘QuPath version 0.2.3, https:/ /qupath.github.io,
University of Edinburgh, Scotland) for quantification. The default set of parameters of the
algorithm was modified according to the stain contrast and intensity of the scanned images.
Cell segmentation was performed using the following settings: detection image, optical
density sum; requested pixel size 0.5 um; background radius 8 um; median filter radius
1 pm; sigma 1.5 um; minimum cell area 10 pum?; maximum cell area 400 um?, threshold 0.1;
and maximum background intensity 2. Cell classification (tumor cells, immune or stromal
cells) was completed after training an object classifier using ‘Random trees’ as a machine
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learning method [25]. ‘Smoothed object features’ at a 25 um radius were added. This
was to help with segmenting an image homogeneously so that the classifier performed an
accurate classification. As a quality control step, the results of segmentation and correct cell
classification were reviewed by a trainee pathologist (I.G.). Finally, the Ki-67 proliferation
index was calculated exclusively within the class “tumor cells” as the percentage of cells
with positive Ki-67 immunostaining and was scored as follows: <5% (0); 5-30% (1); 31-50%
(2); 51-80% (3); and >80% (4).

2.1.4. Sanger Sequencing of Feline CTNNB1 Exon 2

In order to elucidate the relevance of feline CTNNB1 exon 2 alterations in intestinal car-
cinogenesis we established a Sanger sequencing protocol for feline CTNNB1 gene exon 2 en-
coding (-catenin. In a first step, we compared and aligned the human (ENST00000349496.11,
NM_001904.4, hg19) and feline DNA-sequences of CTNNB1 (ENSFCAT00000003470.6,
Felis_catus_9.0) to identify the corresponding regions of interest in the feline sequence.
Human CTNNBI exon 3 is known to include a hotspot region of frequent mutations
in various cancer entities, e.g., liver, stomach, and colorectal cancer [26]. Therefore, by
comparing the two sequences, we identified feline CTNNBI exon 2 as homologous to
the human nucleotide sequence of exon 3. According to this, a specific primer pair, 5'-
AGCTGATCTGATGGAACTGGAC-3' (forward) and 5'-ACACCCTTACCAGCCACTTG-3'
(reverse), which amplifies a 237-bp product encompassing feline CTNNB1 exon 2, was
designed. This primer pair was previously established and validated in a pre-study of
feline fibrosarcoma (1 = 5) using tumor samples and matching normal tissue samples.
In brief, the DNA was extracted from areas of interest on FFPE sections (tumor tissue
and/or normal tissue) by means of a Maxwell® RSC Blood DNA Kit (Promega, Madison,
WI, USA) according to the manufacturer’s protocol. DNA concentration was afterwards
fluorimetrically measured by using a Qubit 4.0 system and the Qubit DNA high sensitivity
Assay (both: Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). For amplification of the region
of interest (feline CTNNBI gene, exon 2) 10-20 ng of DNA was used as input for the
polymerase chain reaction (PCR). PCR was performed with AmpliTaq Gold polymerase
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) in an Eppendorf Mastercycler® Gradient
(Eppendorf AG, Hamburg, Germany) with an annealing temperature of 60 “C. Subse-
quently, the amplification of tumor samples and negative control (non-template control)
was validated using agarose gel electrophoresis and visualization on an Amersham Imager
680 detection system (General Electric Company Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala,
Sweden). For purification, the PCR products were digested using ExoSAP nuclease (New
England Biolabs, Ipswich, MA, USA) for 15 min at 37 °C followed by inhibition of the
enzyme at 80 °C for 10 min in an Eppendorf Mastercycler®. Sanger sequencing was per-
formed using the BigDye v1.1 Terminator Mix (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
USA) according to the manufacturer’s protocol in an Eppendorf Mastercycler®. For capil-
lary electrophoresis the sequencing product was purified using the ZR DNA Sequencing
Clean-up Kit™ (Zymo Research Europe GmbH, Freiburg, Germany) and loaded on an
ABS/Hitachi 3130 genetic analyzer (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). After
sequencing, electropherograms of each tumor sample and corresponding normal tissue
were visually analyzed for the occurrence of mutations.

In this study, eleven cases positive for nuclear 3-catenin (score 1-3) and containing a
sufficient quantity of tumor cells (>30% tumor cell content) were selected for molecular
analysis of the feline B-catenin gene exon 2 according to the method described above.
Healthy intestinal mucosa from the same animals (1 = 7) and from other animals (1 = 2)
was used as a negative control in order to confirm the native sequence of feline CTNNBI.

2.2, Human Specimen

For comparative purposes, human CRC specimens from the diagnostic archive of the
Institute of Pathology of the Technical University of Munich were evaluated. The use of
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human tissue was approved by the local ethics committee of the Technical University of
Munich /Klinikum Rechts der Isar (reference number: 506/17 s).

2.3. Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using SPSS software version 27.0.1.0 (SPSS Insti-
tute, Chicago, IL, USA). Associations between more than two samples (i.e., WHO subtypes)
and the assessed histological features (grade; cumulative score of invasiveness; vascular,
lymphatic, and perineural invasion; lymph node metastasis; tumor budding; inflammation;
scirrhous reaction; mucinous component; osseous metaplasia; mucosal ulceration; prolifer-
ation (MC, Ki-67); and [3-catenin translocation) were examined via a Kruskal-Wallis test for
nonnormally distributed parameters and a Bonferroni-adjusted post-hoc analysis. Trends
between two samples (i.e., grades, tumor localization) were tested via a Mann-Whitney U
test. A p value < (.05 was considered statistically significant for all data sets.

3. Results
3.1. Tumor Site and Frequency

Histomorphological evaluation showed that the majority of examined feline intestinal
carcinoma (33/49 cases, 67.3%) was located in the large intestine, whereas 16/49 cases
(32.7%) appeared in the small intestine. Due to the striking morphologic similarity with
human intestinal neoplasias, we decided to also include small intestinal tumors in the
feline study set. In humans, small intestinal neoplasms are rare compared to colonic
adenocarcinoma but the subtypes resemble the colonic classification [27].

3.2. Distribution of Histopathological Subtypes of the Feline Intestinal Tumor Cohort

Feline intestinal carcinomas closely resembled human WHO subtypes on a histomor-
phological level (Figure 3). Of the 16 small intestinal tumors, 12 were classified as ANOS
(75%), two as MAC (12.5%), one as SAC (6.3%) and one as MPC (6.3%). Of the 33 tumors of
the colon and rectum, 17 were classified as ANOS (51.5%), 12 as SAC (36.4%), 3 as MAC
(9.1%), and 1 as SRCC (3%). Overall, ANOS was the most common histological subtype
in cats (59.2%) followed by SAC (26.5%). MAC comprised 10.2%, and MPC and SRCC
2% of cases, respectively (Table 1). Other human WHO subtypes, including adenoma-like
adenocarcinoma, medullary adenocarcinoma, adenosquamous carcinoma, undifferenti-
ated carcinoma, and carcinoma with sarcomatoid components, were not identified in the
investigated feline tumor set.

3.3. Histopathological Features of Feline Intestinal Tumor Subtypes

The majority of small intestinal carcinomas were of high grade (14 /16; 87.5%). A mucinous
component was found in 10/16 cases (62.5%). Vascular invasion was present in 5/16 cases
(31.3%), perineural invasion in 3/16 cases (18.8%) and lymphatic invasion in 9/16 cases (56.3%).
Mesenterial lymph nodes were available in 5/16 cases and metastasis was present in 2 of those
5 cases. Serosal infiltration was present in 8/16 cases (50%). Invasiveness was high (score 3) in
5/16 cases (31.3%) and low (score 0) in 3/16 cases (18.8%). Inflammation was mild in 12.5%,
moderate in 50% and severe in 37.5% of cases. Mucosal ulceration was present in 13/16 cases
(81.3%). A scirrhous reaction was found in 11/16 cases (68.8%). No osseous metaplasia was
present. The number of mitotic figures ranged from 1 to 17, mean (£ SD) number of mitoses
was 6.88 (+ 4.573) and the median was 5.5. All small intestinal carcinomas were of the highest
budding grade (Bd3).
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Figure 3. Feline intestinal carcinomas (left) closely resemble human WHO subtypes (right) (H&E).
(A) Feline colonic adenocarcinoma not otherwise specified (ANOS, § x); (B) Human colonic ANOS
(8:); (C) Feline colonic serrated adenocarcinoma (SAC, 8 x); (D) Human colonic SAC (8 x); (E) Feline
small intestinal mucinous adenocarcinoma (MAC, 8x); (F) Human colonic MAC (8 x); (G) Feline
small intestinal micropapillary carcinoma (MPC, 8x); (H) Human colonic MPC (8x); (I) Feline
colonic signet-ring cell carcinoma (SRCC, 20 x); and (J) Human colonic SRCC (20 x).
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Table 1. Distribution of histological WHO subtypes of feline intestinal carcinomas.
Cohort Subtype n % of Total
ANOS 29 59.18
Histological Subtypes e 1 2h5t
(Overall Cohort, n = 49) e 2 =7
i MPC 1 2.04
SRCC 1 2.04
ANOS 12 75.00
Histological Subtype SAC 1 6.25
(Small Intestinal, n = 16) MAC 2 125
MPC 1 6.25
ANOS 17 51.52
Histological Subtype SAC 12 36.36
(Colonic, n = 33) MAC 3 9.09
SRCC 1 3.03

ANOS = adenocarcinoma not otherwise specified; SAC = serrated adenocarcinoma; MAC = mucinous adenocarci-
noma; MPC = micropapillary carcinoma; SRCC = signet-ring cell carcinoma.

Regarding colonic carcinomas, 54.5% were of low grade and 45.5% of high grade.
A mucinous component was identified in 22/33 cases (66.77). Vascular invasion was
present in 13/33 cases (39.4%), perineural invasion in 13/33 cases (39.4%) and lymphatic
invasion in 11/33 cases (33.3%). Lymph node metastasis was present in 11 of 15 (73.3%)
submitted lymph node samples. Inflammation was mild in 60.6% (20/33), moderate in
15.2% (5/33) and severe in 24.2% (8/33) of the colonic carcinomas. The majority of colonic
carcinomas had a scirrhous component (28/33; 84.8%) and osseous metaplasia was present
in 7/33 cases (21.2%). The number of mitoses per 10 hpf ranged from 0 to 37, the mean
number was 7.42 (£ 7.87), and the median was 6. The tumor budding status of colonic
carcinomas was generally high (84.3% Bd3).

QOverall, 20 intestinal tumors were classified as low grade (40.2%) and 29 as high
grade (59.8%). Low grade tumors grew significantly less invasive than high grade tumors
(p = 0.025). A mucinous component was present in 32/49 cases (65.3%) of the investigated
neoplasms. Vascular invasion was present in 36.7% (p = 0.137), perineural invasion in
32.7% (p = 0.527) and lymphatic invasion in 40.8% (p = 0.141) of all intestinal carcino-
mas. Metastases were present in 13 of 20 cases with available lymph nodes. Intestinal
tumors penetrated the serosa in 27 /49 cases. Mucosal ulceration was present in 37 /49 cases
(75.5%) (Figure 4). In 44.9% (22/49) of cases inflammation of the tumor area was mild
and composed of a mixed inflammatory cell infiltrate. A scirrhous reaction was present in
39/49 (79.6%) and osseous metaplasia in 7/49 (14.3%) cases. In general, the feline tumor
budding status was remarkably high (44/49 Bd3, 89.8%). Bd3 tumors had a significantly
higher cumulative score of invasiveness (p = 0.006) and invaded blood (p = 0.205) and
lymphatic vessels (p = 0.152) more frequently. For the overall cohort, statistical analysis
revealed a significant difference between the WHO subtypes regarding the feature inva-
siveness, represented by a cumulative score of invasiveness (p = 0.021). Feline serrated
adenocarcinomas grew significantly less invasive than ANOS (p = 0.014) (Figure 5). Concor-
dantly, ANOS infiltrated upon the serosa more frequently than SAC (p = 0.028). Strikingly,
feline intestinal carcinomas generally exhibited an extremely dissociative and aggressively
infiltrative growth pattern. For all the other aforementioned criteria no significant trends
with regard to the specific histological subtypes could be determined. Detailed information
on the relation between histological subtypes and the assessed histological and molecular
features of the overall cohort is provided in Table 54.
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Figure 4. Characteristic malignancy features of feline intestinal tumors (H&E). (A) Vascular invasion
(10x); (B) Lymphangiosis carcinomatosa (4x); (C) Perineural invasion (10x); (D) Lymph node
metastasis (4x); (E) Serosal invasion, arrow (1 x); and (F) Mucosal ulceration (4 x).

vasiveness
w
)

Cumulative Score of In
|

ANOS SAC MAC MPC SRCC
WHO-Subtype

Figure 5. Kruskal-Wallis test of WHO subtypes regarding invasiveness. For the overall cohort,
statistical analysis revealed a significant difference between the WHO subtypes regarding the fea-
ture invasiveness, represented by a cumulative score of invasiveness (vascular (1), perineural (1),
lymphatic (1) and serosal invasion (1), max. score of 4). (p = 0.021). The score of invasiveness was
significantly higher for ANOS than for SAC (* p = 0.014).
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3.4. Immunohistochemical Features of the Feline Intestinal Tumor Cohort

Of the 16 small intestinal tumors, 93.8% showed no or scattered nuclear translocation
of B-catenin (score 0). Nuclear translocation in 5-25% of tumor cells (score 1) was present
in one small intestinal ANOS (6.3%). The 33 colonic carcinomas were positive for nuclear
B-catenin to various degrees (69.7% score 0; 24.4% score 1; 3% score 3 or 4, respectively).
Out of eight colonic tumors with a score of one, five were of the subtype ANOS, two were
SAC and one was MAC. One colonic SAC was a score 2 and one colonic ANOS was a score
3. Taken together, the majority of the examined feline tumors displayed no or scattered
nuclear translocation of 3-catenin (score 0; 38/49 cases; 77.6%). Nine tumors were a score 1
(18.4%), one colonic tumor a score 2 (2%) and one a score of 3, respectively.

Tumor proliferation (Ki-67) did not differ statistically significant between the histolog-
ical subtypes (p = 0.359) or grades (p = 0.26).

3.5. p-Catenin Gene Mutations in Exon 2 of Feline CTNNB1

For 11 tumor samples, which immunohistochemically displayed nuclear translocation
of B-catenin (score 1, 2 or 3), Sanger sequencing identified somatic missense mutations
in exon 2 of the feline CTNNBI gene in 4 colonic tumors (case 14: colonic ANOS score
1; case 20: colonic ANOS score 3; case 22: colonic ANOS score 1; case 31 colonic SAC
score 1; 36.4% of all samples). Three of these four mutations were of somatic origin, and in
none of the samples germline mutations were detected in exon 2 of the CTNNB1 gene. In
case 20, no matching physiological tissue of the same animal was available, thus, it could
not be determined if the mutation was of somatic or of germline origin in this specific
case. All identified mutations were exclusively heterozygous, and the mutational spectrum
comprised a p.S37F (c.110C>T) (case 14), a p.D32G (c.95A>G) (case 20), a p.D32N (c.94G>A)
(case 22), and a p.G34R (c.100G>A) (case 31) mutation (Figure 6). For all of these, an
orthologous mutation is known in various human cancers, e.g., CRC, liver and stomach
cancer [26]. In the remaining seven samples, a wildtype sequence of CTNNB1 was identified
either exclusively in the tumor tissue (# = 3) or in the tumor tissue and normal tissue (1 = 4).
Amplification status of CTNNB1 could not be determined by Sanger sequencing.

3.6. Comparison of Feline Small Intestinal and Colonic Neoplasias

Small intestinal carcinomas were more often of high grade than colonic carcinomas
(p = 0.005). Osseous metaplasia was present in the colonic, but not in the small intestinal
carcinomas (p = 0.049). Nuclear translocation of the B-catenin was proved in one small
intestinal ANOS (score 1), but visible to various degrees in 10 colonic tumors (p = 0.058).
Somatic mutations of CTNNB1 were exclusively detected in colonic carcinomas (p = 0.15).
Inflammatory cell infiltration of the neoplastic area appeared to be mild in the majority
of colonic cases and moderate to severe in the majority of small intestinal cases (p = 0.12).
For all other assessed criteria, no statistically significant differences between the small
intestinal and colonic carcinomas could be determined.
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Figure 6. Four distinct somatic missense mutations were detected, each of them in a different case. DNA forward sequences;
green: wildtype sequence of normal intestinal tissue (1 = 3); red: tumor Table S4. (A) Cytosine (C) is substituted by Thymine
(T), resulting in a missense mutation leading to a replacement of Serine (S) by Phenylalanine (F) on the protein level (colonic
ANOS; p-catenin score 1); (B) Adenosine (A) is substituted by Guanin (G) resulting in a missense mutation leading to
a replacement of Aspartic acid (D) by Glycine (G) (colonic ANOS; score 3). For case 20, no normal tissue was available;
(C) Guanin (G) is substituted by Adenosine (A) resulting in a replacement of Aspartic acid (D) by Asparagine (N) (colonic
ANOS, score 1); (D) Guanin (G) is substituted by Adenosine (A) resulting in a replacement of Glycine (G) by Arginine (R)

(colonic SAC, score 1).
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4. Discussion

The most striking morphological feature of the investigated and described feline
cohort was an extremely high tumor budding activity related to a markedly dissociative
tumor growth. Since the WHO criteria for human CRC was reclassified in 2019 and
tumor budding was added, it is now recognized as a major grading criterion and a highly
relevant and independent prognostic factor [17,19] that is generally considered to be a
stage-independent predictor of lymph node metastasis in pT1 CRC and of survival in stage
II CRC [18]. Tumor budding strongly impacts on all survival parameters and regarding its
prognostic significance, it even outperforms WHO grade [17]. This study demonstrates a
high budding status in feline intestinal carcinomas (89.8% Bd3) compared to human CRC
(20% Bd3) [17]. To the authors” knowledge, no other veterinary studies evaluate feline
tumor budding, and further research to establish prognostic data is imperative.

Although many GEMMs are available, researchers frequently face the problem that
induced intestinal neoplasms of mice lack the invasive features characteristic for late-stage
CRC, e.g., tumor budding. There are orthotopic mouse xenograft models which show
tumor budding that are morphologically and immunohistochemically close to what is seen
in human CRC; however, these models often have an immunocompromised background
and thus are limited in their relevance to the human situation [28,29]. Moreover, the
very limited availability of in vivo budding models to date is another drawback [29].
QOur study shows the capability of spontaneous feline intestinal carcinomas to serve as
an immunocompetent model for elucidating the intestinal tumor budding mechanisms
of CRC.

Due to these similarities and the potential use of spontaneously arising feline intestinal
tumors for comparative research trials of human CRC, we decided on categorizing feline
intestinal tumors according to the human WHO classification of 2019 [19]. Human WHO
subtypes were proven to be clinically relevant with a strong impact on overall survival
(0S), disease-free survival (DFS), and disease-specific survival (DSS) (p < 0.001) and a clear
association with WHO grade and budding status. For example, MPC and SRCC are very
aggressive subtypes connected to a poor survival prognosis, whereas SAC mostly does not
invade perineural or venous and is connected to a better prognosis considering the CRC
subtypes [17].

The feline cohort was compared to a large-scale cohort of human colorectal carcinomas
recently characterized and published by Jesinghaus et al. in 2021. Most human CRCs are
ANQOS, defined by an invasive growth pattern breaking the line of the lamina muscularis
mucosae and invading the submucosa; a feature which was present in all included feline
intestinal tumors. Overall, ANOS was the most common histological subtype (59.2%)
in cats, similar to the human cohort (62.7%) [17]. In a recent study of feline intestinal
carcinomas, tubular adenocarcinoma was determined to be the most common tumor type
(33/50 cases; 66%), morphologically comparable to ANOS [12]. The second most common
colonic subtype in the feline cohort was SAC, which was overrepresented compared
to human CRCs (8.7%) [17]. Consistent with this, Uneyama et al. found that feline
colorectal carcinomas frequently showed glandular serration, and they detected three
KRAS mutations in seven cases of feline colorectal epithelial tumors [12]. Presuming that
KRAS gene mutations are frequently involved in human CRC development and particularly
in the ‘serrated pathway’, this pathway may play an important role in feline intestinal
carcinogenesis, as it does for human serrated adenocarcinomas [20,30-32]. Although we
unfortunately lack survival data for our described feline study set, we were able to show
that feline SAC displayed less invasive growth compared to other subtypes, compatible
with the rather favorable prognosis of human SAC [17].

A lack of species-specific investigation tools, especially of molecular pathological
markers, constitutes a significant challenge in the use of companion animal cancers as
human tumor models (e.g., DNA primers). Commercially available and formalin-approved
antibodies for cats or dogs are not as readily available as for human and rodent tissue [7]
and molecular methods aiming at the detection of specific somatic or germline mutations
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are infrequently used in companion animal studies. We successfully designed a DNA
primer pair appropriate for amplification of the feline CTNNBI gene exon 2, which is
homologous to the nucleotide sequence of human CTNNB? exon 3 and contains a hotspot
region of frequent mutations for various human cancers including CRC [26]. Because of
this homology, CTNNBI mutations located in this DNA-region are most likely to cause
similar effects in both species.

Mutations activating the canonical WNT/ 3-catenin signaling pathway are very fre-
quently involved in the ‘classical pathway” of human colorectal carcinogenesis [20]. B-
catenin is a highly conserved protein, part of the WNT signaling pathway and plays an
important role in cell-adhesion [33]. Alterations of CTNNB1 that result in disturbed degra-
dation of 3-catenin lead to its cytoplasmic accumulation and subsequent translocation
into the nucleus, where it acts as an oncogenic player enhancing the expression of sev-
eral downstream target genes, e.g., CCND1 (CYCLIN D1) [34,35], MYC [20,35,36], and
AXIN2 [35]. On the one hand, stabilizing homozygous CTNNB1 mutations play a crucial
role, especially in human CRC associated with Lynch syndrome [21]. On the other hand,
CTNNBI mutations are less often (5% non-hypermutated (nHM) CRC; 7% hypermutated
(HM) CRC) involved in sporadic human colorectal carcinogenesis than APC (Adenomatous
polyposis coli) mutations (81% nHM; 53% HM CRC) [20].

From a comparative point of view, in intestinal neoplasms in dogs, CTNNB1 muta-
tions were proven to be more often causative than APC mutations, with CTNNB1 being
mutated in >60% of canine colorectal tumors [22]. Several studies also provide evidence
of nuclear -catenin translocation and accumulation in canine intestinal adenomas and
carcinomas [37-39].

Currently, very little is known about the genomic landscape of companion animal can-
cers [40], and particularly of feline cancers. Because B-catenin score did not correlate with
malignancy, Uneyama et al. concluded from their IHC results that dysregulated B-catenin
is likely not an important player in feline intestinal tumorigenesis; however, accumulation
of B-catenin was evident in 60% of their cases [12]. Our immunohistochemical examination
of feline intestinal carcinomas (22.5% of cases positive for nuclear B-catenin) as well as
the high expression of active f3-catenin in feline mammary tumors compared to healthy
tissue [41], prompted us to further investigate the role of this key protein in the entity of
feline intestinal cancer.

For the first time, Sanger sequencing of feline CTNNBI exon 2 was performed and
revealed four somatic missense mutations identical with pathogenic mutations in hu-
mans [26]. Human codons most frequently displaying mutations related to CRC are,
namely, codons 32, 33, 34, 37, 41, and 45 [26]. Canine mutations were found in codons
32, 34, and 45 [22]. In our study, feline mutations were located at codons 32, 34 and 37,
consistent with mutations of human and canine intestinal tumorigenesis. As a result, we
strongly challenge the finding that dysregulated WNT/3-catenin signaling is not involved
in feline intestinal carcinogenesis.

APC loss-of-function mutations leading to an impacted degradation of p-catenin
can also lead to an increase of cytoplasmic and nuclear [3-catenin [20]. This could be a
possible explanation for the seven cases, which displayed nuclear 3-catenin positivity but
did not show sequential alterations of CTNNBI. Future investigations conducting feline
APC sequencing (i.e., panel or whole exome sequencing) and including a larger cohort
size are required to finally clarify if APC mutations also play a role in feline intestinal
tumorigenesis. Nevertheless, genomic amplification of the CTNNBI gene, which might also
be a mechanism for overexpression of the protein in cancer in humans, cannot completely
be excluded [42].

The majority (93.8%) of small intestinal tumors displayed no relevant nuclear (3-
catenin translocation and the only tumor showing a nuclear IHC-signal did not harbor
a CTNNBI mutation. In contrast to that, colonic tumors displayed various degrees of
positivity for nuclear $-catenin (1 = 10) and mutations of CTNNB1 (n = 4). Although the
feline small and large intestinal tumors appear to have histomorphological similarities,
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small intestinal tumors were almost exclusively of high grade and high tumor budding
status. Future investigations are needed to further elucidate the mutational spectrum of
feline small intestinal tumors.

A first step has been taken, but much work remains to be done. In order to beneficially
integrate the feline model into human CRC research, further investigation of feline cancers’
genetics, genome-wide studies as well as genome annotation are imperative. The final
ideal of comparative oncology is to include companion animals (pets) with comparative
cancer diseases in clinical trials. Educating and informing pet owners and considering
ethical standards is a major point here [40].

Our data provides an accurate histological classification system for feline intestinal
tumors and a basis for comparative oncology [40] studies by harmonizing histological
classification and conducting molecular examination on spontaneously arising intestinal
tumors in pet cats. The results indicate that feline intestinal carcinomas constitute a valuable
and promising in vivo model for human CRC, worthy of further characterization.

5. Conclusions

In conclusion, the present study evaluates histopathological features and patterns
of feline intestinal tumors. It demonstrates two main reasons for the suitability of feline
intestinal tumors as a valid spontaneous in vivo model for late-stage human CRC: (1) Feline
intestinal carcinomas resemble human subtypes and present with an invasive growth
and high tumor budding activity, (2) CTNNBI mutations are present in feline intestinal
carcinomas, as has been reported in human and canine intestinal tumorigenesis. Sharing
two important molecular alterations, namely KRAS [12] and CTNNB1 mutations involved
in intestinal carcinogenesis, cats are a valuable model for late-stage sporadic human CRC.

This study provides a solid foundation for the comparison of feline and human CRC,
indicates the need to review the available classification schemes for feline intestinal cancers
and paves the way for future comparative oncology studies.
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dataset, Table S2: feline cohort information (localization, specimen, breed, sex, age), Table S3: primary
antibodies and IHC protocols, Table S4: relationship between histological subtypes and histological
and molecular features.
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Simple Summary: The role of mast cells in the tumor microenvironment (TME) remains controversial
but has become increasingly evident and explored as a possible therapeutic target. In this study, we
investigated the underexplored mast cell heterogeneity of intestinal cancer by applying standardized
mast cell subtyping during adenoma-carcinoma progression. We immunohistochemically evaluated
and scored the occurrence of interepithelial mucosal mast cells (ieMMCs) in tumors of frequently
employed genetically engineered mouse models and in human colonic adenomas and carcinomas,
We found a decrease of ieMMCs from colonic low-grade adenomas to carcinomas. Moreover, mouse
models based on altered Wnt signaling showed higher ieMMC scores than models based on altered
MAPK signaling. Our descriptive study indicates that ieMMCs play a special role in the molecular
TME related to adenoma-carcinoma progression. Furthermore, it emphasizes the need for adequate
immunohistochemical methodology and experimental setup when investigating the functional role
of mast cell populations of the TME.

Abstract: Mast cells (MCs) are crucial players in the relationship between the tumor microenviron-
ment (TME) and cancer cells and have been shown to influence angiogenesis and progression of
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human colorectal cancer (CRC). However, the role of MCs in the TME is controversially discussed
as either pro- or anti-tumorigenic. Genetically engineered mouse models (GEMMs) are the most
frequently used in vivo models for human CRC research. In the murine intestine there are at least
three different MC subtypes: interepithelial mucosal mast cells (ieMMCs), lamina proprial mucosal
mast cells (IpMMCs) and connective tissue mast cells (CTMCs). Interepithelial mucosal mast cells
(ieMMCs) in (pre-)neoplastic intestinal formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) specimens of mouse
models (total lesions n = 274) and human patients (1 = 104) were immunohistochemically identified
and semiquantitatively scored. Scores were analyzed along the adenoma-carcinoma sequence in
humans and 12 GEMMs of small and large intestinal cancer. The presence of ieMMCs was a com-
mon finding in intestinal adenomas and carcinomas in mice and humans. The number of ieMMCs
decreased in the course of colonic adenoma-carcinoma sequence in both species (p < 0.001). However,
this dynamic cellular state was not observed for small intestinal murine tumors. Furthermore, ieMMC
scores were higher in GEMMs with altered Wnt signaling (active -catenin) than in GEMMs with
altered MAPK signaling and wildtypes (WT). In conclusion, we hypothesize that, besides stromal
MCs (IpMMCs/CTMCs), particularly the ieMMC subset is important for onset and progression of
intestinal neoplasia and may interact with the adjacent neoplastic epithelial cells in dependence on
the molecular environment. Moreover, our study indicates the need for adequate GEMMs for the
investigation of the intestinal immunologic TME.

Keywords: tumor microenvironment; colorectal cancer; interepithelial mucosal mast cells; adenoma-
carcinoma sequence; human; genetically engineered mouse models

1. Introduction

Worldwide, colorectal cancer (CRC) is the third-most frequent cancer type and the
second most common cause of cancer-related deaths [1]. It is well known that mast cells
(MCs) are important players in the immunologic microenvironment of intestinal tumors [2].
However, to date, their specific role in the intestinal tumor microenvironment (TME) and
their contribution to the molecular intestinal carcinogenesis remain diverse and largely
elusive. On one hand, there is evidence for a pro-tumorigenic (i.e., poor prognostic)
role [3-6]. On the other hand, several studies describe an anti-tumorigenic (i.e., favorable
prognostic) role of MCs [7,8]. Recent literature suggests evidence of a cellular crosstalk
between cancer cells and MCs in the context of intestinal carcinogenesis [9-12]. Ultimately,
an advanced understanding of the role of MCs in CRC will also be beneficial with regard to
therapeutic options [13].

Historically, rodent MCs are divided into T-cell independent connective tissue mast
cells (CTMCs) and T-cell dependent mucosal MCs (MMCs) [14-16]. Vogel et al., 2018
elaborated this classification in the context of intestinal immunopathology by further dis-
tinguishing between (smaller) interepithelial mucosal mast cells (ieMMCs) and lamina
proprial mucosal mast cells (IpMMCs) and (larger) CTMCs. Using specific expression of
murine mast cell protease 1 and 4 (MCPT1 and MCPT4) and cellular topography, it is
possible to differentiate between ieMMCs and IpMMCs/CTMCs within the intestine. The
authors emphasize the importance of reliably distinguishing these subtypes by means of
immunohistochemistry (IHC) in order to adequately reflect the actual mast cell heterogene-
ity in the GI tract [17]. Mast cells are generally termed as “subepithelial inflammatory cells”
of the lamina propria, located below the intestinal epithelium [18,19]. Nevertheless, it has
long been known that MCs are able to migrate through the basal lamina in interepithelial
spaces [20].

Previous tissue-based studies of intestinal MCs in human CRC either used no MC
subtyping (histochemical stainings) [21,22] or IHC-based methodologies to subtype MCs
regarding to their protease content as follows: tryptase (MCry) [3,5,9,23]; chymase (MCc);
or tryptase and chymase (MCy¢) positive (*) MCs [7,8,24,25]. Indeed, some authors oc-
casionally mention the occurrence of intestinal MCs in close proximity to the intestinal
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epithelium [22], but a clear discrimination between ieMMCs and stromal MCs in human
CRC has not been carried out so far.

The human intestinal carcinogenesis is generally regarded as a progressive set of
events, starting from the onset of pre-malignant adenoma then developing into invasive
carcinoma through the sequential acquisition of genetic alterations in tumor suppressor
genes (e.g., APC) and oncogenes (e.g., KRAS) [26-28]. Genetically engineered mouse models
(GEMMs) are regarded as the gold standard for the in vivo study of CRC due to the high
similarity of disease expression and molecular features between mice and humans [29-31].

Considering the dominating role of mice as experimentally induced in vivo models of
human CRC, we standardized MC classification by subdividing intestinal MC populations
as suggested by Vogel et al., 2018 [17] in order to ensure inter-species comparison. An
immunohistological, descriptive, semiquantitative scoring method was established to
investigate the relevance of MCs, specifically the understudied ieMMC population, in
different groups of GEMMs as well as in human CRC patients. Here we investigated the
dynamics of ieMMC populations across the adenoma-carcinoma progression [26,27,32] in
mice and humans. Furthermore, we analyzed potential differences in the occurrence of
ieMMCs in a variety of GEMMs of small and large intestinal neoplasia. If the term “murine”
is used in this article, it will refer to the species mouse (Mus musculus).

2. Materials and Methods
2.1. Archival Mouse Tissue Cohorts

In total, 151 formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) blocks were retrospectively
analyzed, originating from different GEMMs generated between the years 2009 and 2021.
In some cases, blocks contained more than one neoplastic lesion (Swiss rolls), thus overall
n = 274 murine lesions were investigated. All FFPE samples were obtained from the
archive of the Comparative Experimental Pathology (CEP) unit at the Institute of Pathology,
Technical University of Munich (TUM), Munich, Germany. FFPE blocks were stored in
a cool, dark, and dry archive cabinet in order to avoid a loss of antigenicity. The mouse
models assessed in this study (n = 12) were either of wildtype (WT) or expressed genetic
alterations in one or more genes which affect either a single or various oncogenic pathways
commonly altered in CRC [33-39]. Therefore, they were used as in vivo models for the
investigation of intestinal carcinogenesis in previous experiments. Models were grouped
according to: (1.) their genetic alterations; (2.) mode of tumor induction (Table 51).

Genetically Engineered Mouse Models

Mouse models were generated or provided by different collaboration partners (M.S.,
M.T, TS, S.S.,, B.US,, J.R, RR.,, DS.) and experiments were approved by the local
animal welfare committees (Regierung von Oberbayern, Munich, Germany, ROB-55.2-
2532.Vet_02-17-79 (D.S., M.T.); Regierung von Oberbayern, Munich, Germany, ROB-55.2-
2532.Vet_02-15-26, ROB-55.2-2532.Vet_02-14-86 and ROB-55.2-2532.Vet_02-20-9 (B.U.S., ].R.,
T.S.); Regierungsprisidium Karlsruhe and Landesdirektion Sachsen, Germany, AZ G-
188/11 (S.5.); UK Home Office (M.S., R.R.)). Proper genotyping of each mouse and model
was assured by the collaboration partners. For details on the employed mouse models
(genotypes pseudonymized), affected pathways, and mouse groups, please refer to Table
S1. Intestinal tumors in WT were chemically induced via administration of Azoxymethane
(AOM)/Dextran Sodium Sulfate (DSS) [40]. Active p-catenin mouse models (BCAT) were
generated by deleting exon 3 of the B-catenin gene via an intestinal Cre-loxP system [38].
Apcﬂ/’”’ [37], Kras€'2P [36], and Bme 637 [33] mice were crossed with an intestinal epithelial
cell-specific Cre driver line [41]. For models with tumor induction via a surgical Adeno-Cre
infection [34], animals with an APC; KRAS background were crossed in different combi-
nations harboring genetic alterations in various genes commonly altered in sporadic CRC
(“complex” models) [35]. Mouse models with a germline ablation of Interferon-gamma
(IFNv) [42] and GEMMSs with a deficiency in the CARD/BCL10/MALT1 (CBM) signaling
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pathway—in either an immune cell (IC) subset, intestinal epithelial (IE) cells, or full-body
KO—were also amongst the investigated GEMMs (Table 51).

2.2. Human Patients

The human cohort used in this study consisted of 17 low-grade (LG) adenomas,
12 high-grade (HG) adenomas, and 75 adenocarcinomas (Figure S1). Biopsies (n = 30) and
whole tumor specimens (1 = 74) of patients who underwent either colonoscopy or surgical
resection between 2004 and 2019 at the University Hospital Klinikum rechts der Isar Munich
(MRI) of the Technical University of Munich, Germany were analyzed retrospectively. For
81 intestinal lesions, adjacent non-neoplastic intestinal mucosa was available on the same
slide. Data was extracted from the Munich Cancer Registry as well as from hospital records.
The use of human tissue was approved by the local ethics committee of the Technical
University of Munich/Klinikum rechts der Isar (reference number: 506/17s).

2.3. Histology, Immumohistochemistry, and Slide Digitalization

Serial tissue sections of 2 um thickness were cut from human and murine FFPE blocks
using a rotating microtome (RM2245 Leica Biosystems, Wetzlar, Germany). Hematoxylin
and eosin (H.E.) stainings were performed according to a standard protocol. Due to
effective heparin absence, intestinal MMCs are sensitive to formalin fixation and thus
cannot be detected by metachromatic staining methods, such as standard toluidine blue
(T.B.) staining [14,15]. In order to confirm this, T.B. staining at pH 2.3 (Toluidine blue O,
1B-481.00010, Waldeck, Miinster, Germany) was also performed (Figure 52).

For the identification of intestinal MMCs, IHC was applied. For each cohort, serial
FFPE sections were cut gradually, and empty cuts were stored properly and as short as
possible. Sectioning and immunohistochemical experiments were performed stepwise but
in a timely manner between 01,/2020 and 11,/2021 on IHC autostainers (murine tissue on
Leica Bond RX™, Leica, Wetzlar, Germany and human tissue on a Ventana BenchMark XT,
Ventana Medical Systems, Tucson, AZ, US). Briefly, mouse serial sections were examined im-
munohistochemically by using primary antibodies for murine mast cell protease 1 (MCPT1)
(mMCP-1, [RF6.1], a B-chymase [43]), mast cell tryptase (MCPT6) (TPSAB1; homologous to
mMCP-6 [44]), granzyme B, and histamine. On human tissue, MC-Tryptase (MCT) [AA1],
MC-Chymase (MCC) [CC1], CD117, and histamine antibodies were applied. Additionally,
an anti-Ki-67 antibody was applied in order to visualize tumor cell proliferation. For each
antibody, adequate positive and negative (tissue and reagent) controls were included. If
true invasion of neoplastic cells was inconclusive on an H.E. slide, further sectioning, PAS
reaction, and/or Pan-cytokeratin IHC were performed in order to obtain a secure diagnosis
regarding tumor grade.

In order to gain first insights into the functional role of ieMMCs in intestinal neo-
plasia, we also performed Interleukin-5 (IL-5) (n = 28) and matrix metallopeptidase 9
(MMP-9/ gelatinase B) (n = 19) on selected slides. Immunohistochemical double staining
as a proof of principle, i.e., visualization of interepithelial located mast cells above the
basal membrane, was also applied. A combination of collagen IV (for visualization of the
basal lamina) and MCC or MCT (for visualization of MCs) was used. Antibody binding
was visualized with a brown chromogen (3,3’-diaminobenzidine (DAB), Bond Polymer
Refine Detection, DS9800, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany) and a red chromogen
(alkaline phosphatase, Bond Polymer Refine Red Detection, DS9390, Leica Biosystems,
Wetzlar, Germany).

For details on the panel of primary antibodies used in this study, the corresponding
working dilutions, and THC protocols, see Supplementary Tables S2 (mouse) and 53 (human).

After laboratory processing, slides were scanned in 40x magnification using a whole-
slide brightfield scanner (Aperio AT2, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany).
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2.4. Histological Grading of Intestinal Neoplastic Lesions

A trainee pathologist (T.G.) and a board-certified veterinary pathologist (K.S.) inde-
pendently evaluated H.E. slides. Intestinal lesions were classified according to the current
state-of-the-art toxicopathological criteria for gastrointestinal lesions [30,45]. For a short
overview of the applied intestinal lesion classification and grading scheme, see Supplemen-
tary Table S4. Murine lesions were graded as: atypical hyperplasia; low-grade adenoma;
high-grade adenoma; or adenocarcinoma with an invasive component (Figure S3). Lesions
were included only if connection to the tunica muscularis of the intestinal wall was re-
tained. In total, 274 murine intestinal neoplastic lesions were annotated in tissue sections
originating from 100 different mouse organisms of 12 different genotype groups (Table S1).
The different GEMMSs were grouped according to (1.) their genotype; (2.) mode of tumor
induction (genetic-, chemical-, or viral-based).

Human intestinal lesions were subtyped, graded, and staged by board-certified human
surgical pathologists (C.M., M.]., W.W.) according to the current WHO classification of
tumors of the colon [46].

2.5. Descriptive Semiquantitative Score of Mast Cell Infiltration

Semiquantitative scoring allows for robust group comparisons and inter- and intra-
observer reproducibility of descriptive tissue data [47]. Therefore, a semiquantitative tissue
score was established for determining occurrence of ieMMCs and I[pMMCs in intestinal
neoplastic lesions of mice and humans. An ordinal 5-tier-score (0 to 5 representing no (0)
to high (5) ieMMC density) with species-specific cut-off values was set (Tables 1 and 2;
Figure 54). Validation and reproducibility of the applied morphologic scoring system
were achieved by scoring selected slides through a second observer, who was a board-
certified veterinary pathologist (inter-observer; K.S.), as well as by randomly scoring slides
repeatedly by the first observer (intra-observer; T.G.). Pathologists were blinded to mouse
model groups. Digitalized slides were scored by using the counter tool of the Aperio
ImageScope x64 software (v.12.4.0.7018, Leica Biosystems Pathology Imaging, Wetzlar,
Germany) on a standard monitor (Wacom Cintiq 22HD, Kazo, Saitama, Japan).

Table 1. Semiquantitative evaluation of murine interepithelial mucosal mast cells (ieMMCs).

Score Description
0 No positive ieMMCs in the evaluated area
1 Positive staining of single ieMMCs (<5/hpf !) per hotspot 2
7. Positive staining of few diffuse ieMMCs (<10/hpf) per hotspot
3 Positive staining of some diffuse ieMMCs (<20/hpf) per hotspot
4 Positive staining of many diffusely distributed or possibly clustered ieMMCs
(<30/hpf) per hotspot
5 Positive staining of many ieMMCs (>30/hpf) and dense clustering per hotspot

1 high-power field (hpf; 40x field; Aperio ImageScope x64 v.12.4.0.7018); 2 one hotspot (= hpf with the highest
MC density per tumor) was counted and scored; the number of positive ieMMCs was considered in two hotspots
(one hotspot of tumor-adjacent normal tissue and one hotspot of the neoplastic area).

Table 2. Semiquantitative evaluation of human ieMMCs.

Score Description

0 No positive ieMMCs in ten x 20 fields !
Single positive (<5) ieMMCs in ten x 20 fields
Few positive (<10) ieMMCs in ten x 20 fields
Moderate number of positive (<20) ieMMCs in ten x 20 fields
Many (<30) ieMMCs in ten x 20 fields
Dense (>30) ieMMCs in ten x 20 fields
T Ten x 20 fields (Aperio ImageScope x64 v.12.4.0.7018) were randomly selected throughout the neoplastic and
normal mucosal area and separately scored.

D= DN =
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2.5.1, Semiquantitative Score for Murine Tissue

In mice, IHC positive (*) ieMMCs, in terms of a brown DAB-precipitate for MC
markers (MCPT1, granzyme B, MCPT6) and a morphologically addressable interepithelial
location (Figure 1), were separately counted in MC hotspots (40 x high-power field, hpf)
of intra-tumoral and of tumor-adjacent normal tissue on the same slide. Slides were first
screened under low power in order to identify areas with the highest MC density (MCD).
High-power fields with the highest density of ieMMCs were defined as hotspots (Figure 2).
MC counts in these hotspots were scored from 0 (no mast cells) to 5 (positive staining in
>30 densely clustered mast cells/hotspot) (Table 1, Figure S4). If available on the slide,
normal mucosa adjacent to the neoplastic lesion was also scored (n = 268).

Mouse

Human

Figure 1. Identification of interepithelial mucosal mast cells (ieMMCs; arrowheads) in murine
(A-C) and human (D-F) intestine. (A) Immunohistochemical sequential double staining of basal
lamina (collagen IV) and ieMMCs (MCPT1) clearly reveals interepithelial localization of murine
ieMMCs; (B) PAS reaction and ieMMC IHC (MCPT1) confirms interepithelial location of MCPT1* cells;
(C) Prominent accumulation of small, round cells containing large, brightly eosinophilic granules
located in intestinal hyperplastic epithelium of a hematoxylin-eosin (H.E.) section; (D) Immunohis-
tochemical sequential double staining of basal lamina (collagen IV) and ieMMCs (MC-Chymase;
MCC) clearly reveals interepithelial localization of human ieMMCs; (E) Serial sections of MCC and;
(F) MC-Tryptase (MCT) immunohistochemistry (IHC) in a human intestinal adenoma.

Notably, ieMMC scores clearly differed between the apical and basal tumor area (lower
third of the tumor next to the submucosa) or tumor center (if lesions were cut transversally),
respectively. Thus, in a first step separate scores of apical tumor regions (luminal) vs. tumor
basis/ center (submucosal site) were applied (Figure 3). Finally, the apical MCPT1" score
(accounting for the highest MCD of the whole tumor) was considered to be representative.

Granzyme B* and MCPT6" ieMMC scores were determined for hotspots without
differentiating between zones. The same score as described above was applied for granzyme
B and MCPT6 (Table 1, Figure S4). Additionally, IpMMCs (MCPT6") were counted and
scored as described for ieMMCs (Table S5A).
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Figure 2. Analysis of ieMMCs in murine colon rolls. (A) Intestinal lesions were graded and anno-
tated (red line) in an H.E. section; (B) Accordingly, a serial section of MCPT1 IHC was annotated;
(C) Hotspots of MCPT1* mast cells (MCs) were identified in neoplastic mucosa (black frame) and
normal mucosa (green frame); (D) Mast cell numbers were counted in one 40 x field (high-power
field, hpf) of the respective hotspot. A semiquantitative score was applied (Figure 54) (Table 1); (E) In
the adjacent normal mucosa, MC numbers were counted and scored accordingly.
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Figure 3. (A—C) In murine intestinal neoplasia (n = 274), MCPT1* ieMMC were generally more
abundant in the apical two thirds of the lesion (luminal site; arrowheads) compared to the
basal, lower third of tumor tissue (submucosal site). The dotted line divides the different zones;
(D-E) Generally, ieMMC scores were higher in the apical (D) than in the basal (E) areas of intestinal
neoplastic lesions; (D) Kruskal-Wallis test (KWT) of ieMMC scores in the apical aspects of tumors
during adenoma-carcinoma progression. Scores for ieMMC were higher in precursors (atypical
hyperplasia and low- and high-grade adenomas) than in carcinomatous lesions (KWT *** p < 0.001);
(E) KWT of ieMMC scores in the basal aspects of tumors during adenoma-carcinoma progression
(KWT *** p < 0.001). * = extreme statistical outliers; © = mild statistical outliers.

2.5.2. Semiquantitative Score for Human Tissue

In human lesions, in sharp contrast to murine lesions, hotspots of clustered ieMMCs
were not present. In order to gain an overview of the entire human neoplastic tissue
specimen, positive ieMMCs (MCC*, MCT*, CD117%), as defined above (Figure 1), were
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counted in 10 randomly selected 20 fields of neoplastic and also in matched adjacent
normal colonic mucosa (if available on the same slide). Total ieMMC counts were scored
from 0 (no positive cells) to 5 (dense (>30) MCs in ten 20x fields)) according to Table 2.
In human specimens, IpMMCs and CTMCs were pooled as intratumoral stromal mast
cells (ITSMCs), since a clear delineation according to cell size, shape, and location was not
possible [48].

Intratumoral stromal mast cells (ITSMCs) located between neoplastic crypts (MCC™,
MCT™") were scored from 0 (no MCs in ten 20 fields) to 5 (>200 JpMMCs in ten 20 fields)
(Table S5B). In human specimens, congruent areas were evaluated for all applied MC THC
markers and scores.

2.6. Computer Assisted Analysis of Tumor Cell Proliferation (Ki-67)

Ki-67 index of whole murine tumors was assessed by means of a computer-assisted
algorithm using QuPath version 0.3.0 for quantification [49]. Areas were annotated by using
a pencil and touch monitor (Wacom Cintiq 22HD, Kazo, Saitama, Japan). The default set
of parameters of the algorithm was modified according to the stain contrast and intensity
of the scanned images. Cell segmentation was performed using the settings specified
in Table S6. Cell classification (tumor cells or stromal cells) was done after training an
object classifier using ‘Random trees” as a machine learning method [50]. Proliferation
in terms of nuclear positive Ki-67 staining was calculated within the class “tumor cells”
(% Ki-67* cells/tumor cells).

2.7. Statistical Analyses

Statistics were performed using the SPSS Statistics v. 27 software (SPSS Inc., Chicago,
IL, USA). Descriptive statistical tests (mean, standard deviation (SD), median, interquartile
range (IQR)) were calculated according to standard methods.

Following the collection of semiquantitative ordinal scoring data as described above,
non-parametric statistical analyses for various independent group comparisons (atypical
hyperplasia; low-grade adenoma; high-grade adenoma; adenocarcinoma) were performed
(one-way ANOVA Kruskal-Wallis test (KWT) with post-hoc Bonferroni multiple compari-
son test).

For comparison of non-normally distributed ieMMC scores within neoplastic and
normal colonic compartments, a Mann-Whitney U (MWU) test was applied for statistical
analysis. For all analyses, p < 0.05 was considered statistically significant.

3. Results
3.1. Comparative Histopathological Description and Characterization of Intestinal Mucosal
Mast Cells

Overall, MCs were located above the epithelial basal membrane, between intestinal
epithelial cells (ieMMCs), in murine as well as in human neoplastic intestinal mucosa
(Figure 1). The morphological definition of ieMMCs was based on the study of Vogel et al.,
2018 [17]. The interepithelial aspect of ieMMCs was clearly present in humans and mice
(Figure 1), while immunohistochemical (granular) characteristics differed to some extent
(Table 3).

In our comparative experimental pathology laboratory [51], a considerable number of
intestinal lesions generated in GEMMSs has been evaluated histologically. An intriguingly
prominent accumulation of small round cells containing large brightly eosinophilic granules
similar to MC granules—located in intestinal hyperplastic, adenomatous, or carcinomatous
lesions—was evident in H.E. specimens. In the murine intestine, MCPT1 is a speciﬁc
marker for ieMMCs according to Vogel et al., 2018 [17], which was also the case in our
study. Additionally, murine ieMMCs were also positive for tryptase (MCPT6) (n = 248) and
granzyme B (n = 271), but were negative for histamine (1 = 37) (Figure S5).
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Table 3. Reactivity for MC subtypes for each of the primary antibodies.

T ieMMC? IpMMC 2 ieMMC ITSMC 3

(Mouse) (Mouse) (Human) (Human)
MCPT1 (mMCP-1) * + = - g
Anti-human MC-Chymase n/a® n/a + +
Anti-human MC-Tryptase n/a n/a + +
TPSAB1 (mMCP-6) ° + + + kS
Histamine - - - +

Granzyme B + + n/a n/a

CD117 (c-kit) n/a n/a + +

A "+” sign indicates that the respective mast cell subtype expresses the marker and a “-” sign indicates that the
subtype does not express the marker. ! Interepithelial mucosal mast cell (ieMMC); 2 lamina proprial mucosal mast
cell (IpMMC); 3 intratumoral stromal mast cell (ITSMC);  mast cell protease 1 (MCPT1); murine mast cell protease
1 (mMCP-1); ° tryptase alpha-1 and beta-1 (TPSAB1); murine mast cell protease 6 (mMCP-6); 6 not available (n/a)
as markers were not assessed in or not appropriate for the respective species (n/a).

In human tissue, MCT, MCC and CD117 were found to be appropriate markers for
ieMMCs. In general, human ieMMCs showed positivity for MCT more frequently than
for MCC (MCr¢ included) and for CD117 (Table 4A). Human ieMMCs were consistently
negative for histamine (n = 51) (Figure 55).

Table 4. (A) Interepithelial mucosal mast cell (ieMMC) counts (mean) in ten x 20 fields and scores
(median) of human intratumoral intestinal mucosa (MCT, MCC, CD117). (B) Interepithelial mucosal
mast cell (ieMMC) scores (median) of murine intratumoral and adjacent intestinal mucosa.

(A)
" . 1 2 ieMMC Score
Lesion n ieMMC Tumor Count (mean + SD ') MCT (median + IOR %) MCT 2
Low-grade adenoma 17 14.35 £ 11.784 312
High-grade adenoma 12 4.17 £+ 3.040 1+1
Adenocarcinoma ¥ 0.47 & 1.605 0£0
p(KWTH) 104 <0.0001
. . 4 ieMMC score
Lesion n ieMMC tumor count (mean + SD) MCC (median & IQR) MCC 4
Low-grade adenoma 17 4 + 4287 1+1
High-grade adenoma 12 1.25 + 2137 01
Adenocarcinoma 75 0.16 + 0.698 0+0
p (KWT) 104 < 0.0001
] . ieMMC score
Lesion n ieMMC tumor count (mean + SD) CD117 (median + IQR) CD117
Low-grade adenoma 17 3.29 +9.841 0+1
High-grade adenoma 12 0.67 + 1.371 01
Adenocarcinoma 22 0.05 £0.213 0X0
p (KWT) 51 0.019
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Table 4. Cont.
(B)
: 5
Lesion " (Ir:l:/g::g ;‘::(;SR) " ieMMC score
: 7
MCPT1° (median &+ IQR) MCPT6
Hyperplasia 52 243 42 1+2
Low-grade adenoma 40 1+2 34 1+2
High-grade adenoma 122 24225 115 1+2
Adenocarcinoma 60 1+2 b7 0+1
p (KWT) 274 <0.001 248 <0.001
ieMMC score ieMMC score
Lesion n (median + IQR) n (median + IQR) MCPT1
granzyme B (adjacent mucosa)
Hyperplasia 52/ 2=l 49 0+0
Low-grade adenoma 40 2+275 40 0+0
High-grade adenoma 121 2=3 121 0+1
Adenocarcinoma 58 142 58 0+1
p (KWT) 271 < 0.001 268 0.69

! Standard deviation (SD); 2 mast cell tryptase (MCT); * interquartile range (IQR); ? Kruskal-Wallis test (KWT),
p < 0.05 statistically significant. 4 mast cell chymase (MCC). 5 In mice, the hotspot with the highest ieMMC
score throughout the whole tumor was considered to be representative; ieMMCs positive for © mast cell
protease 1 (MCPT1); 7 mast cell protease 6 (MCPT6).

Tryptase-positive murine IJpMMCs were clearly identified and were located in the
intestinal lamina propria with an appearance that was slender and smaller than that of
CTMCs (Figure S6). In human intestinal neoplasia, considering their larger size, more
invasive nature, and complex tissue architecture, a clear distinction between IpMMCs and
CTMCs in terms of cell size and shape could not be achieved. Due to this fact, in the human
setting, both [pMMCs and CTMCs were grouped into intra-tumoral stromal mast cells
(ITSMCs), defined as MCs located in the stroma between neoplastic crypts (Figure S7).
Individual human CTMCs appeared to be unspecifically positive due to the presence of
heparin within the MCs, causing ionic interactions with antibodies [52], while human
ieMMCs were negative in negative reagent controls (Figure S8).

3.2, Human
3.2.1. Interepithelial and Stromal Mast Cell Scores in Human Precursor Lesions,
Adenocarcinomas, and Adjacent Normal Intestinal Mucosa

In human intestinal lesions (n = 104), intratumor ieMMC scores (MCT*, MCC*) de-
creased from precursor lesions (low-grade (LG) and high-grade (HG) adenoma) to ade-
nocarcinoma (p < 0.0001, KWT) (Figure 4). Expression of CD117 (n = 51) revealed the
same trend (p = 0.019, KWT) (Table 4A). Additionally, the presence of ieMMCs (MCT",
MCC™") was assessed in adjacent normal mucosa (1 = 81) of LG and HG adenoma and
adenocarcinoma. Scores for ieMMCs in adjacent mucosa were lowest for cases with HG
adenoma, intermediate for patients with adenocarcinoma, and highest adjacent to LG
adenoma (p = 0.047 (MCT) (Figure 5) and p = 0.018 (MCC), KWT) (Table S8).

Human ITSMCs (MCT* and MCC"), which were generally more abundant than
ieMMCs, decreased from precursor lesions to adenocarcinoma (p < 0.001, KWT) (Figure S7).
The same trend was evident for CD117* ITSMCs (p < 0.001, KWT), whereas for histamine-
positive ITSMCs, stromal MCD was generally reduced and lowest for LG adenomas, inter-
mediate for adenocarcinomas, and highest for HG adenomas (p = 0.167, KWT) (Table S8).
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Figure 4. (A-I) In the context of human adenoma-carcinoma progression (A-C), ieMMCs (ar-
rowheads) positive for MCT (D-F) and MCC (G-I) decreased from low-grade (LG) to high-
grade (HG) adenoma and adenocarcinoma (ACA) (serial sections); (J,K) Generally, median
scores for ieMMCs in adenomas were higher for MCT (KWT, pairwise comparison of ACA-LG
4 p < 0.0001; ACA-HG **** p < 0.0001) (J); than for MCC (KWT, pairwise comparison of LG-HG
* p =0.022; HG-ACA *p = 0.017; LG-ACA *** p < 0.0001) (K). * = extreme statistical outliers; ° = mild
statistical outliers.

3.2.2. General Comparison of ieMMC Scores in Normal Mucosa vs. (Pre-)Neoplastic
Human Tissue

Generally, human ieMMC scores (MCT*, MCC") were lower in neoplastic tissue
compared to normal mucosa (p < 0.001, MWU test) (Figure 5) (Table S8). In the adjacent
mucosa, MCT* ieMMCs were more frequently detected than MCC* ieMMCs, which was
in accordance with the protease content of ieMMCs located in neoplastic tissue. Thus, no
phenotypic alteration with regard to mast cell proteases between normal and neoplastic
intestinal mucosa was observed.
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Figure 5. (A-D) Interepithelial mucosal mast cell (ieMMC) (arrowheads) in normal vs. neoplastic
colonic mucosa of murine (A,C) and human (B,D) intestine; (E) Generally, scores of ieMMCs were
higher in (pre-)neoplastic lesions of mice (Mann-Whitney U test (MWU), **** p = 0.000); (F) Contradic-
tory, human ieMMC scores were higher in normal adjacent tissue (MWU, *** p < 0.001); (G) IeMMCs
in the adjacent normal mucosa of mice increased in the course of adenoma-carcinoma progression
(KWT, p = 0.690, not significant (ns)); (H) In humans, density of ieMMCs in adjacent normal mucosa
decreased from LG adenoma to carcinoma to HG adenoma (KWT, * p = 0.047). * = extreme statistical
outliers; > = mild statistical outliers.

3.3. Mouse

3.3.1. Interepithelial and Lamina Proprial Mucosal Mast Cell Scores in Murine Precursor
Lesions, Adenocarcinomas, and Adjacent Intestinal Mucosa

Histological scores for MCPT1*, MCPT6" and granzyme B* ieMMCs showed that
ieMMC density decreased from precursor lesions (atypical hyperplasia; LG; HG adenoma)
to adenocarcinoma (p < 0.001) (Table 4) (Figure 6B-D). In contrast to this finding, ieMMC
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density in adjacent normal mucosa increased from precursor to carcinomatous lesions
(p = 0.690) (Figure 5G).
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Figure 6. (A-D) In the context of murine adenoma-carcinoma progression (A) ieMMC scores generally
decreased from low-grade adenoma to carcinoma (KWT, pairwise comparisons, * p < 0.05; ** p < 0.01;
*** p < 0.001; **** p < 0.0001; not significant (ns) p > 0.05). leMMCs were identifiable using MCPT1
(B), MCPT6 (C), and granzyme B (D) IHC; (E) Higher ieMMC scores were connected to a higher
proliferation in terms of % Ki-67* tumor cells in a neoplastic lesion (n = 271) (KWT, *** p < 0.001).
* = extreme statistical outliers; © = mild statistical outliers.

In mice, ieMMCs were most prominent in the apical region of the neoplasia. Separate
scores of apical tumor regions (luminal) vs. tumor basal/central regions (submucosal site)
showed that scores were generally higher in the apical tumor (Figure 3).

LpMMCs were visualized by evaluating MCPT6" cells located in the lamina propria
(n = 248). Compared to the decreasing number of ieMMCs from precursor to carcinomatous
lesions, IpMMC scores increased from precursors to carcinoma (p = 0.001) (Figure S7).

3.3.2. General Comparison of ieMMC Scores in Normal Mucosa vs. (Pre-)Neoplastic
Murine Tissue

Across all lesion groups, scores for ieMMCs were lower in the adjacent normal mucosa
(n = 268) than in neoplastic tissue. Generally, numbers of MCPT1" ieMMCs decreased from
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the apical to the basal/central tumor areas (Figure 3) and the normal mucosa (Figure 5).
A MWU test revealed a significant difference between higher (pre-)neoplastic and lower
normal adjacent mucosal ieMMC scores in murine intestinal lesions (p = 0.000) (Figure 5).

3.3.3. Comparison of ieMMC Scores in Different Intestinal Carcinogenesis GEMMs and
Intestinal Localizations

Scores for ieMMCs in the tumor area differed between the investigated GEMMs
(p < 0.0001, KWT) (Figure 7A). For details on the GEMMs (pseudonymized) please refer to
Supplementary Table 51. Considering all lesions regardless of grade and intestinal location,
ieMMC scores assessed in lesions of BRAF mice (n = 20; median score 0.5) were generally
low in comparison to other models (BRAF vs. BCAT p < 0.0001 (BCAT median score 3.5);
BRAF vs. IE-CBM-deficient p < 0.001 (IE-CBM median score 3); BRAF vs. BCAT+IE-CBM-
deficient p = 0.034 (BCAT+IE-CBM median score 2); BRAF vs. APC p = 0.075 (APC median
score 2)) (Figure 7A). Additionally, in KRAS mice, ieMMC density was low (median score
1.5). However, increasing this specific cohort would be important to confirm this result
(Figure 7A).
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Figure 7. (A,B) Scores for ieMMCs over all tumor grades were compared according to genotype
groups (KWT, **** p < 0.0001). For details on the pseudonymized genetically engineered mouse
groups, please refer to Supplementary Table 51 (A); additionally, group comparison according to mode
of tumor induction was performed (KWT, p < 0.0001) (B). (A) Scores assessed in lesions of Bme 637E
mice (BRAF) (# = 20; median score 0.5) were generally low, while scores were highest in lesions of the
Catnb®*3 model (BCAT) (n = 26; median score 3.5); (B) Scores in Adeno-Cre-induced tumors were
lower than in AOM-DSS-induced (KWT, pairwise comparison **** p < 0.0001) and in endogenous
models’ scores (KWT, pairwise comparison **** p < 0.0001). There was no statistically significant effect
between AOM-DSS and endogenous models (p = 0.636; not significant (ns)). * = extreme statistical
outliers; © = mild statistical outliers.

Scores for ieMMCs were generally high in lesions of the BCAT model (n = 26; median
score 3.5) (BCAT vs. BRAF p < 0.0001; BCAT vs. complex models p < 0.0001 (complex
median score 0); BCAT vs. WT p = 0.007 (WT median score 1); CAT vs. APC p = 0.138)
(Figure 7A).

We found no strong difference between the ieMMC scores of AOM-DSS-treated WT
mice (n = 60; median score 1) and genetically modified mice (p = 0.563, MWU; data not
shown). When lesions were separately analyzed by tumor grade, there was generally
no clear evidence for a decrease in the occurrence of ieMMCs in the course of adenoma-
carcinoma progression of each individual GEMM (data not shown) as it was observed in
spontaneous human lesions (Figure 4). In virally induced GEMMs, where tumors were
surgically induced by Adenovirus-Cre [34], ieMMC tumor infiltration was lower (median
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score = () than in AOM-DSS-induced (median score = 1.5) and endogenous (median
score = 2) models (p < 0.001, KWT) (Figure 7B).

Most strikingly, murine ieMMC scores were generally higher in small intestinal lesions
than in colonic neoplasia (p < 0.001, MWU) (Figure 8A). Decreasing ieMMC scores were
found in the atypical hyperplasia—adenoma-carcinoma progression of murine colonic
lesions (p < 0.001) (Figure 8B). In contrast, strong group differences between ieMMC scores
in small intestinal lesions of different tumor grades were not evident (p = 0.222) (Figure 8C).
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Figure 8. (A) Scores for ieMMCs were generally lower in murine colonic tumors (1 = 162) than in
murine small intestinal tumors (1 = 112) (KWT, ** p < 0.001); (B) Scores for ieMMCs decreased
from atypical hyperplasia to carcinoma in the colon (KWT, *** p < 0.001); (C) However, in the small
intestine scores for ieMMCs did not decrease from precursors to invasive neoplasia (KWT, p = 0.222,
not significant (ns)). * = mild statistical outliers.

3.3.4. Tumor Proliferation and First Functional Investigations of Murine Intestinal ieMMCs

In order to elucidate the correlation between tumor cell proliferation with the presence
of MCs, we also assessed proliferation (Ki-67) of whole tumor areas and found that lower
ieMMC scores were associated with a lower Ki-67 proliferative activity (p < 0.001, KWT).
Tumor proliferation, as assessed by a high percentage of Ki-67* tumor cells, was associated
with an increased occurrence of ieMMCs (Figure 6E).

Aiming at elucidating the mechanistic effects of ieMMCs we also investigated the im-
munohistological presence of MMP-9 and IL-5 in the cohorts. Finally, a histomorphological
correlation between the presence of ieMMCs in areas of intestinal neoplasia and MMP-9
or IL-5 immunoreactivity was not possible to infer. MMP-9* cells did not colocalize with
ieMM(Cs (Figure S9A-F). Luminal intestinal crypt cells were often positive for IL-5, but IL-5
positivity did not correlate with ieMMC density (Figure S9G-L).

3.4. Comparison of ieMMCs in the Adenoma-Carcinoma Sequence of Mice and Humans

[eMMCs were a commeon finding in intestinal neoplastic epithelium of mice (hotspots)
and humans. Overall, the number of ieMMC decreased from LG to HG adenomas and to
adenocarcinomas in both species. Importantly, ieMMC scores in human and murine colonic
carcinomas were generally lower than in adenomas, suggesting that ieMMCs are immune
pioneers in the colonic TME that enhance tumor progression and subsequently retreat in
carcinomas. This trend was most evident in colonic lesions of different GEMMs (Figure 8B)
and in human CRC (Figure 4), whereas in murine small intestinal lesions, ieMMC scores
did not differ between carcinomas and LG adenomas (Figure 8C).

In contrast to mice, ITSMCs in human intestinal neoplastic lesions were generally
more abundant and scores were highest in HG adenomas (Figure S7).

A difference between mice and humans was the decreased ieMMC score in murine
normal tissue adjacent to neoplastic epithelium, whereas in humans, ieMMC density in
adjacent normal tissue increased in comparison to neoplastic epithelium (Figure 5).
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4. Discussion

The pathogenetic and clinically relevant role of MCs in inflammatory and allergic dis-
eases as well as in mastocytosis is well-known and elucidated [53-55]. In humans, MCs are
typed with respect to their granule content: tryptase (MCr); chymase (MCc); and tryptase-
and chymase- (MCrc) positive MCs [56,57]. In mice, MCs are categorized based on their
topographic location: connective tissue MCs (CTMCs); mucosal MCs (MMCs) [16,48,58].
Vogel et al., 2018 specified the murine MC classification by introducing the terms interep-
ithelial mucosal MCs (ieMMCs) and lamina proprial mucosal MCs (IpMMCs) on one hand
and connective tissue MCs (CTMCs) on the other hand [17]. These MC subtypes differ in
their stored protease content and therefore in their biological effects [43]. In the murine
intestine, ieMMCs express MCPT1 and MCPT2 (chymases), whereas [pMMCs and CTMCs
express chymases and tryptases [17,59]. In the human intestinal mucosa, tryptase is the
major enzyme of MMCs (MCt or MCrc) [57,60]. However, specific knowledge of the
enzymatic properties of human intestinal ieMMCs is still lacking.

Since Ehrlich’s (the “father of mast cells”) times, it has been known that MC numbers
increase in tumors [3,61,62] and it is speculated that they might have ambiguous functions
in tumorigenesis in both mice and humans [2,62]. On one hand, MCs are found to promote
tumor angiogenesis [63] and metastasis [24], suggesting a potential oncogenic role. On
the other hand, MCs contribute to the improvement of host immunity against neoplastic
cells [7,8,64], suggesting a tumor-suppressive effect. Mast cells of the TME interact with
other immune cells [65] and neoplastic cells [10]. Recent research has focused on elucidating
the interaction of primary tumor cells with MCs [9-11,66] and new therapeutic approaches
have relied on the identification of MCs as possible biomarkers [6,67] and modulators of
MC-dependent tumor promoting mechanisms [11,68-70].

In this observational study, we focused on the comparative characterization and
description of ieMMCs in intestinal cancer of mice and humans in order to further elucidate
the role of MC subsets in the TME. We investigated the occurrence of MMCs, especially
of the newly defined ieMMC subtype [17], along the adenoma-carcinoma sequence of
intestinal carcinogenesis. For that, we performed a retrospective evaluation of a large
cohort of human samples and several mouse models with a strong focus on inter-species
comparison between humans and regularly used GEMMs of biomedical CRC research. Our
study delivers three main findings:

First, a prominent accumulation of ieMMCs in intestinal neoplastic lesions of mice
and also humans was immunohistochemically identified. While in the former, ieMMCs
were primarily arranged in hotspots, human ieMMCs were diffusely distributed within
(pre-)neoplastic lesions. The motile MC is able to cross the basal lamina and to diffuse
into the epithelium [20]. We immunohistologically verified MCPT1 (a 3 chymase [43]) as
a specific ieMMC IHC marker in mice. In accordance with previous studies [59,71] we
found that ieMMCs of murine intestinal lesions were, to a lower extent, MCPT6* (MCT™),
whereas no immunoreactivity of ieMMCs for MCT is described in intestinal helminth
infection [17,72,73]. It is tempting to speculate that a switch in tryptase content might
occur in tumor-infiltrating ieMMCs compared to ieMMCs which are related to helminth-
induced immunopathology. Mast cell tryptase (MCT) is a well-known pro-angiogenic
mediator [63,74] and it is strongly associated with protease-activated receptor 2 (PAR-2)
expression on intestinal cells, thus contributing to tumor progression [9]. Accordingly,
our data showed that an increased ieMMC score was generally associated with an in-
creased level of tumor cell proliferaﬁon in murine intestinal tumors, being indicative of a
proliferation-promoting impact of ieMMCs on intestinal cancer cells (Figure 6E).

In humans, few studies explicitly address ieMMCs as MCs located “within the epithe-
lium”, most often in airway diseases [75,76]. We show for the first time that, comparable to
murine colonic carcinogenesis, ieMMCs frequently occur in the course of human colorectal
carcinogenesis. In contrast to mice, MCT* ieMMCs were present even more frequently
than MCC* ieMMCs (including MCrc) (Figure 4). In accordance with our findings, Flores
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de los Rios et al., 2020 showed that MCT* MCs were more abundant and more frequently
degranulated in human metastatic CRC [24].

The second finding was that colonic ieMMC scores generally decreased in the course
of adenoma-carcinoma progression in both species, whereas small intestinal ieMMC scores
did not. In our study, various small and large intestinal cancer GEMMs were analyzed. In
the majority of previous studies, grading of mouse tumors is obscure and not according
to standard pathological guidelines (e.g., “polyps”). We graded murine intestinal lesions
according to the current toxicopathological state-of-the-art grading [30,45], which is in line
with the human WHO classification [46], and investigated the occurrence of ieMMCs with
respect to this comparative classification of the different stages of intestinal carcinogenesis.

Overall, scores of murine ieMMCs decreased from atypical hyperplasia to carcinoma
(Table 4B, Figure 6B-D). The accumulation of MCs in murine adenomatous lesions has
been previously described [7,59,77]. Gounaris et al., 2007 state that murine polyps are
regularly infiltrated with MCPT2" MCs and term them intraepithelial MCs [59]. These
are morphologically and most likely also functionally equivalent to the herein described
MCPT1* ieMMCs. Moreover, the authors show that polyp-associated MCs are essential for
the onset of intestinal adenomas [59]. In a following study, Saadalla et al., 2018 favor an MC-
linked multistep carcinogenesis of murine small intestinal cancer that is rather dependent
on MC subtype than on MC density, linked to the finding that MCPT6" and MCPT5*
CTMCs expanded in invasive tumors [77]. In our hotspot-based evaluation, we found
a numerically significant decrease of intratumoral ieMMCs during adenoma-carcinoma
progression (Table 4B). However, further investigations of the biological relevance need
to be conducted in the future. These should specifically focus on the contribution of the
ieMMC subtype to intestinal carcinogenesis in variable molecular conditions, which are
strongly dependent on the employed GEMM.

Interestingly, in colorectal lesions of mice, ieMMC density clearly decreased during
the progressive sequence of carcinogenesis; however, ieMMC scores of small intestinal
lesions were generally higher and did not decrease from low-grade adenoma to carcinoma
(Figure 8). Our data are in agreement with the notion that murine small intestinal tumors
have a different immunological milieu than colonic tumors and that MCs might therefore
affect adenoma-carcinoma progression differently in the small intestine [77]. It is important
to mention that a non-negligible proportion of GEMMs in CRC research (e.g., Apc-mutated)
develop tumors predominantly in the small intestine [19,31], which is in sharp contrast
to the human situation [78]. This indicates the importance of employing adequate mouse
models, especially when it comes to the investigation of the immune microenvironment
and possible immunotherapeutic strategies.

Our third major finding was that intratumoral ieMMC scores differed between variable
GEMMs. Median score was low in WT, indicating an enhancement of ieMMC—tumor
cell interaction related to specifically induced molecular carcinogenic changes. Scores
were highest in BCAT, whilst they were lowest in the BRAF cohort and also low in the
KRAS mouse model (Figure 7A). Via tryptase release, ieMMCs are able to activate PAR-2
on intestinal cells, which is connected to major G-protein-mediated signaling pathways,
enhancing the Ras-Raf-MEK-ERK (MAPK) signal transduction cascade [9,11]. Since this
cascade is already constitutively activated in Braf'%7F- and KrasS1?P-driven intestinal
cancer models [33,36], the enhancement of MAPK signaling via MCs [11] might play a
minor role in MAPK-driven intestinal cancer and ieMMC numbers remain low. It has
previously been shown that Wnt/3-catenin signaling promotes maturation of MCs and
their pro-tumorigenic activity in intestinal cancer [71,79]. However, it still remains unclear
which factors induced by strong Wnt/ B-catenin signaling in the intestinal tumor cell
led to this immense MC migration, as it was seen predominantly in the fCAT and also
APC model group (Figure 7A). Vascular endothelial growth factor (VEGF) is one amongst
several upregulated target genes of Wnt signaling [80,81] and it is known that VEGF acts
as a chemoattractant for MCs [82]. Recent research focuses on the molecular interaction of
human colon cancer and MCs [10,11,66]. However, the concrete underlying mechanisms,
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enhanced by a close spatial relationship between the cancer cell and adjoining ieMMC,
remain elusive. Further research is imperative in order to elucidate the possible biological
pathways through which cancer cells drive MC migration, differentiation, and mechanisms
and vice versa.

Finally, we hypothesize that the ieMMC subset is a particularly important component
in the onset and progression of intestinal neoplasia in mice and in humans. Due to the
spatial proximity of ieMMCs to the adjoining neoplastic epithelial cells, their influence on
cancer cells is particularly interesting. We suggest that the functional role of ieMMCs in the
TME differs from stromal MCs in murine and human CRC. Moreover, it will be tempting
to investigate, if the prognostic significance of ieMMC and stromal mast cell density differs
in humans and if ieMMC density itself could serve as an “ideal biomarker” for human
CRC [67].

Advanced functional studies in MC-deficient mouse models [83-86] and second-
generation GEMMs for intestinal cancer (e.g., tumor initiation plus Cre-mediated immune
cell manipulation) will be required for ultimately determining the role of the MC subpop-
ulations in intestinal cancer. For this reason, it is important to consider for instance that
ablation of Mcpt5 will not target ieMMCs. It will be vital to employ GEMMs, in which
the efficient and specific targeting of all, or of one specific, MC subtypes is assured [85,86],
considering the great relevance of MC heterogeneity in intestinal cancer. Furthermore, com-
parative studies focusing on potential differences in ieMMC and stromal MC occurrence
between human samples and genetically similar specimens derived from murine models
(e.g., BRAF-, KRAS-mutated tumors) combined with the prognostic assessment of MCs in
human CRC should be conducted in the future. In addition, it is foreseeable that targeted
therapies specific for MCs could be further explored in this context, thus offering another
angle through which CRC could be treated [13].

5. Conclusions

We show that ieMMCs in murine and human intestinal lesions (FEPE) are reliably
detectable using IHC markers such as MCC (MCTP1) and MCT (MCPT6). Interepithelial
mucosal mast cells infiltrate the intestinal (pre-)neoplastic epithelium, and their numbers
decrease along the adenoma-carcinoma progression of colonic tumors in mice and humans,
whilst those of ieMMCs in murine small intestinal neoplasia as well as stromal MCs in both
species do not. Therefore, we support a potentially different functional role of ieMMCs
in comparison to stromal MCs during CRC progression. Given the obvious differences in
the population dynamics of ieMMCs in (pre-)neoplasia of murine small and large intestine
and also in different GEMMs for intestinal cancer, we strongly emphasize the need to
employ adequate mouse models, especially when investigating the role of MCs within the
immunologic milieu of CRC.

Mast cells are heterogeneous, multifaceted immune cells and deciphering their role
and interaction with other immune cells and the adjacent epithelial cells is of the utmost
importance. Increased knowledge of the MC role in the intestinal TME and of the inter-
actions of ieMMCs and cancer cells will contribute to the improvement of strategies for
curing CRC.

Supplementary Materials: The following are available online at https://www.mdpi.com/article/
10.3390/ cancers14092248/s1, Figure S1: Overview of the human cohort (1 = 104). Cohort T of
t = 17 low-grade and n = 12 high-grade adenomas and n = 22 adenccarcinomas was extended
by adenocarcinoma cohort II (1 = 53). Grading of adenomas and carcinomas (low-grade; high-
grade) was accomplished according to the current human WHO classification [46]. Figure S2: A,B:
Interepithelial mucosal mast cells (ieMMCs) in the intestinal mucosa of mice were not identifiable
by metachromatic staining (toluidine blue). Serial sections for toluidine blue (A) and MCPT1 (B).
Figure 53: Grading of murine lesions was performed according to Nolte et al., 2016 (Table S4) [45].
A~H: Murine lesions were graded as atypical hyperplasia (A,B); low-grade adenoma (C,D); high-
grade adenoma (E,F); or invasive carcinoma (G,H), Figure S4: The employed semiquantitative score
(0 to 5) for mucosal mast cells (ieMMCs and IpMMCs) in hotspots of murine intestinal lesions.
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Corresponding to Table 1 (hpf: high-power field, 40x), Figure S5: A-F: IeMMCs (A,B) were negative
for histamine (C,D), while connective tissue mast cells (CTMCs) of the intestine were positive
for histamine (E,F). A,C: Murine high-grade adenoma with MPCT1* ieMMCs (arrowheads) (A),
which were negative for histamine in the serial section (C). B,D: Human low-grade sessile serrated
adenoma with MCT* ieMMCs (arrowheads) (B), which were negative for histamine in the serial
section (D). E,F: CTMCs in the intestine of mice (E) and humans (F) were positive for histamine
(arrows). Figure S6: A: Murine connective tissue mast cells (CMTCs) were MCPTé6* (MC Tryptase™)
and appeared densely granulated and round (arrowheads). B: Lamina proprial mucosal mast cells
(IpMMCs, MCPT6) of mice were generally slender and smaller than CTMCs (arrows). Figure S7:
A-F: LpMMCs in the adenoma-carcinoma sequence of mouse (A,C,E) and intratumoral stromal MCs
(ITSMCs) in the human adenoma-carcinoma sequence (B,D,F). G: Scores of ]IpMMCs were lower
in murine hyperplastic precursor lesions than in adenomas and carcinomas (Kruskal-Wallis test,
p = 0.001). H: Contradictorily, stromal MC scores were higher in human precursor lesions than
in carcinomas (Kruskal-Wallis test, p < 0.001). Figure S8: A-C: Individual human intratumoral
stromal mast cells (ITSMCs) appeared to be nonspecifically positive due to heparin presence as
previously described [52]. A,B: MC tryptase-positive (MCT*) ieMMCs (A) (arrows) were negative in
vesicular stomatitis virus (VSV) IHC (B) and in mouse isotype IgG control (C), serving as negative
IHC controls. B,C: Connective tissue mast cells (CTMCs) were occasionally positive in negative
controls. Thus, MCT THC (A) was a specific marker for human intestinal ieMMCs. Figure S9: A-F:
MCPT1" ieMMCs (A-C) were not coincident with MMP9" cells (D-F) in serial sections. G-L:
Absence (G) or presence of MCPT1" ieMMCs in murine intestinal neoplasia. J-L: Luminal intestinal
crypt cells were more often positive for IL-5 than basal crypt cells (J-L), but IL-5 positivity did not
clearly correlate with ieMMC density (arrowheads). Table S1: Retrospectively analyzed genetically
engineered mouse models (GEMMs), Table S2: Primary antibodies and THC protocols (mouse tissue),
Table 53: Primary antibodies and IHC protocols (human tissue), Table S4: Overview: Grading of
mouse intestinal tumors, Table S5A: Semiquantitative evaluation of murine lamina proprial mucosal
mast cells (IpMMCs); B: Semiquantitative evaluation of human intratumoral stromal mast cells
(ITSMCs), Table Sé: Settings for computer-assisted algorithm for assessment of Ki-67 proliferation
index, Table S7: Murine mast cell scores, Table $S8: Human mast cell scores.
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IV WEITERE ERGEBNISSE

1 Interepitheliale Mastzellen feliner intestinaler Neoplasien

In den felinen intestinalen Karzinomen waren eosinophil granulierte, mit TB me-
tachromatisch anfarbbare, zytoplasmatisch Histamin- sowie MZT-positive, in-
terepitheliale Zellen detektierbar, welche der Topografie und Morphologie der
murinen ieMMZ entsprachen. In den 2 untersuchten felinen Adenomen waren keine
1eMMZ visualisierbar. Daneben waren gelegentlich feline GLs (ESTEVES et al.,
2000) in den untersuchten Karzinomen aufzufinden, diese waren jedoch in der im-

munhistochemischen Untersuchung MZT-negativ (Abbildung 4).

Abbildung 4 | (A-C) Mastzell-Tryptase (MZT)-Immunhistochemie (IHC) feliner
intestinaler Karzinome. Feline ieMMZ sind MZT-positiv (Pfeile). (C) Demgegen-
tiber stellen sich, gelegentlich im karzinomatésen Darmgewebe sichtbare, in-
terepithelial gelegene, feline Globule Leukocytes (GLs) MZT-negativ dar (Kreise).
(D) In der HE-Férbung férben sich die Granula feliner GLs deutlich eosinophil an
(Kreise), wihrend ieMMZ nicht spezifisch darstellbar sind. (E) In der Toluidin-
blaufarbung stellen sich feline ieMMZ metachromatisch (violett) dar (Pfeile), GLs
zeigen keine Metachromasie (Kreise). (F) In der Histamin-IHC sind feline ieMMZ
positiv (Pfeile), feline GLs sind negativ (Kreis).

73



Weitere Ergebnisse

Interepitheliale MZ waren in felinen high-grade Adenomen immunhistochemisch
nicht nachweisbar, wihrend sie in Karzinomen selten gehduft auftraten (MZT"
ieMMZ in felinen Karzinomen: 87,8 % Score 0; 8,2 % Score 1; 4,1 % Score 2).
Stromale MZ (IpMMZ und BGMZ) waren sowohl in felinen high-grade Adenomen
als auch in Karzinomen in moderater Zahl vorhanden (MZT" stromale MZ in fe-
linen Adenomen und Karzinomen: 51 % Score 0; 45,1 % Score 1; 3,9 % Score 2)

(Abbildung 5).
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Abbildung 5 |Mann-Whitney-U-Test fiir MZ-Scores feliner intestinaler high-
grade Adenome und Karzinome. (A) Mastzell-Tryptase positive (MZT") ieMMZ-
Infiltration (p = 0.794). (B) MZT" stromale MZ-Infiltration (p = 0.285). *Extremer
statistischer Ausreiller (> 3*IQA).

2 Speziesvergleichende Mastzellinfiltration intestinaler Neo-

plasien

Speziesvergleichend lieB sich feststellen, dass generell in allen evaluierten, felinen
und humanen (pri-)neoplastischen Lésionen weniger, diffus infiltrierende ieMMZ
detektierbar waren (Median 0), wihrend in den murinen Lésionen mehr ieMMZ
akkumulierten, welche sich vorwiegend in Clustern anordneten (Median 1) (Abbil-
dung 6A). Derselbe Trend war fiir die Karzinomkohorten ersichtlich, hier war die
ieMMZ-Infiltration der felinen und humanen Gruppe &hnlich niedrig und kein sta-

tistisch signifikanter Unterschied zwischen den Gruppen Katze und Mensch vor-

handen (Abbildung 6B).
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Abbildung 6 | Kruskal-Wallis-Test und Dunn’s Post-hoc-Test fiir den Speziesver-
gleich der intratumoralen ieMMZ Scores (human und felin MZT" bzw. murin
MCPTI"). (A) Vergleich der ieMMZ-Scores der Gesamtheit evaluierter (Pri-)Ne-
oplasien. In felinen intestinalen (Prd-)Neoplasien (high- und low-grade Adenomen,
Karzinomen) waren generell weniger intratumorale ieMMZ detektierbar als in den
humanen und murinen. Murine Lésionen wiesen die stirkste neoplastische ieMMZ-
Infiltration auf (****p < 0.0001). (B) Vergleich der Infiltration intestinaler Karzi-
nome durch ieMMZ in den 3 Spezies. Mause wiesen dabei eine hohere, Menschen
und Katzen im Vergleich dazu eine statistisch signifikant niedrigere ieMMZ-Infilt-
ration auf (***p < 0.001). *Extreme statistische Ausreiler (> 3*IQA); °milde sta-
tistische Ausreifler (1,5-3*IQA).
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\% DISKUSSION

1 Morphologischer und molekularer Vergleich feliner und

humaner intestinaler Karzinome

In Ermangelung eines dezidierten Klassifikationsschemas fiir spontane feline intes-
tinale Neoplasien wurde im ersten Teil dieser Doktorarbeit zunichst eine verglei-
chende pathologische Charakterisierung feliner Tumore nach Vorbild der humanen
WHO-Klassifikation fiir Tumore des Kolons und Rektums (NAGTEGAAL et al.,
2019) vorgenommen. Die potenzielle Eignung der Katze als in vivo Modell huma-
ner intestinaler Neoplasien wurde im Rahmen der Studie I ,,Bridging the Species
Gap: Morphological and Molecular Comparison of Feline and Human Intestinal
Carcinomas “ (Kapitel II1.1) untersucht.

Die (immun-)histochemische und molekularpathologische Aufarbeitung einer Ko-
horte feliner intestinaler Karzinome (n = 49) und deren Vergleich mit einer gro3en
Kohorte humaner Kolonkarzinome (n = 1004) (JESINGHAUS et al., 2021) zeigte
prominente Parallelen zwischen der histomorphologischen Erscheinung feliner und
humaner intestinaler Neoplasien. Kolonkarzinome der Katze wurden erstmalig ba-
sierend auf der humanen, histologischen WHO-Subtypisierung nach Nagtegaal et.
al (2019) klassifiziert. Des Weiteren waren die felinen Karzinome mehrheitlich un-
differenziert (high grade), wuchsen hochinvasiv und sehr dissoziiert, d.h. mit hoher
Tumor Buddingaktivitdt (84.3 % der Kolonkarzinome Bd3). Das klassische Adeno-
karzinom (Adenocarcinoma not otherwise specified (ANOS)) war, wie im humanen
Kontext (JESINGHAUS etal., 2021), auch in der felinen Kohorte der am hiufigsten
vorkommende WHO-Subtyp (59,2 %) und zeigte im Vergleich mit dem serratierten
Adenokarzinom (SAC) eine hohere histologische Invasivitit (vaskuldr, lympha-
tisch, perineural und serosal infiltrierend). Auffalligerweise war das SAC als zweit-
hdufigster Subtyp in der felinen Kohorte (26,5 %) im Vergleich zur humanen Ko-
horte iiberreprédsentiert. Des Weiteren waren den Wnt/B-Catenin-Signalweg betref-
fende Mutationen des CTNNBI-Gens in 4 felinen Karzinomen, welche immunhis-
tochemisch eine nukleédre Translokation von B-Catenin aufwiesen, mittels Sanger-
Sequenzierung nachweisbar.

Daraus kann geschlossen werden, dass spontane, feline intestinale Karzinome das
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humane Gegenstiick sehr gut, in ihrer histomorphologischen Struktur und Invasivi-
tét sogar besser als das Mausmodell, abbilden. Sie wurden so als ein vielverspre-
chendes in vivo Modell fiir das humane KRK identifiziert. Diese potenzielle Eig-
nung soll im Folgenden diskutiert werden.

In der tiermedizinischen Praxis werden spontan auftretende intestinale Karzinome
bei felinen Patienten im klinischen Alltag zwar seltener als Lymphome, aber den-
noch regelmiBig diagnostiziert (RISSETTO et al., 2011; SCHWITTLICK et al.,
2020), wenngleich bis heute veterindrmedizinisch fiir diese hoch aggressive Tumo-
rart keine kurative Therapie verfiigbar ist (HAMMER & KESSLER, 2005;
CZAJKOWSKI et al., 2022). In der Humanmedizin werden Adenome als Vorstufen
maligner Darmkarzinome im Rahmen der Adenom-Karzinom-Sequenz bei turnus-
méBigen, prophylaktischen Koloskopien erkannt und reseziert (KEUM &
GIOVANNUCCI, 2019). Demgegeniiber sind fiir die Katze sehr selten Vorlaufer-
lasionen in Form von intestinalen Adenomen beschrieben (UNEYAMA et al.,
2021a). Diese Seltenheit ist wahrscheinlich durch ein nicht stattfindendes Screening
in Form koloskopischer Untersuchungen begriindet. Deshalb konnten in dieser Ar-
beit nur eine relativ geringe Zahl (n = 2) feliner Adenome untersucht werden.

Wie in der ersten Studie gezeigt wurde, erscheinen invasive feline Darmkarzinome
als in vivo Modell fiir humane Kolonkarzinome vielversprechend, da sie hdufig dem
humanen invasiven /ate-stage Kolonkarzinom entsprechen und dessen Heterogeni-
tat histologisch und molekularpathologisch sehr gut abbilden. Molekularpatholo-
gisch wurden feline intestinale Tumore jedoch bislang nur partiell (z.B. KRAS-Se-
quenzierung) untersucht. Dabei wurden KRAS-Mutationen als pathogenetisch rele-
vant identifiziert (UNEYAMA et al., 2021b). In Ubereinstimmung mit dieser friihe-
ren Studie war auch in der eigenen felinen Karzinomkohorte das SAC auffillig hau-
fig, was die von Uneyama et al. (2021) aufgestellte These der besonderen Relevanz
des serratierten Karzinogenesepfades bei der Pathogenese feliner kolorektaler Kar-
zinome untermauert (UNEYAMA et al., 2021b). Die weiterfithrende Kenntnis von
Hotspots im felinen Genom, welche bislang aufgrund mangelnder molekularer Un-
tersuchungen noch rudimentir ist, jedoch fiir die erfolgreiche Inklusion feliner Pa-
tienten in zukiinftige klinische Studien von groBBer Wichtigkeit, bleibt ausstehend.
Der im Rahmen der Studie I publizierte, erstmalige Nachweis von Mutationen des
felinen CTNNBI-Gens mittels Sanger-Sequenzierung tragt zur weiteren Entschliis-

selung des genetischen Hintergrundes feliner intestinaler Karzinome bei. Der
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Wnt/B-Catenin-Signalweg ist im Rahmen der humanen Karzinogenese am hiufigs-
ten alteriert (YAEGER et al., 2018). Es zeigte sich, dass, im Gegensatz zur An-
nahme von Uneyama et al. (2021) (UNEYAMA et al., 2021b), eine Uberaktivie-
rung des Wnt/B-Catenin-Signalweges auch in felinen Darmkarzinomen von patho-
genetischer Relevanz ist. Weiterhin wire eine 4APC-Gensequenzierung, sinnvoller-
weise in Form einer Panelsequenzierung oder eines Whole Genome Sequencing,
zukiinftig wegweisend, um die der felinen intestinalen Karzinogenese zugrundelie-
genden molekularen Mechanismen weiter aufzukldren.

Das genetisch gezielt verdnderte Mausmodell (GEMM) stellt bis heute den Gold-
standard bei der experimentellen Erforschung der humanen intestinalen Karzinoge-
nese dar, und das obwohl, im Gegensatz zum Menschen, die Neoplasien endogener
GEMM (z.B. Apc™™* Modell) oft (auch) im Diinndarm lokalisiert sind
(JACKSTADT & SANSOM, 2016). Dariiber hinaus entwickeln Méuse zwar eine
grofle Anzahl an intestinalen Léasionen, diese verbleiben jedoch im Adenomstadium
und weisen weniger invasive Charakteristika wie z.B. Tumor Budding oder Meta-
stasierung auf (WASHINGTON et al., 2013; JACKSTADT & SANSOM, 2016;
GEORGES et al., 2019). Das Mausmodell erlaubt zwar die Effekte isolierter Fak-
toren, wie z.B. die Rolle bestimmter Gene, spezifisch zu untersuchen, jedoch kann
das humane Kolonkarzinom in der, in Laborumgebung weitestgehend steril gehal-
tenen, Maus nicht in seiner naturgemifBen Komplexitit und Heterogenitét abgebil-
det werden (CHEON & ORSULIC, 2011). Dies, sowie priadisponierende Faktoren,
wie z.B. fleischreiche Ernahrung und Umwelteinfliisse, experimentell zu modellie-
ren ist in Hinblick auf zunehmende Therapieresistenzen und Rezidive jedoch von
groBer Bedeutung (MCINTYRE et al., 2015). Haustiere, wie die Katze, teilen i.d.R.
den menschlichen Lebensraum. Sie sind also dhnlichen Umwelteinfliissen ausge-
setzt, und zugleich, im Gegensatz zu vielen GEMM, vollstindig immunkompetent.
Ob sich auch hinsichtlich des immunologischen TMM Parallelen zwischen Katze
und Mensch zeigen, bleibt Gegenstand zukiinftiger Forschung.

Wenngleich in der hier durchgefiihrten Studie keine Uberlebensdaten feliner Pati-
enten erhoben und somit keine prognostischen Implikationen abgeleitet werden
konnten, bleibt zu bemerken, dass die Korrelation bestimmter feliner Subtypen (A-
NOS, muzindses Adenokarzinom) mit h6herem histologischen Invasivitdtsgrad auf

eine potenziell unkompliziert erhebbare, prognostische Aussage histologischer

79



Diskussion

Subtypisierung in der veterindrpathologischen Diagnostik hinweist. Durch Aktua-
lisierung der veterindrmedizinischen WHO (HEAD et al., 2003) einschlieBlich ei-
ner Angleichung an die humane WHO-Klassifikation (NAGTEGAAL et al., 2019)
konnte einerseits eine Standardisierung veterinirpathologischer Diagnostik, ande-
rerseits eine Annéherung an die zukunftsweisende Idee der komparativen Onkolo-
gie erreicht werden.

Hierbei geht es darum, spontan erkrankte Haustiere als natiirlich vorkommende Ko-
horten in klinische Studien einzuschlieBen. Auch wenn bis dato v.a. der Hund als
Modell fiir verschiedene neoplastische Erkrankungen (z.B. Melanom, Osteosar-
kom, Mammakarzinom) ins Feld gefiihrt wird (LEBLANC et al., 2016; LEBLANC
& MAZCKO, 2020), kann die Katze hier ebenso in Betracht gezogen werden
(CANNON, 2015; ADEGA et al., 2016). Im Sinne der vergleichenden Onkologie
sollten primér, durch die Nutzung von felinem Gewebematerial, welches bspw. im
Rahmen veterindrmedizinischer Einsendungsdiagnostik zur Verfiigung steht, Pa-
thogenesemechanismen in rdumlicher Aufldsung identifiziert, und Parallelen oder
Diskrepanzen zur humanen Situation aufgedeckt werden. Nachfolgend konnten, in
Erginzung konventionellen, (toxiko-)pathologischen priklinischen Studien, durch
den Einschluss von Katzen mit spontan auftretenden Neoplasien in klinische Stu-
dien, wertvolle in vivo Daten generiert werden.

Insbesondere hinsichtlich invasiver Charakteristika und des haufigen Vorkommens
des SAC scheinen Katzen potenziell einen vielversprechenden Beitrag zur Weiter-
entwicklung humaner (individualisierter) Therapeutika leisten zu konnen. Zukiint-
tig konnte die weiterfiihrende Untersuchung und morphologische, immunhistoche-
mische sowie molekulare Charakterisierung feliner Karzinomkohorten weitere in-
teressante Parallelen (z.B. hinsichtlich des Mikrosatellitenstatus) offenlegen. Nicht
zuletzt konnten sich hierdurch neue therapeutische Optionen fiir die Behandlung
des, trotz adjuvanter Chemotherapie zumeist rapide todlich verlaufenden, felinen
KRK (CZAJKOWSKI et al., 2022) erdffnen. Die Ahnlichkeit von humanem und
felinem Darmkrebs wurde im Rahmen der Publikation I nicht nur histomorpholo-
gisch, sondern erstmals hinsichtlich eines vergleichbaren CTNNB[-Mutationsstatus

auch molekularpathologisch gezeigt.
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2 Vergleichende Studie zur Rolle interepithelialer Mastzellen

im Verlauf der intestinalen Adenom-Karzinom-Sequenz

Die murine ieMMZ wurde von Vogel et. al. (2018) im Intestinum verschiedener
Mausmodelle (darmgesund sowie nematodeninfiziert) beschrieben und mittels ih-
rer spezifischen Proteasenausstattung (MCPT1) immunhistochemisch von lpMMZ
und BGMZ abgegrenzt (VOGEL et al., 2018). Eine Beschreibung von ieMMZ im
humanen und felinen Intestinum erfolgte bis dato vereinzelt (human) (TONER &
FERGUSON, 1971; ALVES et al., 2016) bzw. nicht konkret (felin) (TAKEUCHI
et al., 1969). Einige Autoren benannten die MMZ innerhalb des Epithels als ,,in-
tra“epitheliale MZ, im Sinne einer Lokalisation innerhalb der Epithelzellschicht
(TONER & FERGUSON, 1971; FRIEND et al., 1996; SCUDAMORE et al., 1997,
GOUNARIS et al., 2007). Um die Separation der MMZ, d.h. ihre interzelluldre
Lage zwischen den intestinalen Epithelzellen (nicht innerhalb der Epithelzellen),
deutlich herauszustellen, schlieB3t sich diese Arbeit mit der Benennung von ieMMZ
als ,,inter““epitheliale MMZ der Austfiithrung von Vogel et al. (2018) an.

Ziel dieser Arbeit war zundchst die zuverldssige und vergleichende immmunpha-
notypische Subtypisierung und Identifizierung von MMZ-Subtypen, schwerpunkt-
méBig der ieMMZ, im Intestinum von Maus sowie Mensch und Katze. Darauf ba-
sierend erfolgte die Entwicklung eines semiquantitativen Scoringsystems flir in-
terepitheliale und stromale MZ-Infiltrationen in intestinalen (Pré-)Neoplasien
(siehe Kapitel XII1.2.6.3).

In der eigenen Studie 11 ,, Comparative Study of the Role of Interepithelial Mucosal
Mast Cells in the Context of Intestinal Adenoma-Carcinoma Progression* (Kapitel
II1.2) wurde gezeigt, dass im intestinalen Epithel lokalisierte MMZ in (Prd-)Neo-
plasien von Maus und Mensch eindeutig akkumulieren. Der immunhistochemische
Nachweis von ieMMZ gelang im murinen Darm mittels der Marker MCPT1 (eine
MZC (PEJLER et al., 2010)) und MCPT6 (eine MZT (PEJLER et al., 2010)), im
humanen Darm mittels der Marker MZT und MZC. Wihrend sich die ieMMZ in
intestinalen Ldsionen der Maus bevorzugt in Clustern anordneten, waren sie in hu-
manen Lésionen vornehmlich diffus verteilt.

Vogel et al. (2018) identifizierten in ihrer Studie MCPT1 ebenfalls als ieMMZ-
spezifischen Marker, jedoch misslang ihnen der ieMMZ-Nachweis mittels MZT-
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[HC. Sie untersuchten eine Reihe von Mausmodellen (gesund und nematodeninfi-
ziert), jedoch nicht das Vorkommen von ieMMZ vor dem Hintergrund intestinaler
Neoplasien (VOGEL et al., 2018). In der eigenen Studie war ein positives Signal
neoplasieassoziierter ieMMZ in der MZT-IHC feststellbar. Wahrend ieMMZ bei
Nematodeninfektionen vermehrt MCPT1 (MZC) exprimieren und so zu einer anti-
parasitiren Immunantwort beitragen (SCUDAMORE et al., 1997), deutet die ge-
steigerte Expression von MCPT 6 (MZT) auf eine wahrscheinlich differierende
Funktionalitdt von ieMMZ im Rahmen intestinaler Neoplasien hin. Mutmaflich
wirken sich MZT-mediierte, pro-tumorigene Effekte der ieMMZ im intestinalen
TMM direkt auf die benachbarten Tumorzellen aus. Offen bleibt, wie und ob das
TMM bzw. die Tumorzellen selbst den ieMMZ-Phinotyp beeinflussen kann bzw.
kdnnen.

Auch in der Katze waren in intestinalen Karzinomen ieMMZ immunhistochemisch
visualisierbar. Die MZT-Positivitdit stimmte mit den murinen und humanen
ieMMZ-Charakteristika iiberein. Feline ieMMZ waren zudem immunhistoche-
misch Histamin-positiv und stellten sich mittels TB metachromatisch dar. Dies
spricht, neben hohem Histamin-, auch fiir einen hohen Heparingehalt der felinen
ieMMZ. Die metachromatische Anfarbung von murinen und humanen ieMMZ ge-
lang dagegen mit TB nicht, was auf einen fehlenden bzw. relativ geringfiligigen He-
paringehalt zuriickzufiihren ist (WELLE, 1997). In der Literatur wird fiir feline GLs
ein mastzelluldrer oder lymphozytiarer Ursprung diskutiert (TAKEUCHI et al.,
1969). Basierend auf den eigenen histochemischen (TB-negativ) und immunhisto-
chemischen Untersuchungen (Tryptase- und Histamin-negativ) sind feline intesti-
nale GLs sehr wahrscheinlich nicht den ieMMZ gleichzusetzen, wie im murinen
Kontext von Vogel et al. (2018) vorgeschlagen (VOGEL et al., 2018). Neben der
limitierten Anzahl zur Verfiigung stehender feliner Adenome, war die einge-
schriankte Verfiigbarkeit feliner IHC-Marker eine weitere Schwierigkeit. So war die
Etablierung eines MZC-Markers auf felinem FFPE-Gewebe nicht erfolgreich.
Lamina propria-assoziierte MMZ (IpMMZ) der Maus waren immunhistochemisch
mittels MCPT6- und Granzym B-AK, sowie topografisch (in der Lamina propria
liegend) und morphologisch (kleine, oftmals elongierte Zellform) eindeutig identi-
fizierbar. Sie kdnnen somit von den groBeren BGMZ der Submukosa, der Tunica

muscularis und des Fettgewebes klar differenziert werden (VOGEL et al., 2018).
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Diese stringente, morphologische Differenzierung gelang in den heterogenen, re-
gelmiBig sehr viel dissoziierter und invasiver (die Tunica muscularis durchbre-
chend) wachsenden humanen bzw. felinen Karzinomen nicht zuverldssig. Daher
wurden auferhalb des Epithels, zwischen neoplastischen Zellkomplexen liegende,
MZ in den Spezies Felis catus und Homo sapiens nicht als ]pMMZ, sondern als
stromale MZ kategorisiert, da eine Inklusion von dazwischenliegenden BGMZ
nicht eindeutig ausgeschlossen werden konnte.

Differenzen zwischen murinen und humanen MZ-Charakteristika sind bekannt.
Aufgrund dessen ist ein direkter Transfer von Forschungserkenntnissen iiber MZ,
welche im Mausmodell erlangt wurden, auf den humanen Organismus nicht unein-
geschrinkt moglich (BISCHOFF, 2007). Ein Beispiel fiir diese Differenzen ist die
verschiedenartige Klassifikation der murinen bzw. humanen MZ in MMZ und
BGMZ bzw. MZt und MZrc (WELLE, 1997). Mit der eigenen Studie sollte ein
Vergleich und Transfer des von Vogel et al. (2018) jiingst definierten ieMMZ-Sub-
typs auf den Menschen und die Katze angestellt werden.

Speziesvergleichend ldsst sich feststellen, dass intratumorale murine ieMMZ am
hiufigsten MZC (MCPT1)-positiv waren, wihrend die humanen ieMMZ sich hau-
figer MZT-positiv darstellten. Flores de los Rios et al. (2020) beschreiben tiberein-
stimmend, dass humane MZr hdufiger als MZc in invasivem, metastasierendem hu-
manen Dickdarmkrebs auftreten (FLORES DE LOS RIOS et al., 2020). Diese un-
terschiedliche gewichtete Proteasenausstattung zeigt eine mogliche Differenz des
murinen und humanen ieMMZ-Subtyps auf. Da innerhalb des TMM sowohl die
MZT als auch die MZC pro-tumorigene bzw. pro-angiogene und pro-invasive, die
MZC jedoch daneben auch anti-tumorigene (immunzellaktivierende) Effekte ent-
falten kann, konnte sich die Funktionalitidt der ieMMZ zwischen Mausmodell und
Mensch unterscheiden. Die eigenen, deskriptiven Daten weisen darauf hin, dass
sich im Mausmodell erlangte immunologische Erkenntnisse, speziell zur ieMMZ-
Infiltration im KRK, nicht ohne Weiteres auf die menschliche Situation translatie-
ren lassen.

Das Auftreten von MZT" und MZC" ieMMZ in humanen intestinalen (Pri-)Neo-
plasien und MZT" und Histamin® ieMMZ in felinen Karzinomen wurde in der ei-
genen Studie, als eine Parallele zur Akkumulation von MCPT1" und MCPT6"

1eMMZ in murinen intestinalen Lasionen, erstmals beschrieben und nédher unter-
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sucht. Auch wenn, wie oben erwihnt, eine Eins-zu-eins-Translation nicht ange-
strebt werden sollte, weist diese speziesiibergreifende Prisenz der ieMMZ im Rah-
men der intestinalen Karzinogenese auf deren funktionelle, karzinogene Relevanz
hin.

Aufgrund dieser Erkenntnis wurde die Dynamik der Zahl infiltrierender MMZ-Sub-
typen im Verlauf der intestinalen Karzinogenese (Adenom-Karzinom-Progression)
analysiert und verglichen. Zunichst wurde durch die Applikation bereits bestehen-
der, standardisierter Klassifikationssysteme (NOLTE et al., 2016; NAGTEGAAL
et al., 2019) ein komparatives Grading experimentell induzierter (Maus) bzw. spon-
taner intestinaler Adenome und Karzinome (Mensch und Katze) erreicht. Auf Basis
dessen erfolgte anschlieBend das Scoring von o.g., immunhistochemisch subtypi-
sierten MMZ-Populationen auf konsekutiven Schnitten pro intestinaler Lasion (Hy-
perplasie; low-grade Adenom; high-grade Adenom, Karzinom). Der Fokus lag hier-
bei auf dem semiquantitativen Scoring von MMZ-Subtypen (sieche Kapitel
XII1.2.6.3) im Verlauf der Adenom-Karzinom-Sequenz.

Ein methodischer Schwerpunkt dieser Arbeit lag auf der State-of-the-art-Charakte-
risierung intestinaler Adenome und Karzinome von Maus, Mensch und Katze. Vor
allem im murinen Kontext wurde in fritheren Studien oftmals allgemein von ,,Po-
lypen* gesprochen oder zugrundeliegende histologische Klassifikationsschemata
nicht weiter ausgefithrt (GOUNARIS et al., 2007). Durch die dezidierte Klassifi-
zierung muriner Lisionen mittels des toxikopathologischen INHAND Schemas
(NOLTE et al., 2016), angelehnt an die humane WHO-Klassifikation, konnte dieses
Defizit ausgeglichen werden.

Mit der Publikation II konnte gezeigt werden, dass in Kolonldsionen von Maus und
Mensch die Anzahl der ieMMZ, abgebildet als Score 0 bis 5, im Verlauf der Pro-
gression von benignen Vorlduferldsionen zu malignen Karzinomen abnahm. Die-
selbe Dynamik war in den ebenfalls untersuchten murinen Diinndarmlésionen nicht
beobachtbar, was in Ubereinstimmung mit friiheren Studien fiir eine differierende
Rolle der MZ im Rahmen der murinen Karzinogenese in Diinn- und Dickdarm
spricht (SAADALLA et al., 2018). In den 2 untersuchten felinen Adenomen wur-
den immunhistochemisch keine ieMMZ detektiert.

Ubereinstimmend mit Gounaris et al. (2007), die in ihrer Studie die MZ als essen-

ziell fiir die Entwicklung prianeoplastischer Lasionen identifizierten (GOUNARIS
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et al., 2007), lassen die eigenen murinen Daten eine pro-tumorigene, die Karzino-
genese bereits in frithem Stadium (Hyperplasie; low-grade Adenom) katalysierende
Funktion, speziell der ieMMZ, vermuten. Diese Hypothese wird auch dadurch ge-
stlitzt, dass in der eigenen Untersuchung hohere murine ieMMZ-Scores mit einer
vermehrten Tumorzellproliferation (% Ki-67" Zellen) korrelierten. Obwohl bereits
frithere Studien eine direkte MZ-Epithelzell-Interaktion, z.B. durch bestimmte Zy-
tokine, vermuten lassen (GOUNARIS et al., 2007; SAADALLA et al., 2018), miis-
sen die konkreten, funktionellen Wirkmechanismen der ieMMZ-Tumorzell-Inter-
aktion in weiterfiihrenden Studien erforscht werden. Die Frage nach der katalysie-
renden Wirkweise der ieMMZ im Rahmen der intestinalen Karzinogenese kann in-
nerhalb dieser deskriptiven Studie nicht abschlieBend geklart werden.

Die Dynamik der [pMMZ (Maus) bzw. intratumoraler stromaler MZ (Mensch und
Katze) nahm im Verlauf der intestinalen Adenom-Karzinom-Sequenz tendenziell
zu (Maus) bzw. ab (Mensch). Aufgrund der in limitierter Anzahl zur Verfiigung
stehenden Adenome, konnten diese Fragen hinsichtlich der felinen Karzinogenese
in Diinn- und Dickdarm nicht abschlieBend geklért werden.

Diese subtypspezifische Dynamik von ieMMZ und IpMMZ/stromalen MZ im Ver-
lauf der humanen und murinen Adenom-Karzinom-Progression spricht spezies-
iibergreifend fiir eine verschiedenartige, evtl. sogar gegenldufige funktionelle Rolle
der MZ-Subtypen im Rahmen der intestinalen Karzinogenese.

Bestitigend feststellen lésst sich, dass zur weiteren Erforschung funktioneller As-
pekte und Wirkmechanismen der ieMMZ wihrend der intestinalen Karzinogenese,
eine stringente Klassifizierung der MMZ-Subpopulationen vonnéten ist (VOGEL
et al., 2018). Diese kann, wie mit dieser Studie gezeigt wurde, zuverldssig nur mit-
tels immunhistochemischer Methoden gelingen. Deutlich eosinophile, grob granu-
lierte ieMMZ sind in der HE-Farbung nur im murinen Darm eindeutig erkennbar.
Die Anwendung histochemischer Férbelosungen (z.B. Giemsa, Alcianblau)
(ACIKALIN et al., 2005; ALVES et al., 2016) fiihrt dazu, dass formalinsensitive
MMZ-Subpopulationen in FFPE-Gewebe nicht identifiziert werden konnen. In zu-
kiinftigen, weiterfiihrenden Studien hinsichtlich der Wirkmechanismen, aber auch
der prognostischen Aussagekraft bestimmter MZ-Subtypen, ist daher eine zuver-
lassige Identifizierung mittels IHC-Marker (MCPT1 (murin) bzw. MZT (human)),
sowie eine standardisierte und speziesvergleichbare Klassifikation von (pré-)neo-

plastischen Lasionen, unerldsslich. Die in der eigenen Studie vorgeschlagenen MZ-
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Marker und das komparative MZ-Scoringsystem konnen hier als Ansatz dienen.
Evaluationstechnisch kénnten auch rein quantitative, computerassistierte Auszih-
lungsalgorithmen zum Einsatz kommen. Eine standardisierte Vorgehensweise
wiirde wahrscheinlich die bis dato kontroverse Datenlage zur prognostischen Aus-
sagekraft der MZD (WU et al., 2013; MEHDAWTI et al., 2016) im humanen KRK
verbessern.

Eine weitere Erkenntnis der Studie war, dass murine, intratumorale ieMMZ-Scores
zwischen verschiedenen GEMM der intestinalen Karzinogenese differieren. Am
niedrigsten war die ieMMZ-Infiltration in komplexen (Apc™*/°~; Kras©!'?P”*-Hin-
tergrund) sowie MAPK-alterierten GEMM, am hdchsten in Catnb*3-GEMM mit
aktivierter Wnt/B-Catenin-Kaskade. Der mediane Score von AOM-DSS-induzier-
ten Wildtyp-Tumoren lag mit einem Wert von 1 dazwischen. Die diesen deskripti-
ven Befunden zugrundeliegenden GEMM-spezifischen, molekularen Mechanis-
men konnen nur vermutet werden. Wichtig bleibt festzustellen, dass die modellspe-
zifischen molekularen Mechanismen der intestinalen Karzinogenese einen Einfluss
auf die Anzahl intratumoral infiltrierender ieMMZ zu haben scheinen. Studiener-
gebnisse hinsichtlich der MZ-Infiltration bzw. MZD intestinaler Neoplasien kdnn-
ten so nur eingeschrankt vergleichbar sein. Dementsprechend sollte das MZ-Vor-
kommen auch in humanen Studien immer in den Kontext individueller, molekularer
Gegebenheiten gestellt werden.

MCPT1" ieMMZ akkumulieren nachweislich nicht nur in parasitir infizierten Mau-
sen, sondern auch in vielen, regelméfig genutzten GEMM zur Erforschung der in-
testinalen Karzinogenese. Weiterfithrende in vivo Studien in MZ-defizienten Maus-
modellen sollten beriicksichtigen, dass intestinale ieMMZ unter Umsténden nicht
depletiert werden (z.B. GEMM mit Mcpt5-Defizienz) (DUDECK et al., 2011). Die
gezielte Manipulation der gesamten MZ-Population (FEYERABEND et al., 2011;
HEGER et al., 2014; SASAKI et al., 2021) oder aber spezifischer MZ-Subpopula-
tionen muss bei funktionellen Untersuchungen zur tumorigenen Wirkung der MZ-
Subtypen im Darm sichergestellt werden. Durch gezielte MZ-Subtypmanipulation
(z.B. GEMM mit Mcpti-Defizienz) konnten in zukiinftigen Studien die zugrunde-
liegenden funktionellen Mechanismen, mittels derer die ieMMZ das Auftreten und
die Progression von intestinalen Adenomen zu Karzinomen beeinflussen, ndher un-

tersucht werden.
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VI SCHLUSSBEMERKUNG UND AUSBLICK

Im Rahmen der hier vorgelegten Arbeit wurde eine immunhistochemische Be-
schreibung mukosaler Mastzellsubtypen im Verlauf der intestinalen Adenom-Kar-
zinom-Progression vorgenommen. In der humanen Kolonkarzinomforschung bil-
den mausmodellbasierte Untersuchungen die am héufigsten angewandten in vivo
Modelle und tragen somit einen wichtigen Teil zu neuen Forschungserkenntnissen
bei. Die hier vorgestellten Ergebnisse demonstrieren dabei jedoch die Wichtigkeit
der vergleichenden Pathologie. So kdnnen im Mausmodell erlangte Erkenntnisse
auf diagnostischer oder therapeutischer Ebene nur eingeschrankt direkt translatiert
werden.

Basierend auf dieser Arbeit wurde das spontane feline intestinale Karzinom als wei-
teres, vielversprechendes in vivo Modell fiir das humane Kolonkarzinom vorgestellt
und charakterisiert. Des Weiteren wurde gezeigt, dass ieMMZ in intestinalen Kar-
zinomen aller 3 Spezies identifizierbar sind. Im Verlauf der kolorektalen Karzino-
genese in Maus und Mensch nehmen ieMMZ ab, jedoch ist die ieMMZ-Proteasen-
ausstattung der Spezies Mus musculus und Homo sapiens nicht identisch.

Diese deskriptive Anndherung an die Rolle der MMZ-Subtypen im Verlaufe der
Adenom-Karzinom-Progression zeigt, dass es speziesiibergreifend signifikante Un-
terschiede hinsichtlich der ieMMZ-Infiltration verschiedener intestinaler Tumorsta-
dien gibt. Sie ldsst noch offen, wie die funktionellen Mechanismen der Tumorzell-
ieMMZ-Interaktion im Menschen und in spezifischen, genetisch modifizierten
Mausmodellen aussehen.

Die vorgelegte Arbeit weist jedoch durch den angewandten, vergleichend-patholo-
gischen Untersuchungsansatz auf phinotypische Unterschiede zwischen Mausmo-
dell und Mensch hin. Sie bildet eine Basis fiir die zukiinftig weiterfiihrende Erfor-
schung der tumorinfiltrierenden Mastzelle als prognostischer Biomarker
(SAMMARCO et al., 2020) sowie von neuen, therapierelevanten Ansitzen zur Er-
ginzung von Chemotherapien, bspw. durch Tryptase- oder Tyrosinkinaseinhibito-

ren, bei Darmkrebs (MARECH et al., 2014) in Tier- und Humanmedizin.
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VII ZUSAMMENFASSUNG

Die Rolle unterschiedlicher Mastzellsubtypen im Rahmen der in-

testinalen Karzinogenese
von Tanja Maria Groll

Mastzellen (MZ) sind Teil des intestinalen Tumormikromilieus. Sie beeinflussen
nachweislich Wachstum, Progression, Angiogenese und Metastasierung kolorekta-
ler Neoplasien. Aus diesem Grund stellen MZ potenzielle Ziele therapeutischer In-
tervention beim kolorektalen Karzinom dar.

Die beziiglich bestimmter Aspekte teils begrenzte Ubertragbarkeit von in vivo
Mausmodellen auf das fortgeschrittene humane Kolonkarzinom ist eine der haupt-
sdchlichen Limitationen der Forschung. Genetisch modifizierte Mausmodelle
(GEMM) sind nur bedingt nutzbar, da sich mit ihnen bestimmte humane, immuno-
logische und invasive Tumorcharakteristika (z.B. Tumor Budding, Metastasierung)
nur eingeschriankt modellieren lassen. In der veterindrmedizinischen Praxis werden
Katzen mit spontanen intestinalen Karzinomen regelmifig vorgestellt, feline Neo-
plasien wurden bislang jedoch nur unzureichend histologisch sowie molekularpa-
thologisch charakterisiert.

Bis heute sind GEMM die am haufigsten angewandten Tiermodelle fiir das humane
Kolonkarzinom. Von Vogel et al. (2018) wurden 2 Subtypen mukosaler Mastzellen
(MMZ) im murinen Darm beschrieben: interepitheliale MMZ (ieMMZ) und La-
mina propria-assoziierte MMZ (IpMMZ) (VOGEL et al., 2018). Unklar bleibt, ob
identische MZ-Subtypen auch im humanen und felinen Darm existieren. Weiterhin
ist die Rolle dieser Subtypen im Rahmen der intestinalen Adenom-Karzinom-Se-
quenz in der Maus wenig, in Mensch und Katze bislang nicht, erforscht worden.
In dieser Doktorarbeit wurden intestinale Neoplasien der Spezies Katze, Maus und
Mensch gemédll Konsensusrichtlinien histologisch klassifiziert und anschlieBend
hinsichtlich ihrer MZ-Infiltration individuell und vergleichend analysiert.

In der ersten Studie wurde eine Kohorte aus 49 felinen intestinalen Karzinomen
histologisch aufgearbeitet und molekularpathologisch untersucht (Sanger-Sequen-
zierung des CTNNBI-Gens Exon 2). Aufgrund gro3er histomorphologischer Kon-
gruenz, wurde die humane WHO-Klassifikation fiir Tumore des Kolons und Rek-

tums (NAGTEGAAL et al., 2019) auch fiir die felinen Neoplasien herangezogen.
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In der zweiten Studie wurden MMZ in Adenomen und Karzinomen von Méusen,
Menschen und Katzen immunhistologisch charakterisiert (u.a. mittels MZ-Tryptase
(muriner Mastzellprotease-6) bzw. MZ-Chymase (muriner Mastzellprotease-1))
und semiquantitativ, mittels entwickelter, speziesspezifischer Scores, ausgewertet.
Die intratumorale Infiltration und Verteilung von MMZ wurde entlang der Ade-
nom-Karzinom-Sequenz evaluiert und statistisch interpretiert.

Feline intestinale Neoplasien bildeten den histologischen Phénotyp humaner kolo-
rektaler Karzinome sehr gut ab. Die felinen Tumore konnten in die humanen WHO-
Subtypen eingeteilt werden und wiesen ein dhnlich aggressives Wachstumsverhal-
ten auf wie humane /ate-stage Karzinome. Das nicht weiter spezifizierte Adenokar-
zinom (ANOS) war sowohl in der felinen als auch in der humanen Kohorte der
héufigste histologische Subtyp. Serratierte Adenokarzinome (SAC) waren in der
felinen Kohorte iiberrepriasentiert. Molekularpathologisch waren in 4 von 11 Fillen
mit immunhistochemisch nachgewiesener, nukledrer B-Catenin Translokation Mu-
tationen im felinen CTNNBI-Gen detektierbar, was eine Aktivierung des Wnt/p3-
Catenin-Signalweges als zugrundeliegenden Pathomechanismus feliner intestinaler
Karzinome aufzeigte und somit eine weitere Parallele zur humanen kolorektalen
Karzinogenese darstellte.

Interepitheliale MMZ konnten immunhistochemisch in intestinalen Neoplasien al-
ler 3 Spezies detektiert werden. In den analysierten humanen und murinen Dick-
darmlésionen waren die ieMMZ-Scores in Adenomen hoher und nahmen im Laufe
der Adenom-Karzinom-Sequenz ab. In murinen Diinndarmneoplasien konnte diese
Dynamik nicht beobachtet werden. Murine I[pMMZ nahmen von Hyperplasie zu
Karzinom hin zu, wahrend die Scores fiir humane stromale MZ am hochsten in
high-grade Adenomen waren.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse erstens, dass spontane feline intestinale
Karzinome ein vielversprechendes in vivo Modell fiir humane Kolonkarzinome dar-
stellen. Zweitens, dass ieMMZ im Verlauf der humanen und murinen kolorektalen
Adenom-Karzinom-Sequenz in ihrer Hiufigkeit kontinuierlich abnehmen, was fiir
die stromale MZ-Subpopulation nicht zutrifft. Dies spricht fiir verschiedene funk-
tionelle Rollen von ieMMZ und IpMMZ im Rahmen der intestinalen Karzinoge-
nese. Schlussendlich bietet diese immunhistochemisch basierte, deskriptive Arbeit

einen soliden Ausgangspunkt fiir zukiinftige komparative Forschungsprojekte.
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VIII SUMMARY

The role of different mast cell subtypes in the context of intestinal

carcinogenesis
by Tanja Maria Groll

Mast cells (MCs) are immunologic players of the intestinal tumor microenviron-
ment. They have been shown to influence growth, progression, angiogenesis and
metastasis of colorectal tumors. Therefore, MCs represent a potential target for new
therapeutic approaches in colorectal cancer (CRC) patients.

Partly limited transferability of appropriate in vivo models for late-stage human
CRC is a major problem in CRC research, since genetically engineered mouse mod-
els (GEMMs) do not reflect spontaneous human CRC in terms of certain immuno-
logic and invasive characteristics (e.g., tumor budding, metastasis). In feline pa-
tients, sporadic intestinal carcinomas are regularly diagnosed but have not been pro-
foundly characterized yet.

To date, GEMMs are the most frequently employed animal models for human CRC.
According to Vogel et al. (2018), 2 different mucosal mast cell (MMC) subtypes
exist in the murine intestine: interepithelial mucosal mast cells (ieMMCs) and lam-
ina proprial mucosal mast cells (IpMMCs) (VOGEL et al., 2018). It is uncertain
whether there are identical MC subtypes in humans and other mammals, e.g., cats,
as well. Furthermore, the role of these specific MC subtypes during intestinal ade-
noma-carcinoma progression remains to be elucidated.

In this doctoral project, intestinal tumors of cats, humans, and mice were histolog-
ically graded according to current consensus classification systems, then analyzed,
and compared with respect to intratumoral MC infiltration.

In a first study, a cohort of 49 feline intestinal carcinomas was histologically char-
acterized and investigated by performing Sanger Sequencing of feline CTNNBI
exon 2. Due to high histomorphologic congruence, feline tumors were classified
according to the current human WHO classification of Tumors of the Colon and
Rectum (NAGTEGAAL et al., 2019).

In a second study, MMCs in adenomas and carcinomas of mice, humans, and cats,
were characterized by using immunohistochemistry (IHC) (e.g., MC tryptase (mu-

rine mast cell protease 6), MC chymase (murine mast cell protease 1)) and semi-
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quantitatively analyzed by developing and applying species-specific scoring sys-
tems. Intratumoral distribution of MMCs was evaluated along the adenoma-carci-
noma sequence.

Feline intestinal neoplasia resembled the histological human CRC subtypes and dis-
played comparatively aggressive histological characteristics, similar to human late-
stage carcinomas. Adenocarcinoma not otherwise specified (ANOS) was the most
common subtype in both species. Serrated adenocarcinomas (SAC) were overrepre-
sented in the feline cohort. Molecular investigation revealed mutational alterations
of the feline CTNNBI gene in 4 of 11 cases with an immunohistochemically detect-
able, nuclear translocation of B-catenin, which illustrated the similarity of an im-
paired Wnt/B-catenin signaling pathway in both, feline and human intestinal carci-
nomas.

Interepithelial MMCs were immunohistochemically detectable in neoplastic lesions
of all 3 species. In human and murine colonic lesions, ieMMC scores were higher
in adenomas and decreased along the adenoma-carcinoma progression. However,
this dynamic was not visible in murine tumors of the small intestine. Murine
IpMMC:s increased from hyperplasia to carcinoma, whilst human stromal MC
scores were highest in high-grade adenomas.

Collectively, these results show that first, feline spontaneous intestinal tumors con-
stitute a promising in vivo model for human CRC. Second, ieMMCs decrease dur-
ing human and murine adenoma-carcinoma progression of colonic neoplasia, whilst
intestinal stromal MCs do not. These findings support the notion of different func-
tional roles of ieMMCs and IpMMCs during intestinal carcinogenesis. Finally, this
IHC-based, descriptive doctoral project provides a solid basis for future compara-

tive research studies.
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Anhang

XIII ANHANG

1 Materialien
1.1 Geriite
Tabelle A1 | Verwendete Gerite.
Geriit Typ Hersteller
. Thermo Fisher Scientific,
Eindeckautomat CTM6 Waltham, USA
. Thermo Fisher Scientific,
Fluorometer Qubit 4.0 Waltham, USA
General Electric Com-
Imager Amersham Imager 680 pany Healthcare Bio-Sci-

ences AB, Uppsala,
Schweden

IHC Autostainer

Bond™ RX™

Leica Biosystems, Wetz-
lar, Deutschland

IHC Autostainer

Ventana BenchMark XT

Ventana Medical Sys-
tems, Tucson, USA

AB/Hitachi 3130 Genetic

Applied Biosystems™,

traktion)

Kapillarsequenzierer Analvzer Thermo Fisher Scientific,
Y Waltham, USA
.. . MEDITE Medical GmbH,
Kiihlplatte COP 30 Cooling Plate Burgdorf, Deutschland
Maxwell® RSC Instrument
(automatisierte DNA-Ex- X:;;:vell@ RSC Instru- Promega, Madison, USA

Eppendorf AG, Hamburg,

PCR Thermocycler Mastercycler® gradient Deutschland
Hanna Instruments,
pH-Meter Hanna HI208 pH-Meter Woonsocket, USA
Rotationsmikrotom RM2245 Leica Biosystems, Wetz-
lar, Deutschland
Rotationsmikrotom Microm HM355S Thermo Scientific,

Waltham, USA

Slide-Scanner

Aperio AT2 Whole-Slide-
Scanner

Leica Biosystems, Wetz-
lar, Deutschland

Thermoschiittler

Thermal Shake lite

VWR International, Rad-
nor, USA

Monitor mit Touch-Pen

Wacom Cintiq 22HD

Kazo, Saitama, Japan

IKA®-Werke GmbH &

Vortexmischer MS1 Minishaker Co. K@, Staufen,
Deutschland
IKA®-Werke GmbH &

Vortexmischer MS3 basic Co. KG, Staufen,

Deutschland
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Inkubator (38 °C bzw. 68

Memmert, Biichenbach,

Wérmeschrank °C) Dot
Wasserbad W20 VWR International, Rad-
nor, USA
. Eppendorf Centrifuge Eppendorf, Hamburg,
Zentrifuge 5424 Deutschland
Zentrifuee Micro Centrifuge 100 Carl Roth, Karlsruhe,
£ VAC Deutschland
Zentrifuge Mini-star bench centrifuge VWR International, Rad-

nor, USA

1.2 Software

Tabelle A2 | Verwendete Software.
Name Version Hersteller
Leica Biosystems Patho-
Aperio ImageScope x64 12.4.0.7018 logy Imaging, Wetzlar,
Deutschland
CorelDRAW Graphics 2020 Corel Corporation,
Suite Ottawa, Kanada
. Microsoft Corporation,
Microsoft Office 2016 Redmond, WA, USA
Open-Source Software
der University of Edin-
QuPath 0.3.0 burgh, Schottland
(BANKHEAD et al.,
2017)
SPSS Statistics Version 27 SPSS Inc, Chicago, USA
1.3 Weitere Materialien
Tabelle A3 | Weitere verwendete Materialien.
Art Typ Hersteller
Paragon®, England/ neo-
Einmalskalpell 10 sterile Einmal-Skalpelle | Lab Migge GmbH, Hei-

delberg, Deutschland

Mehrzweck-Marker

Marker mit synthetischer
Spitze

Avantor by VWR, Darm-
stadt, Deutschland

karton

TopFrost .
Objekttrager fiir HE Objekttrager mit farbigem LABOCON, Hotheim,
. Deutschland
Beschriftungsrand
. N . Menzel-Glaser SUPER- Thermo Scientific, Wal-
Objekttrager fir IHC FROST® PLUS tham, USA
Objekttrigerboxen Medite Objekttrager Archiv- | MEDITE Medical GmbH,

Burgdorf, Deutschland

Permanent Marker

Lumocolor Duo, wasserfest

Staedtler, Niirnberg,
Deutschland

Plastikrohrchen

Cellstar® Tubes 50 ml

Greiner Bio-One, Krems-
miinster, Osterreich
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. Eppendorf, Hamburg,
Pipette Research® 100ul, 10ul Deutschland
Pipette Research® Plus Sml, Eppendorf, Hamburg
p 1000ul, 200pul, 100ul Deutschland
Probenrohrchen Eppendorf-Rohrchen 1,5 ml Eppendorf, Hamburg,
PP ’ Deutschland
Quali-PCR-Platten, 96 well | Kisker Biotech GmbH &
96-well Platten mit Rahmen — transparent Co.KG, Steinfurt,
(G060) Deutschland
14 Histochemische Firbelosungen und Reagenzien fiir Paraffinschnitte
Tabelle A4 | Reagenzien fiir histochemische Farbungen.
Reagenz Hersteller Bestellnummer
Aqua dest/VE Wasser
. . EMSURE® Merck, Darm-
0 ]
Eisessig 100 % stadt, Deutschland 100063
Eosin Y Losung (1 %) Waldeck, Miinster, Deutsch-
. 2C-284
ethanolisch land
Héamalaun, sauer nach Ma- | Waldeck, Miinster, Deutsch-
2E-038
yer land
Toluidinblau O Waldeck, Miinster, Deutsch- 15 41 00010
land
1.5 Antikorper und Reagenzien fiir die Immunhistochemie

1.5.1  Primirantikorper

Tabelle AS | Primédrantikdrper fiir humanes, murines, felines FFPE-Gewebe.
_— . Hersteller
Antikr- Wirt | vertrieb Ver- System, THC-
perbe- Klon | (Iso- diin- Kontrolle
zeichnun typ) (Bestell- nun Protokoll
g yp nummer) g
Priméirantikorper fiir humanes Gewebe
Polyclonal
Rabbit r?lilr(lf i)/esn i Ventana Bench-
Anti-Hu- i Kanin- Glost ’ 1:200 Mark XT, Pro- | Humanes
man chen D;;}Z;Jfr’k ) tokoll-Nr. 404 T | Kolon
QDI 17, c- (A450229-2) CCl1 st. /20
kit
Invitro-
Mast Cell gc'en/Therr.no Ventana Bench-
Chymase Maus Fisher Sci- Mark XT. Pro- Humane
Monoclo- | CCl1 entific, Wal- | 1:2000 ’ Haut,
. (IgG1) tokoll-Nr. 303 T
nal Anti- tham, USA CeP CC1 mild Lunge
body (MAS-
11717)
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Dako Den-

Monoclo- Bond™RX™,
mark A/S, .
nal Mouse CIV Glostru Sequenzielle Humane
Anti-Hu- Maus o P, 1:25 Doppelfirbung
22 Déanemark Haut
man Colla- (MO78501- (IHCMouD1
gen IV 2) [HCMouD2)
LifeSpan Bi-
Polyclonal Kanin- ?SCI? Cetil Bond™ RX™, H
Histamine | - chen I?;L&/};aozgl, 1:1500 | IHCRab H;Ill:ane
Antibody (IgG) (LS- (H1/30)
C67884)
Dako Den-
Monoclo- Maus mark A/S, Ventana Bench-
nal Mouse | MIB- I (1;1 Glostrup, 1:50 Mark XT, Pro- | Humane
Anti-Hu- 1 K ag ai Déanemark ’ tokoll-Nr. 338 Tonsille
man Ki-67 PP (M724001- Ki-67 Dako
2)
Monoclo- Dako Den-
nal Mouse Maus mark A/S, Ventana Bench- Humane
Anti-Hu- AAL | (IeG1 Glostrup, 1:500 Mark XT, Pro- Tonsille
man Mast K ag ai Déanemark ) tokoll-Nr. 174 Haut ’
Cell Tryp- PP 1 (M705229- Protease 4/16
tase 2)
Primérantikorper fiir murines Gewebe
. Cedarlane, Bond™RX™,
Anti- . . .
Kanin- | Burlington, Sequenzielle .
Mouse . . Murine
Collagen - chen Kanada 1:100 Doppelfirbung, Haut
Tvpe IV (IgG) | (CL50451A IHCRATDI IH-

yp P) CRdRab

Polyqlonal Kanin- | Dako Den-
Rabbit chen mark A/S
Anti-Cy- | a Glostran. 1750 Bond™ RX™, Muriner
tokeratin, p & . p’k ' IHCRab (E2/20) | Darm
Wide rac- Dénemar
Spectrum tion) (2062201-2)
Polyclonal . Abcam, Bond™ RX™. '
Anti- Kanin- | Cambridge, Murine
- 1:1000 | IHCRab )

Granzyme chen UK (H1/20) Milz
B antibody (ab4059)

LifeSpan Bi-
Polyclonal Kanin- oSciences Bond™RX™, .

. . Inc., Seattle, Muriner
Histamine | - chen USA/Biozol 1:1500 | IHCRab Magen
Antibody 1g6) | Ls. (H1/20) &

C67884)

Bioss Anti-
Interleu- bodies. Wo-
kin-5 (IL- Kanin- | © ™ Bond™RX™, Murine
5) Polyc- - chen Us A’ /Biozol 1:400 IHCRab Lunee
lonal Anti- (IgG) (H1/20) &
bod (BSS-BS-

Y 1318R)
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Recombi-

nant Anti- Kanin- é:rii)nrll’d e Bond™RX", Murine
Ki-67 An- | - 8% 11:50 | IHCRab ;
tibody chen ) UK (H1/20) Milz
ab16667
(sp6) (2616667
LifeSpan Bi-

TPSAB1/ Kanin- oSciences Bond™ RX™, '
Mast Cell Inc., Seattle, Murine
- chen . 1:1000 | IHC RbBSA

Tryptase (1eG) USA/Biozol (H1/30) Haut
Antibody & (LS-
C331832)
Invitro-
MCPT-1 gen/Thermo Muriner
(MMCP-1) | pre | oo | Fisher Sci- Bond™RX™, Darm. hv-
Mono- L | (1gG1) | entifie, Wal- | 1:30 | THCDABR o
clonal An- & tham, USA (H1/30) Esgl)a
tibody (14-5503-
82)
Mcpt4 An-
E;Z(ﬁ};_ LifeSpan Bi-
126). Un- oSciences Bond™RX™, Murine
con'1’1- - Ziege | Inc., Seattle, | 1:3000 | IHCDABG Haut
ot é q USA/Biozol (H1/30)
Goat, Pol- (LS-B5938)
yclonal
LifeSpan Bi-
MMP9/Ge Kanin- | oSciences Bond™RX™, Murines
latinase B | - chen Inc., Seattle, | 1:200 IHCRab Knochen
Antibody (IgG) | USA/Biozol (H1/20) mark
(LS-B2436)
Primirantikorper fiir felines Gewebe
Recombi- T™ pym
nant Rab- E247 Kanin- | Abcam 1:200 ?ﬁ)g%abRX ’ Felines
bit Anti-f- chen (ab32572) ) Kolon
. (H1/20)
catenin
LifeSpan Bi-
Polyclonal Kanin- ;)nscmeélgaetile Bond™RX™, Feline
Histamine | - chen USZ& /Biozol, 1:1500 | IHCRab Haut
Antibody (IgG) (LS- (H2/10)
C67884)
Dako Den-
Monoclo- Maus mark A/S, Ventana Bench- | Felines
nal Mouse | MIB- (IeG1 Glostrup, 1:50 Mark XT, Pro- | Fibrosar-
Anti-Hu- 1 K ag 2) Déanemark ’ tokoll-Nr. 338 T | kom,
man Ki-67 PP (M724001- Ki-67 Dako Darm
2)
Monoclo-
nal Mouse Dako Den- Ventana Bench-

. Maus | mark A/S, .
Anti-Hu- AAl | (IgG1 | Glostru 1:500 Mark XT, Pro- | Feline
man Mast & N P, ’ tokoll-Nr. 174 Haut
Cell Tryp- kappa) | Ddnemark Protease 4/16
tase M705229-2)
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1.5.2  Sekundirantikorper
Tabelle A6 | Sekundarantikorper.
. R~ Wirt Herstel- Ver- Pri-
S:‘:g:;l?;?::::or- (Iso- ler/Vertrieb | diin- IHC-Protokoll | mar-
P g typ) (Bestell-Nr.) | nung AK
Rabbit Anti-Goat | .| VeoIOr L
IgG Antibody chen Burhngan;e 1:1000 Bond™ RX™, MCPT-
+ . ame, :
(I:telé)’ Unconju (1eG) | USA/Biozol IHCDABG 4
& (AI-5000)
Rabbit Anti-Rat Vector La-
IgG Antibody Kanin- bora‘Forles, Bond™ RX™. MCPT-
(H+L), Mouse Ad- | chen Burlingame, | 1:400 IHCDABR )
sorbed, Un- (IgG) | USA/Biozol
conjuated (AI-4001)
1.5.3 Negativkontrollen

Bei jeder immunhistochemischen Reaktion wurden neben Positivkontrollen (siche
Tabelle A5/Kontrollgewebe) methodische Negativkontrollen (siche Tabelle A7)
mitgefiihrt, um die Spezifitit des Antikorpers zu tiberpriifen. Anstelle des Priméran-
tikdrpers wurde normales Serum (polyklonale AK) oder eine Immunglobulinfrak-
tion als Isotypenkontrolle (mono- und polyklonale AK) eingesetzt. Zudem wurden
technische Kontrollen (nur AK-Verdiinnungsmittel, ohne Zusatz von Priméranti-

korper) sowie externe Gewebekontrollen mitgefiihrt.

Tabelle A7 | Negativkontrollen.
Reagenz Hersteller/Vertrieb Bestellnummer
Bond™ Primary Antibody . .
Diluent (AK-Verdiinnung- ]Iseellf{asfhll(;}:tems’ Wetzlar, AR9352
smittel Bond™ RX™)
. o Ventana Medical Systems,
Antibody Dilution Buffer )\ - "3 oon USA/Roche | 05261899001
(AK-Verdiinnungsmittel . .
Ventana XT) Diagnostics GmbH, Mann-
heim, Deutschland
Normal Goat Serum (nor- |\ - cambridge, UK ab7481
males Ziegenserum)
Normal Rabbit Serum KPL, Gaithersburg,
(normales Kaninchense- USA/Medac, Wedel, 71-00-28
rum) (10 %) Deutschland
Rabbit IgG, monoclonal
(EPR25A) Isotype Control .
(Kaninchen 1gG Tsotypen- Abcam, Cambridge, UK ab172730
kontrolle) [1,775 mg/ml]
eBioscience™ Invitrogen,
Iéat ig(lﬂ ﬁgrgllsoéyae Thermo Fisher Scientific, 14-4301-82
ontrol (e ) (Ratten |\ tham, USA
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IgG1 kappa Isotypenkon-
trolle) [0,5 mg/ml]

1.5.4

Tabelle A8 |

Weitere Reagenzien fiir Imnmunhistochemie

Weitere Reagenzien fiir [HC.

Name

Hersteller; Vertrieb

Artikel-/Bestellnummer

Aqua dest./vollentsalztes
Wasser (VE Wasser)

Antibody Dilution Buffer

Ventana Medical Systems,

(Waldeck, Miinster,
Deutschland)

(AK Verdiinnungsmittel In.c., Tugson, USA; Roche 05261899001
Ventana XT) Dl.agnostlcs GmbH, Mann-
heim, Deutschland
Bovines Serum Albumin Sigma-Aldrich/Merck, A9647
(BSA) Darmstadt, Deutschland
Bond™ Primary Antibody .
Diluent (AK Verdiinnung- ;elca ]illoS}zlstems, Wetzlar, AR9352
smittel Bond™ RX™) eutschlan
Bond™ Enzyme Pretreat- | Leica Biosystems, Wetzlar, AR9551
ment (E1/E2) Deutschland
Bond™ Epitope Retrieval . .
Solution lp(ERpl), Citrat, | €ica Biosystems, Wetzlar, | , poge,
Deutschland
pH 6
Bond™ Epitope Retrieval L
Solution 2p(El§2), EDTA, | Leica Biosystems, Wetzlar, | ) pogqg
Deutschland
pHI
Bond™ Dewax Solution | ¢ic@ Biosystems, Wetzlar, | 555,
Deutschland
Bond™ Wash Solution Leica Biosystems, Wetzlar, AR9590
10x Concentrate Deutschland
o . Ventana Medical Systems,
Cell Conditioning Solution | | 4 G A Roche | 05279801001
(CC1), Tris-EDTA based . .
buffer pH 7.8 Dl.agnostlcs GmbH, Mann-
heim, Deutschland
Ventana Medical Systems,
Cell Conditioning Solution | Inc., Tucson, USA; Roche 05279798001
(CC2) Diagnostics GmbH, Mann-
heim, Deutschland
Epredia™ Richard-Allan
™ Scientific, Subsidiary of
Cytoseal XYL Thermo Scientific, Kalama- 8312-4
zoo, USA
Ventana Medical Systems,
Inc., Tucson, USA; Roche 05279771001
EZ Prep Concentrate (10x) Diagnostics GmbH, Mann-
heim, Deutschland
4,75 ml Harris HTX (Sigma HHS3?2
Aldrich/Merck Darmstadt,
Hématoxylin (HTX)-Lo- Deutschland)
sung (flir Ventana XT) 4,75 ml HTX nach Mayer 2E-038
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8,5 ml Eisessig (EMSURE®
Merck, Darmstadt, Deutsch- | 100063
land)

9,0 ml Aqua dest.

Ventana Medical Systems,
Liquid Cover Slip, LCS Inc., Tucson, USA; Roche 05264839001
(Predilute) Diagnostics GmbH, Mann-
heim, Deutschland

Ventana Medical Systems,
Inc., Tucson, USA; Roche 05266688001
Diagnostics GmbH, Mann-
heim, Deutschland

Protease 1

Ventana Medical Systems,
Inc., Tucson, USA; Roche 05353955001
Diagnostics GmbH, Mann-
heim, Deutschland

Reaction Buffer Concen-
trate, Tris-based buffer pH
7.6-7.8 (10%)

1.5.5 Kommerzielle Kits

Tabelle A9 | Kommerzielle Kits.

Kit Hersteller Bestellnummer

Leica Bond™ Polymer

Refine Detection (Per-
oxid-Block (H20.), Post
Primary (Kaninchen-anti-
Maus-IgG), Polymer
(Anti-Kaninchen-Poly-
HRP-IgG), DAB, H20: in
Stabilisatorlosung, Hima-
toxylin)

Leica Biosystems, Wetzlar,

Deutschland DS9800

Leica Bond™ Polymer

Refine Red Detection
(Post Primary Alkalische
Phosphatase (AP) (Kanin- | Leica Biosystems, Wetzlar,
chen-anti-Maus-1gG), Deutschland

Polymer AP (Anti-Kanin-
chen-Poly-AP-IgG), Red
Part A-D, Hdmatoxylin)

DS9390

Ventana ultraView Kit
(Universal DAB Inhibitor
(3 % H»0,), Universal
HRP Multimer, Universal | Ventana Medical Systems,
DAB Chromogen, Uni- Inc., Tucson, USA; Roche 05269806001
versal DAB H,0, (0,04 % | Diagnostics GmbH, Mann-
H,0,), Universal DAB heim, Deutschland

Copper (5 g/L CuSOs,),
Bluing Reagent (0,1 M
LizCO3, 0,5 M N32CO3))
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1.6 Reagenzien/Kits fiir DNA-Extraktion, PCR und Sanger-Sequenzie-

rung
Tabelle A10 | Reagenzien und Kits fiir DNA-Extraktion, Polymerasekettenre-
aktion (PCR) und Sanger-Sequenzierung.
Reagenz/Kit Hersteller Bestellnummer
Aqua dest/VE Wasser
AmpliTaq Gold Polymer- | Thermo Fisher Scientific,
ase with Buffer I Waltham, USA N8080244
BigDye v.1.1 Terminator | Thermo Fisher Scientific,
Mix Waltham, USA 4337452
Elution Buffer Promega, Madison, USA AB28D
New England Biolabs,
Exonuklease I (Exo I) Ipswich, USA MO0293
Applied Biosystems™,
HiDi™ Formamid Thermo Fisher Scientific, 4311320
Waltham, USA
Incubation Buffer Promega, Madison, USA D920B
Lysis Buffer Promega, Madison, USA MC501C
Maxwell® RSC Blood
DNA Kit (Proteinase K,
Incubation Buffer, Lysis Promega, Madison, USA AS1400
Buffer, Nuclease-free
H,0)
Ambion™, Applied Biosys-
Nuklease-freies H,O tems™, Thermo Fisher Sci- | AM9937
entific, Waltham, USA
Proteinase K Solution Promega, Madison, USA MC500C
- TM
Qublt. IX dSDNA As- Thermo Fisher Scientific,
say-Kit mit hoher Emp- Waltham. USA Q33231
findlichkeit (HS) ’
Shrimp Alkaline Phospha- | New England Biolabs, M0371
tase (SAP) Ipswich, USA
. Zymo Research Europe
ZR DNA Sequencing GmbH, Freiburg, Deutsch- D4051

Clean-Up Kit™

land

1.6.1 Primer

Der in dieser Arbeit verwendete Primer, der das feline CTNNBI Exon 2 umfasst

(237 Basenpaare), wurde von der Firma Metabion International AG (Planegg,

Deutschland) hergestellt. Die Sequenz (5° — 3°) lautet wie folgt:

ctnnbl cat F

ctnnbl cat R
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2 Methoden

2.1 Anfertigung histologischer Schnitte

Fiir histochemische Fiarbungen und immunhistochemische Experimente wurden
mittels eines Rotationsmikrotoms (Microm HM355S, Thermo Fisher und RM2245,
Leica) aus Formalin-fixiertem Paraffin-eingebettetem (FFPE) Gewebe 2 um starke,
konsekutive Paraffinschnitte angefertigt. Diese wurden zunichst mittels einer Pin-
zette in ein raumtemperiertes Wasserbad und anschlieend zum Zwecke der Stre-
ckung in ein heifles Wasserbad (ca. 48 °C) iiberfiihrt. So konnten die Schnitte mog-
lichst faltenlos auf Objekttrager (OT) aufgezogen werden. Die Trocknung der
Schnitte erfolgte bei 38 °C im Wiarmeschrank iiber Nacht. AnschlieBend wurden
HE- und TB-Ubersichtsfirbungen angefertigt und die Schnitte automatisiert mittels
eines Eindeckautomaten (CTM6, Thermo Fisher) mit xylolbasiertem Eindeckme-
dium (Cytoseal™ XYL, Thermo Fisher) eingedeckt. Die Lagerung der Leerschnitte
fiir IHC erfolgte bei Dunkelheit und Raumtemperatur in Objekttrigerboxen (ME-
DITE Medical GmbH) bzw. Archivschubladensystemen.

2.2 Kohorten

Tabelle A11|  Kohorten fiir Untersuchungen von MZ-Subpopulationen im Rah-
men der intestinalen Karzinogenese.

Humane Kohorte 104
Low-grade Adenom (niedriggradige interepitheliale Neoplasien) 17
High-grade Adenom (hochgradige interepitheliale Neoplasien) 12
Kolorektales Karzinom 75
Murine Kohorte (Anzahl der Lisionen) 274
Atypische Hyperplasie (gesamt) 52
Low-grade Adenom (gesamt) 40
High-grade Adenom (gesamt) 122
Karzinom (gesamt) 60
Genetisch modifizierte Mausmodelle (Anzahl untersuchter Lisio-
nen pro Modell) 274
1. Villin®*; Apc/oo 49
2. Villin“*;Braf" """ 20
3. Villin®:Kras®"*P"* 4
4. Catnb ", Villin R 26
5. Catnb* und IE-CBM defizient 22
6. 1Z CBM-defizient 22
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7. 1E CBM-defizient 33

8. CBM Knockout (KO)

9. IFNy”

10. Bcll0; IFNy”"

11. Komplexe Modelle mit Apc™/"*; Kras“'?”"* Hintergrund 21

12. Wildtyp (WT) 56
CBM: CARD/BCL10/MALTI; IE: Intestinale Epithelzellen; [Z: Immunzellpopulation
Feline Kohorte 51
Adenom (Diinn- und Dickdarm) 2
Diinndarmkarzinom 16
Dickdarmkarzinom 33

Die felinen Kohorten wurden freundlicherweise zur Verfiigung gestellt von
LABOKLIN, Bad Kissingen, Deutschland (feline Karzinome) und SYNLAB UK
& Ireland (feline Adenome).

2.3 Histochemische Firbungen

2.3.1 Hamatoxylin-Eosin

Tabelle A12| Himatoxylin-Eosin (HE) Farbeprotokoll.

Zeit (min:s) Reagenz

30:00 Wiérmeschrank (70 °C)
05:00 Xylol

05:00 Xylol

05:00 Isopropanol

05:00 Isopropanol

02:00 Ethanol 96 %

02:00 Ethanol 96 %

02:00 Ethanol 70 %

02:00 Ethanol 70 %

00:25 Aqua dest.

08:00 Héamalaun nach Mayer
10:00 Flieendes Leitungswasser
04:00 Ethanolisches Eosin 1 %
00:30 Ethanol 70 %

00:30 Ethanol 96 %

00:25 Isopropanol

00:25 Isopropanol

01:30 Xylol

01:30 Xylol

Eindecken Cytoseal ™M XYL
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2.3.2  Toluidinblau

Aus 1 g Toluidinblau (TB) O (Feststoff) und 100 ml 70 % Ethanol wurde eine TB-
Vorratslosung hergestellt. In 50 ml destilliertem Wasser wurden 0,5 g Natriumchlo-
rid (NaCl) 1 9% geldst und so eine Verbrauchslosung generiert. Mittels Eisessigs
wurde unter Zuhilfenahme eines pH-Meters (Hanna Instruments) der pH-Wert der
Verbrauchslosung auf pH 2 bis 2.5 titriert. 5 ml der TB-Vorratslosung sowie 45 ml
der NaCl-Losung wurden direkt vor dem Farbevorgang zu einer TB-Firbelosung
vermischt und der pH-Wert auf ca. pH 2.3 (< 2.5) eingestellt. Diese Arbeitslosung
wurde fiir jeden Farbevorgang frisch hergestellt. Als Positivkontrollen wurden ku-
tane FFPE-Schnitte (BGMZ") der jeweiligen Spezies mitgefiihrt.

Tabelle A13| Toluidinblaufarbeprotokoll modifiziert nach WebPath: Internet
Pathology Laboratory (abgerufen am 24.06.2020) (WEBPATH), mit freundlicher

Genehmigung durch Edward C. Klatt, Department of Biomedical Sciences, Savan-
nah, GA, USA.

Zeit (min:s) Reagenz
30:00 Wérmeschrank
05:00 Xylol
05:00 Xylol
05:00 Isopropanol
05:00 Isopropanol
02:00 Ethanol 96 %
02:00 Ethanol 96 %
02:00 Ethanol 70 %
02:00 Ethanol 70 %
01:00 Aqua dest.

TB Arbeitslosung (5 ml
02:00 TB-Vorratslosung und 45

ml NaCl 1 %)
3x Eintauchen | Aqua dest.
EDX PN Brhanol 96 %
10x Eintau- Tsopropanol
chen
10x Eintau- Isopropanol
chen
03:00 Xylol
03:00 Xylol
Eindecken Cytoseal™ XYL

24 Immunhistochemie

Alle immunhistochemischen Experimente wurden an vollautomatischen IHC-Fir-
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besystemen, dem Bond™ RX™ von Leica Biosystems, sowie dem Ventana Bench-

Mark XT System von Roche, in der Abteilung CEP des Instituts fiir Pathologie der

TUM durchgefiihrt. Hierbei erfolgte die Entparaffinierung der Schnitte standardi-

siert innerhalb des automatisierten Durchgangs. Bei Nichtangabe der Temperatur

wurden die Schritte bei Raumtemperatur (RT) durchgefiihrt.

2.4.1 Immunhistochemische Protokolle Leica Bond™ RX™

Tabelle A14| IHC-Protokoll Kaninchen-Primérantikorper (,,JHCRab®).
Schrittnum- Scl.lritt/Reagenz. . . Inkubationszeit
mer (m.lt * g.ekennzelchnete Losungen sind von (min:s)

Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)
1 *Entparaffinierung (72 °C) 00:30
2 *Entparaffinierung (72 °C) 00:00
*Entparaffinierung (72 °C) 00:00
4 *Vorbehandlung (H1 (Citrat) bzw. H2 (EDTA)) 00-00
(Raumtemperatur (RT))
5 *Vorbehandlung (H1/H2) (RT) 00:00
6 *Vorbehandlung (H1/H2) (100 °C) (ll(x)lg?a;I?a(zlglog)
7 *Vorbehandlung (H1/H2) (RT) 12:00
*Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
9 *Bond Waschpufter (35 °C) 00:00
10 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
11 *Bond Waschpuffer 03:00
12 *Peroxid Block (RT) 05:00
13 *Bond Waschpuffer 00:00
14 *Bond Waschpuffer 00:00
15 *Bond Waschpuffer 00:00
16 Primérantikorper (RT) 15:00
17 *Bond Waschpuffer 00:00
18 *Bond Waschpuffer 00:00
19 *Bond Waschpuffer 00:00
20 *Polymer (anti-Kaninchen-Poly-HRP-IgG) (RT) 08:00
21 *Bond Waschpuffer 02:00
22 *Bond Waschpuffer 02:00
23 Aqua dest. 00:00
24 *Bond Mixed DAB Refine (RT) 01:00
25 *Bond Mixed DAB Refine (RT) 10:00
26 Aqua dest. 00:00
27 Aqua dest. 00:00
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28 Aqua dest. 00:00
29 *Hamatoxylin (RT) 05:00
30 Aqua dest. 00:00
31 *Bond Waschpuffer 00:30
32 *Bond Waschpuffer 00:30

Schritte 4-11 bei enzymatischer Vorbehandlung entsprechend ersetzt durch:

Schrittnum- Scl.lrltt/Reagenz. N . Inkubationszeit
mer (mit * gekennzeichnete Losungen sind von (min:s)
Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland) )
4 *Bond Waschpuffer 00:00
10:00-20:00
* o
5 Enzym 1 bzw. 2 (37 °C) (AK-abhiingig)
*Bond Waschpuffer 00:00
*Bond Waschpuffer 00:00
*Bond Waschpuffer 00:00

Tabelle A15| IHC-Protokoll Kaninchen-Primédrantikdrper mit bovinem Serum
Albumin (BSA) (1 %) Block (,,I[HCRbBSA*).

Schrittnum- Scl.lritt/Reagenz. ., . Inkubationszeit
mer (m.lt * gﬁekennzemhnete Losungen sind von (min:s)
Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)

1 *Entparaffinierung (72 °C) 00:30
2 *Entparaffinierung (72 °C) 00:00
3 *Entparaffinierung (72 °C) 00:00
4 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
5 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
6 *Vorbehandlung (H1) (100 °C) 30:00
7 *Vorbehandlung (H1) (RT) 12:00
8 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
9 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
10 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
11 *Bond Waschpuffer 03:00
12 *Peroxid Block (RT) 08:00
13 *Bond Waschpuffer 00:00
14 *Bond Waschpuffer 00:00
15 *Bond Waschpuffer 00:00
16 BSA-Block (1 %) 30:00
17 *Bond Waschpuffer 00:00
18 *Bond Waschpuffer 00:00
19 *Bond Waschpuffer 00:00
20 Primérantikorper (RT) 20:00
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21 *Bond Waschpuffer 02:00
22 *Bond Waschpuffer 02:00
23 *Bond Waschpuffer 00:00
24 *Polymer (anti-Kaninchen-Poly-HRP-IgG) (RT) 10:00
25 *Bond Waschpuffer 10:00
26 *Bond Waschpuffer 00:00
27 Aqua dest. 00:00
28 *Mixed DAB Refine (RT) 01:00
29 *Mixed DAB Refine (RT) 10:00
30 Aqua dest. 00:00
31 Aqua dest. 00:30
32 Aqua dest. 00:30
33 *Hamatoxylin (RT) 05:00
34 Aqua dest. 00:00
35 *Bond Waschpuffer 00:30
36 *Bond Waschpuffer 00:30
Tabelle A16 | THC-Protokoll Ratten-Priméarantikorper (,,[HCDABR®).
lSnc:;rittnum- (Srfll:: l*ttga{lf:fs::ichnete Losungen sind von gnnl;:.b:)ltionszeit
Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland) )
1 *Entparaffinierung (72 °C) 00:30
2 *Entparaffinierung (72 °C) 00:00
3 *Entparaffinierung (72 °C) 00:00
4 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
5 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
6 *Vorbehandlung (H1) (100 °C) 30:00
7 *Vorbehandlung (H1) (RT) 12:00
8 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
9 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
10 *Bond Waschpufter (35 °C) 00:00
11 *Bond Waschpuffer 03:00
12 *Peroxid Block (RT) 05:00
13 *Bond Waschpuffer 00:00
14 *Bond Waschpuffer 00:00
15 *Bond Waschpuffer 00:00
16 Primédrantikorper (RT) 15:00
17 *Bond Waschpuffer 00:00
18 *Bond Waschpuffer 00:00
19 *Bond Waschpuffer 00:00
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Unkonjugierter Kaninchen anti-Ratte Sekundiran-

20 tikdrper (RT) 30:00
21 *Bond Waschpuffer 02:00
22 *Bond Waschpuffer 02:00
23 *Bond Waschpuffer 02:00
24 *Polymer (anti-Kaninchen-Poly-HRP-IgG) (RT) 08:00
25 *Bond Waschpuffer 02:00
26 *Bond Waschpuffer 02:00
27 Aqua dest. 00:00
28 *Mixed DAB Refine (RT) 01:00
29 *Mixed DAB Refine (RT) 10:00
30 Aqua dest. 00:00
31 Aqua dest. 00:00
32 Aqua dest. 00:00
33 *Hamatoxylin (RT) 05:00
34 Aqua dest. 00:00
35 *Bond Waschpuffer 00:00
36 Aqua dest. 00:00
Tabelle A17| IHC-Protokoll Ziegen-Primédrantikorper (,,JHCDABG®).
Schrittnum- Scl.lritt/Reagenz. . . Inkubationszeit
mer (m.lt * g.ekennzelchnete Losungen sind von (min:s)
Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)

1 *Entparaffinierung (72 °C) 00:30
2 *Entparaffinierung (72 °C) 00:00
3 *Entparaffinierung (72 °C) 00:00
4 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
5 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
6 *Vorbehandlung (H1) (100 °C) 30:00
7 *Vorbehandlung (H1) (RT) 12:00
8 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
9 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
10 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
11 *Bond Waschpuffer 03:00
12 *Peroxid Block (RT) 05:00
13 *Bond Waschpuffer 00:00
14 *Bond Waschpuffer 00:00
15 *Bond Waschpuffer 00:00
16 Primérantikorper (RT) 15:00
17 *Bond Waschpuffer 00:00
18 *Bond Waschpuffer 00:00
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19 *Bond Waschpuffer 00:00
20 g;lgggjl?égrlgge(rl{l%;mnchen anti-Ziege Sekun 30:00
21 *Bond Waschpuffer 02:00
22 *Bond Waschpuffer 02:00
23 *Bond Waschpuffer 02:00
24 *Polymer (anti-Kaninchen-Poly-HRP-IgG) (RT) 08:00
25 *Bond Waschpuffer 02:00
26 *Bond Waschpuffer 02:00
27 Aqua dest. 00:00
28 *Mixed DAB Refine (RT) 01:00
29 *Mixed DAB Refine (RT) 10:00
30 Aqua dest. 00:00
31 Aqua dest. 00:00
32 Aqua dest. 00:00
33 *Hamatoxylin (RT) 05:00
34 Aqua dest. 00:00
35 *Bond Waschpuffer 00:00
36 Aqua dest. 00:00
Tabelle A18 | Sequenzielle Doppelfarbung (,,I[HCRATD1IHCRdRab®).
Schrittnum- Scl.lritt/Reagenz. . . Inkubationszeit
mer (m.lt * g.ekennzelchnete Losungen sind von (min:s)
Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)

1 *Entparaffinierung (72 °C) 00:30
2 *Entparaffinierung (72 °C) 00:00
3 *Entparaffinierung (72 °C) 00:00
4 *Bond Waschpuffer 00:00
5 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
6 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
7 *Vorbehandlung (H1) (100 °C) 30:00
8 *Vorbehandlung (H1) (RT) 12:00
9 *Bond Waschpuffer 00:00
10 *Bond Waschpuffer 00:00
11 *Bond Waschpuffer 00:00
12 *Peroxid Block (RT) 05:00
13 *Bond Waschpuffer 00:00
14 *Bond Waschpuffer 00:00
15 *Bond Waschpuffer 00:00
16 Primédrantikorper 1 (RT) (MCPTT1) 15:00
17 *Bond Waschpuffer 00:00
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18 *Bond Waschpuffer 00:00
19 *Bond Waschpuffer 00:00
20 I_.In'l'conjugierter Kaninchen anti-Ratte Sekundéran- 3000
tikorper (RT)
21 *Bond Waschpuffer 02:00
22 *Bond Waschpuffer 02:00
23 *Bond Waschpuffer 02:00
24 *Polymer (anti-Kaninchen-Poly-HRP-IgG) (RT) 08:00
25 *Bond Waschpuffer 02:00
26 *Bond Waschpuffer 02:00
27 Aqua dest. 00:00
28 *Mixed DAB Refine (RT) 00:00
29 *Mixed DAB Refine (RT) 10:00
30 Aqua dest. 00:00
31 Aqua dest. 00:00
32 Aqua dest. 00:00
33 Aqua dest. 00:00
34 *Bond Waschpuffer 00:00
35 *Enzyme 1 (37 °C) 10:00
36 *Bond Waschpuffer 00:00
37 *Bond Waschpuffer 00:00
38 *Bond Waschpuffer 00:00
39 flzg?;z?l‘zlgzrrﬂ?—rl\%{zfliTl)(ollagen V) 15:00
40 *Bond Waschpuffer 02:00
41 *Bond Waschpuffer 02:00
42 *Bond Waschpuffer 02:00
43 *Polymer AP (anti-Kaninchen-Poly-AP-IgG) 30:00
44 *Bond Waschpuffer 02:00
45 *Bond Waschpuffer 02:00
46 *Bond Waschpuffer 05:00
47 *Bond Waschpuffer 02:00
48 *Bond Waschpuffer 00:00
49 Aqua dest. 00:00
50 *Mixed Red Refine 10:00
51 *Mixed Red Refine 05:00
52 Aqua dest. 00:00
53 Aqua dest. 00:00
54 *Bond Waschpuffer 00:00
55 *Bond Waschpuffer 00:00
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56 *Bond Waschpuffer 00:00
57 *Hamatoxylin (RT) 05:00
58 Aqua dest. 00:00
59 *Bond Waschpuffer 00:00
60 Aqua dest. 00:00
Tabelle A19|  Sequenzielle Doppelfarbung (,,I[HCMouD ITHCMouD2).
Schrittnum- Scl.lritt/Reagenz. ., . Inkubationszeit
mer (m.lt * gﬁekennzemhnete Losungen sind von (min:s)
Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)
1 *Entparaffinierung (72 °C) 00:30
2 *Entparaffinierung (72 °C) 00:00
3 *Entparaffinierung (72 °C) 00:00
4 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
5 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
6 *Vorbehandlung (H1) (100 °C) 20:00
7 *Vorbehandlung (H1) (RT) 12:00
8 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
9 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
10 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
11 *Bond Waschpuffer (RT) 03:00
12 *Peroxid Block (RT) 10:00
13 Primérantikorper 1 (RT) 30:00
(anti-humane MZ-Chymase bzw. Tryptase)

14 *Bond Waschpuffer 00:00
15 *Bond Waschpuffer 00:00
16 *Bond Waschpuffer 00:00
17 *Post Primary Kaninchen-anti-Maus-IgG (RT) 30:00
18 *Bond Waschpuffer 02:00
19 *Bond Waschpuffer 02:00
20 *Bond Waschpuffer 02:00
21 *Polymer (anti-Kaninchen-Poly-HRP-IgG) (RT) 08:00
22 *Bond Waschpuffer 02:00
23 *Bond Waschpuffer 02:00
24 Aqua dest. 00:00
25 *Mixed DAB Refine (RT) 00:00
26 *Mixed DAB Refine (RT) 10:00
27 Aqua dest. 00:00
28 Aqua dest. 00:00
29 Aqua dest. 00:00
30 Aqua dest. 00:00
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31 *Bond Waschpuffer 00:00
32 *Bond Waschpuffer 00:00
33 *Bond Waschpuffer 00:00
34 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
35 *Vorbehandlung (H1) (RT) 00:00
36 *Vorbehandlung (H1) (100 °C) 30:00
37 *Vorbehandlung (H1) (RT) 12:00
38 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
39 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
40 *Bond Waschpuffer (35 °C) 00:00
41 *Bond Waschpuffer 03:00
R s N
43 *Bond Waschpuffer 00:00
44 *Bond Waschpuffer 00:00
45 *Bond Waschpuffer 00:00
46 *Post Primary AP (Kaninchen-anti-Maus-IgQG) 30:00
(RT)
47 *Bond Waschpuffer 02:00
48 *Bond Waschpuffer 02:00
49 *Bond Waschpuffer 02:00
50 *Polymer AP (anti-Kaninchen-Poly-AP-IgG) 30:00
(RT)
51 *Bond Waschpuffer 02:00
52 *Bond Waschpuffer 02:00
53 *Bond Waschpuffer 05:00
54 *Bond Waschpuffer 02:00
55 *Bond Waschpuffer 00:00
56 Aqua dest. 00:00
57 *Mixed Red Refine 10:00
58 *Mixed Red Refine 05:00
59 Aqua dest. 00:00
60 Aqua dest. 00:00
61 *Bond Waschpuffer 00:00
62 *Bond Waschpuffer 00:00
63 *Bond Waschpuffer 00:00
64 Aqua dest. 00:00
65 *Hamatoxylin (RT) 05:00
66 Aqua dest. 00:00
67 *Bond Waschpuffer 00:00
68 Aqua dest. 00:00
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2.4.2 Immunhistochemische Protokolle Ventana BenchMark XT
Alle Reagenzien (exklusive Hamatoxylin), die fiir die folgenden Protokolle genutzt

wurden, sind von Ventana Medical Systems, Inc., Tucson, USA; Roche Diagnostics

GmbH, Mannheim, Deutschland.

Tabelle A20| Ventana BenchMark XT Protokoll-Nr. 174 (,,Protease 4/16%) ult-

raView DAB v3.
ISncel;rittnum- Schritt/Reagenz zzll;::bsz)ltionszeit
1 Autheizen (EZ Prep) (75 °C) 04:00
2 OT (Objekttrager) waschen 00:00
3 OT waschen 00:00
4 Aufheizen (EZ Prep) (76 °C) 04:00
5 OT waschen 00:00
6 Entparaffinierung 00:00
7 Waschvorgang, spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
8 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
9 Aufheizen bis 37 °C 04:00
10 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
11 1 Tropfen ultraView Universal DAB Inhibitor (3 04:00
% H>0») (37 °C), Coverslip
12 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
13 1 Tropfen von Protease 1 04:00
14 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
15 Autheizen bis 37 °C 04:00
16 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
17 Manuelle Titration des Primérantikorpers (37 °C) | 16:00
18 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
19 Aufheizen bis 37 °C 04:00
20 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
21 1 Tropfen ultraView Universal HRP Multimer (37 | 08:00
°C), Coverslip
22 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
23 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
24 1 Tropfen ultraView Universal DAB Chromogen | 08:00

und 1 Tropfen ultraView Universal DAB H,0»
(0,04 % H,0,) (37 °C), LCS

25 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00

26 1 Tropfen ultraView Universal DAB Copper (37 04:00
OC)

27 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00

139



Anhang

28 1 Tropfen Counterstain (Hadmatoxylin-Gegenfar- 08:00
bung) (37 °C), LCS
29 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
30 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
31 1 Tropfen Bluing Reagent (Nach-Gegenfarbung) | 04:00
(37 °C), LCS
32 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
33 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
Tabelle A21| Ventana BenchMark XT Protokoll-Nr. 338 (,,Ki-67 Dako*) ult-
raView DAB v3.
ISncel;rittnum- Schritt/Reagenz zzll;::bsz)ltionszeit
1 EZ Prep (75 °C) 04:00
2 OT waschen 00:00
3 OT waschen 00:00
4 EZ Prep (76 °C) 04:00
5 OT waschen 00:00
6 Entparaffinierung 00:00
7 OT waschen 00:00
8 Cell Conditioner Nr.1 (CC1) auftragen 00:00
9 CC1 (95 °C) 08:00
10 CC1 (100 °C) 04:00
11 CCI1 (RT) 08:00
12 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
13 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
14 CC1 (37 °C) 04:00
15 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
16 1 Tropfen ultraView Universal DAB Inhibitor (3 04:00
% H»0,) (37 °C)
17 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
18 Autheizen bis 37 °C 04:00
19 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
20 Manuelle Titration Primérantikorper 00:26
21 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
22 Autheizen bis 37 °C 04:00
23 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
24 1 Tropfen ultraView Universal HRP Multimer (37 | 08:00
°C)
25 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
26 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
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27 1 Tropfen ultraView Universal DAB Chromogen | 08:00
und 1 Tropfen ultraView Universal DAB H,0,
(0,04 % H>0,) (37 °C), LCS
28 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
29 1 Tropfen ultraView Universal DAB Copper (37 04:00
OC)
30 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
31 1 Tropfen Counterstain (Hdmatoxylin-Gegenfar- | 08:00
bung) (37 °C), LCS
32 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
33 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
34 1 Tropfen Bluing Reagent (Nach-Gegenfarbung) | 04:00
(37 °C), LCS
35 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
36 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00

Tabelle A22| Ventana BenchMark XT Protokoll-Nr. 303 T (,,CeP CC1 mild*)
ultraView DAB v3.

lSnc;rittnum- Schritt/Reagenz glnl;::bsz)ltionszeit
1 EZ Prep (75 °C) 04:00
2 OT waschen 00:00
3 OT waschen 00:00
4 EZ Prep (76 °C) 04:00
5 OT waschen 00:00
6 Entparaffinierung 00:00
7 OT waschen 00:00
8 Cell Conditioner Nr.1 (CC1) auftragen 00:00
9 CC1 (95 °C) 08:00
10 CC1 (100 °C) 04:00
11 CC1 (RT) 08:00
12 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
13 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
14 CC1 (37 °C) 04:00
15 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
16 (}C"l;ropfen ultraView Universal DAB Inhibitor (37 04-00
17 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
18 c%C"l;ropfen ultraView Universal DAB Inhibitor (37 04-00
19 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
20 Manuelle Titration Primérantikorper (37 °C) 00:32
21 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
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22 Autheizen bis 37 °C 04:00
23 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
24 (}C’l;ropfen ultraView Universal HRP Multimer (37 08:00
25 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
26 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
1 Tropfen ultraView Universal DAB Chromogen
27 und 1 Tropfen ultraView Universal DAB H,0, 08:00
(0,04 % H>0O») (37 °C), LCS
28 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
29 (}C"l;ropfen ultraView Universal DAB Copper (37 04:00
30 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
31 1 Tropfen Counterstain (Hidmatoxylin-Gegenfar- 08:00
bung) (37 °C), LCS
32 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
33 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
34 1 Tropfen Bluing Reagent (Nach-Gegenfarbung) 04:00
(37 °C), LCS
35 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
36 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
Tabelle A23| Ventana BenchMark XT Protokoll-Nr. 404 T (,,CCl1 st. /20%) ult-
raView DAB v3.
ilc;;rittnum- Schritt/Reagenz E:ll;:;bsz)lﬁonszeit
1 EZ Prep (75 °C) 04:00
2 OT waschen 00:00
3 OT waschen 00:00
4 EZ Prep (76 °C) 04:00
5 OT waschen 00:00
6 Entparaffinierung 00:00
7 OT waschen 00:00
8 Cell Conditioner Nr.1 (CC1) auftragen 00:00
9 CC1 (95 °C) 08:00
10 CC1 (100 °C) 04:00
11 CC1 (RT) 08:00
12 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
13 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
14 CC1 (37 °C) 04:00
15 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
16 c%C"l;ropfen ultraView Universal DAB Inhibitor (37 04:00
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17 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
18 (}C’l;ropfen ultraView Universal DAB Inhibitor (37 04:00
19 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
20 Manuelle Titration Primérantikorper (37 °C) 00:20
21 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
22 Aufheizen bis 37 °C 04:00
23 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
24 gc"l;ropfen ultraView Universal HRP Multimer (37 08:00
25 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
26 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
1 Tropfen ultraView Universal DAB Chromogen
27 und 1 Tropfen ultraView Universal DAB H,0» 08:00
(0,04 % H>O,) (37 °C), LCS
28 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
29 ic"l;ropfen ultraView Universal DAB Copper (37 04:00
30 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
31 1 Tropfen Counterstain (Himatoxylin-Gegenfar- 08:00
bung) (37 °C), LCS '
32 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
33 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
1 Tropfen Bluing Reagent (Nach-Gegenféirbung) )
34 (37 °C), LCS 04:00
35 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00
36 Spiilen mit Reaktionspuffer 00:00

2.4.3 Entwisserungsprotokoll
Die immunhistochemischen Schnitte wurden in Anschluss an die unter Kapitel

XI11.2.4.1 und X111.2.4.2 beschriebenen IHC-Protokollen manuell entwéssert.

Tabelle A24| Entwésserungsprotokoll.

Reagenz Zeit (min:s)

Leitungswasser | 10x Eintauchen
mit 1-2 Trop- | (nach ITHC auf Ventana
fen Spiilmittel | BenchMark XT)

Destilliertes
Wasserbad

Ethanol 70 % 02:00

Flexibel

Ethanol 96 % 02:00

Ethanol 100 % | 02:00
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Ethanol 100 % | 02:00
Xylol 02:00
Xylol 02:00
™ Eindeckvorgang mittels
)C(}{{tiseal Eindeckautomaten (CTM6,
Thermo Fisher)

2.5 Digitalisierung der histologischen Schnitte

Alle eingedeckten Schnittprédparate wurden nach einer Trocknungszeit von mind.
24 h mittels eines Hochdurchsatz-Scanners digitalisiert (Aperio AT2, Leica). Die
Glasobjekttrager wurden dafiir zundchst mit 70 % Ethanol gereinigt und in Racks a
40 Schnitte verbracht. Der Scanvorgang erfolgte nach manueller Kontrolle der ge-
setzten Fokuspunkte auf dem Gewebe vollautomatisch bei 40x VergroBBerung. Die
digitalisierten Schnitte im .svs Datenformat wurden auf ein NAS-Speichersystem
transferiert. Die Auswertung aller Schnitte, einschlielich der Tumorbereich-An-
notation und MZ-Zéhlung, erfolgte an einem Monitor (Wacom Cintiq 22HD) mit
der Aperio ImageScope x64 Software (Leica Biosystems Pathology Imaging).

2.6 Histologische Auswertung

2.6.1 Kilassifikation und Grading

Grading beschreibt die histologische Ermittlung des Tumorzelldifferenzierungs-
und Invasivititsgrades. Liegen divers differenzierte Areale innerhalb eines Lision
vor, so ist der hohere Grad entscheidend. Die diagnostische Klassifikation und das
Grading muriner intestinaler Lasionen erfolgte gemil3 der aktuellen toxikopatholo-
gischen INHAND (International Harmonization of Nomenclature and Diagnostic
Criteria for Lesions in Rats and Mice) Kriterien (NOLTE et al., 2016), erginzt
durch das aktuellste Konsensuspapier fiir Mausmodelle der intestinalen Karzinoge-
nese, entworfen von einem internationalen Expertenkonsortium fiir Mausmodelle
menschlicher Krebserkrankungen (Mouse Models of Human Cancer Consortium
(MMHCC) (BOIVIN et al., 2003; WASHINGTON et al., 2013) (siche Tabelle
A25). Vor allem die zuletzt genannten Konsensusrichtlinien sollen eine moglichst
nah am humanen Abbild orientierte, komparative Evaluation muriner intestinaler

Lisionen in der biomedizinisch-onkologischen Forschung gewéhrleisten.
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Tabelle A25| Zusammenfassung der diagnostischen Kriterien muriner intesti-
naler neoplastischer Lasionen modifiziert nach Washington et al. (2013) und Nolte

et al. (2016) (WASHINGTON et al., 2013; NOLTE et al., 2016).

tinale intraepithe-
liale Neoplasie),
frithe neoplasti-
sche Lésion, aty-
pische Krypten,
dysplastische
Krypten, dysplas-
tische Foci, aber-

Avillos, atypisch, nied-
riggradig (low-grade)
bzw. hochgradig (high-
grade) dysplastisch,
Becherzell-Hyperplasie

Bezeichnung Wachstumsmuster/ Diagnostische Kriterien
(Synonym) Modifikation/Grading g

Hyperplasie, Mu-

kosa (Dysplasie,

GIN (gastrointes-

Keine verdnderte Mukosa-Architektur,
klar begrenzte Proliferation, innerhalb der
physiologischen intestinalen Schleimhaut-
Begrenzung, Basalmembran ist intakt,
keine Kompression des angrenzenden Ge-
webes, keine zelluldren oder nukledren
Atypien

adenomatoser Po-
lyp)

sessil; low-grade bzw.
high-grade

rant crypt foci)
Exophytisches  oder  endophytisches
Wachstum, das iiber die physiologische
Schleimhaut-Begrenzung  hinaus  geht
(nicht intra-epithelial), Kompression an-
Adenom (Polyp, | Polypés, papillér, grenzender Schleimhautareale, Basal-

membran zwingend intakt, Villus-Ver-
zweigung oder tubuldre Krypten-Prolifera-
tion, metaplastische Areale und fokale Mi-
neralisation moglich, Anzeichen zelluldrer
Atypie (z.B. Basophilie, Polarititsverlust,
Hyperchromasie und pleomorphe Nuklei,
nukledre Stratifikation) moglich

Adenokarzinom
(Karzinom)

Tubulér, solide, pa-
pilldr, tubulds-papillér,
muzinds, siegelringzel-
lig, zystisch, skirrhds,
gemischt, undifferen-
ziert

Verinderte mukosale Architektur, invasi-
ves Wachstum durch die Lamina muscula-
ris mucosae oder tiefer, mit oder ohne stro-
maler Reaktion (Desmoplasie), intra- oder
extrazelluldrer Mukus, keine Metaplasie o-
der Mineralisation, verschiedene Grade
zellularer Atypie, viele Mitosefiguren;
evtl. Metastasierung in angrenzende
Lymphknoten und Organe; evtl. (Lymph-
)GefaBeinbriiche

Das Grading humaner und feliner intestinaler Neoplasien erfolgte geméal der aktu-
ellen WHO-Klassifikation der Tumoren des Kolons und Rektums (NAGTEGAAL
et al., 2019) (siche Tabelle A26).

145




Anhang

Tabelle A26 | WHO-Grading humaner und feliner intestinaler Neoplasien mo-
difiziert nach Nagtegaal et al. (2019) (NAGTEGAAL et al., 2019).

Bezeichnung ‘ Diagnostische Kriterien

Adenom

Milde Atypien der Gewebearchitektur und Kern-
Low-grade Adenom morphologie, Kernlagerung (erhaltene Polaritét zur
Basalmembran hin)

Eng aneinander liegende Krypten, irregulire Kryp-
ten, komplexe glandulére (kribriforme) Architektur,
irreguldre Krypten, Kryptnekrosen, zelluldrer Pola-
ritdtsverlust die Basalmembran betreffend, auffl-
lige Atypien der Kernmorphologie wie hochgradig
vergroferte Zellkerne mit prominenten Nukleoli,
aufgelockertem Chromatin; oft atypische Mitosefi-

High-grade Adenom

guren
Karzinom

> 50 % der glanduldren Strukturen sind regelge-
Low-grade Karzinom recht differenziert, gute bis moderate Tumordiftfe-

renzierung

<50 % der glanduldren Strukturen sind regelge-

High-grade Karzinom recht differenziert, schlechte Tumordifferenzierung

2.6.2 WHO-Subtypisierung humaner und feliner kolorektaler Karzinome
Humane Neoplasien wurden gemél der aktuell giiltigen humanen WHO-Klassifi-
kation histologisch subtypisiert (NAGTEGAAL et al., 2019) (siche Tabelle A27).
Aufgrund der hohen morphologischen Kongruenz feliner intestinaler Neoplasien
mit den humanen Lésionen, wurden dieselben morphologischen Kriterien auch fiir
die feline Kohorte angewandt.

Tabelle A27|  Histologische WHO-Subtypisierung humaner und feliner intesti-

naler Karzinome modifiziert nach Nagtegaal et al. (2019) (NAGTEGAAL et al.,
2019).

Histologischer WHO-Subtyp Histomorphologische Merkmale

Adenokarzinom not otherwise Bosartige epitheliale Tumore des intestinalen Drii-
specified (ANOS) senepithels mit glanduldrer Architektur

Serratierte Epithelarchitektur, evtl. muzindse Are-
ale, niedriges Nukleus-Zytoplasma-Verhéltnis

Serratiertes Adenokarzinom

Mehr als 50 % der invasiven Tumorareale mit vil-
Adenomatdses Adenokarzinom loser Epithelstruktur (low grade), wenig Desmo-
plasie

Mehr als 50 % des Tumorareals besteht aus extra-

Muzindses Adenokarzinom zelluldrem Muzin, das maligne Zellen enthélt

Infiltration maligner Zellen mit vesikuldren Ker-

Medulldres Karzinom nen, auffélligen Nukleoli und reichlich eosinophi-
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lem Zytoplasma, gleichzeitig hochgradige Infiltra-
tion von Lymphozyten und neutrophilen Gra-
nulozyten

Mikropapilldres Adenokarzinom

Mehr als 5 % des Tumors mit kleinen, runden Tu-
morzell-Clustern und stromalen Zwischenrdumen,
dhnlich Gefafistrukturen, typische Retraktionsarte-
fakte

Siegelringzellkarzinom

Mehr als 50 % der Tumorzellen weisen intrazyto-
plasmatisches, den Zellkern verdrangendes Muzin
auf

Adenosquaméses Karzinom

Weist Charakteristika eines Adeno- und Plat-
tenepithelkarzinoms auf

Undifferenziertes Karzinom

Epitheliale Differenzierung, jedoch weitestgehend
undifferenziertes Wachstum

Karzinom mit sarkomatoider
Komponente

Teils undifferenziert, dyskohésiv und mit sarko-
matoider Komponente (spindelzellige/rhabdoide
Differenzierung), myxoide Matrix

2.6.3 Semiquantitatives Mastzell-Scoring

Tabelle A28 | Semiquantitatives Scoring der interepithelialen und Lamina prop-
ria-assoziierten mukosalen Mastzellinfiltration innerhalb (pré-)neoplastischer Are-

ale im Darm der Maus.

Score Beschreibung

0 Keine positiven ieMMZ

1 Wenige positive ieMMZ (< 5/HPF) innerhalb der
Léasion*

) Einige positive ieMMZ (< 10/HPF), diffus inner-
halb der Lasion*

3 Moderate Anzahl positiver ieMMZ (< 20/HPF),
diffus innerhalb der Lésion*

4 Erhdhte Anzahl positiver ieMMZ (< 30/HPF), dif-
fus oder fokal innerhalb der Lasion*

5 Hohe Anzahl positiver ieMMZ (> 30/HPF), mul-

tifokale Cluster innerhalb der Lasion*

HPF: Hauptgesichtsfeld (high-power field) (40x) (0,095 mm?); die Zellzdhlung erfolgte
mit Aperio ImageScope x64 (Leica); * pro (pré-)neoplastischer Lasion wurde das Areal
eines HPF (entsprechend eines ,,Hotspots* mit hochster Dichte an ieMMZ) ausgezahlt.

Tabelle A29| Semiquantitatives Scoring der interepithelialen mukosalen Mast-
zellinfiltration innerhalb (pri-)neoplastischer Areale im Darm des Menschen und
der Katze.
Score Beschreibung
0 Keine positiven ieMMZ in zehn X20 Gesichtsfel-
dern* innerhalb der Lasion
1 Einzelne positive ieMMZ (< 5) in zehn x20 Ge-
sichtsfeldern* innerhalb der Lésion
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’ Einige positive ieMMZ (< 10) in zehn x20 Ge-
sichtsfeldern*® innerhalb der Lasion

3 Moderate Anzahl positiver ieMMZ (< 20) in zehn
x20 Gesichtsfeldern* innerhalb der Lasion

4 Erhohte Anzahl positiver ieMMZ (< 30) in zehn
%20 Gesichtsfeldern* innerhalb der Lésion

5 Hohe Anzahl positiver ieMMZ (> 30) in zehn %20
Gesichtsfeldern® innerhalb der Lésion

Die Zellzéhlung erfolgte mit Aperio ImageScope x64 (Leica); * Zehn %20 Gesichtsfel-

der, zufallig verteilt {iber das Areal der (préa-)neoplastischen Lision, wurden evaluiert.

Tabelle A30 | Semiquantitatives Scoring der intratumoralen stromalen Mast-
zellinfiltration innerhalb (pri-)neoplastischer Areale im Darm des Menschen und
der Katze.

Score Beschreibung

Keine positiven stromalen MZ in zehn x20 Ge-

0 sichtsfeldern* innerhalb der Lision

1-50 positive stromale MZ in zehn X20 Gesichts-
feldern* innerhalb der Lésion

51-100 positive stromale MZ in zehn 20 Ge-

2 sichtsfeldern* innerhalb der Lision

3 101-150 positive stromale MZ in zehn x20 Ge-
sichtsfeldern* innerhalb der Lision

4 151-200 positive stromale MZ in zehn x20 Ge-
sichtsfeldern* innerhalb der Lision

5 > 200 positive stromale MZ in zehn x20 Ge-

sichtsfeldern* innerhalb der Lision

Die Zellzéhlung erfolgte mit Aperio ImageScope x64 (Leica); * Zehn x20 Gesichtsfel-
der, zufallig verteilt iber das Areal der (pra-)neoplastischen Lasion und identisch mit
den evaluierten Arealen des ieMMZ-Scorings, wurden evaluiert.

2.7 DNA-Extraktion, PCR und Sanger-Sequenzierung

Zunéchst wurden fiir 11 Félle mit immunhistochemisch nachgewiesener, nuklearer
-Catenin Translokation auf konsekutiven HE- und -Catenin-IHC-Schnitten dem-
entsprechend positive Karzinomareale mit einem Markerstift eingezeichnet. Der
Tumorzellgehalt dieser Areale musste mind. 30 % betragen. Daneben wurde Nor-
malgewebe (Wildtyp-DNA) eingezeichnet (Kontrolle). Von allen FFPE-Blocken
wurden je 6 bis 8 FFPE-Schnitte a 8 um hergestellt (Microm HM355S, Leica).
Diese wurden iiber Nacht im Warmeschrank (60 °C) getrocknet.

Nach Trocknung und Entparaffinierung in absteigender Alkoholreihe wurden der
HE-Annotation entsprechende Areale der 8 pm-FFPE-Schnitte unter Zuhilfenahme
von Skalpellklingen makrodissektiert und in ein beschriftetes Eppendorf-Réhrchen
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(1,5 ml) mit 180 pl Inkubationspuffer und 20 ul Proteinase K iiberfiihrt. Das Rohr-
chen wurde anschlieBend kurz abzentrifugiert und tiber Nacht bei 70 °C im Heiz-
schiittler (500 rpm) inkubiert. Am Folgetag wurde 400 pl Lysis-Puffer zu jeder
Probe gegeben und die DNA mittels Maxwell® RSC Instrument und Maxwell®
RSC Blood DNA Kit (Promega) aus dem FFPE-Gewebe extrahiert.

Danach wurde die fluorimetrische Konzentrationsbestimmung (ng/ul) der Nuklein-
siuren mittels Qubit™ 1X dsDNA HS Assay am Qubit™ 4.0 Fluorometer (Thermo
Fisher Scientific) vorgenommen. Die DNA wurde anschliefend mit Nuklease-
freiem H20 auf ca. 10 ng/ul verdiinnt.

Zur Amplifikation des felinen CTNNB1-Gens Exon 2 wurde jeweils ca. 10 ng DNA
mit einem Mastermix (nukleasefreies H2O; Puffer; dNTPs; Primer-F [10 uM], Pri-
mer-R [10 uM] (Metabion International AG); AmpliTaq Gold Polymerase (Thermo
Fisher Scientific)) fiir die PCR im Eppendorf Mastercycler® gradient eingesetzt
(siehe Tabelle A31).

Tabelle A31| Temperaturprofil CTNNBI-PCR.

Schritt | Temperatur Zeit (min:s) Bemerkung
C)
1 95 3:00 Aktivierung Polymerase
Initialer Denaturierungsschritt
95 1:00 DNA-Denaturierung
3 60 1:00 Primer Annealing
7 1:00 Elongation
zuriick zu Schritt 2 (40 Zyklen)
5 72 5:00 End-Elongation

Die Probenamplifikation wurde mittels Agarosegelelektrophorese liberpriift (Ame-
rsham Imager 680 Detection System, General Electric Company Healthcare Bio-
Sciences). Fiir die Aufreinigung des PCR-Amplifikats wurden je 10 pl mit 14 pl
ExoSAP (Mastermix aus 0,4 pl Exo I, 1,6 ul SAP und 12 pl nukleasefreiem Wasser)
(New England Biolabs) im Eppendorf Mastercycler® gradient eingesetzt und ver-
daut (siche Tabelle A32).

Tabelle A32| Protokoll (ExoSAP) zur Aufreinigung der PCR-Produkte.

Schritt | Temperatur (°C) | Zeit (min:s)
1 37 30:00
2 85 15:00
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Mit je 3 ul des aufgereinigten Amplifikats wurde nach Herstellung eines BigDye™
v1.1 Terminator Cycle Sequencing Reaction Mix (Thermo Fisher Scientific) (Pri-
mer-F oder Primer-R [5 uM]; 10 ul Endvolumen) eine BigDye™ Terminator Cycle
Sequenzierungsreaktion (Cycle Sequencing/modifizierte Sanger-Sequenzierung)
im Mastercycler® gradient unter folgenden Bedingungen durchgefiihrt (siche Ta-
belle A33).

Tabelle A33|  Temperaturprofil BigDye™ Terminator Cycle Sequenzierungs-
reaktion.

Schritt | Temperatur Zeit (min:s) Bemerkung
O
1 96 1:00 Initialer Denaturierungsschritt
2 96 0:10
3 50 0:05 25 Zyklen
4 60 4:00

Im Anschluss wurde die gesamte Probe mit einem ZR DNA Sequencing Clean-Up
Kit™ (Zymo Research) fiir die Sequenzanalyse aufgereinigt und in 20 pl H20 elu-
iert.

Es wurden je 5 ul Amplifikat mit jeweils 15 pl HiDi™ Formamid fiir die Sequen-
zierung geladen. Die DNA-Sequenzierung erfolgte in einem Kapillarsequenzierer
(AB/Hitachi Genetic Analyzer 3130, Thermo Fisher Scientific). Die Auswertung

der Elektropherogramme erfolgte manuell.
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3 Ergianzendes Material

3.1 Supplementary Material Publikation I

Ergénzende Grafiken (Abbildung A1-A2) sowie Tabellen und Daten zur felinen
Kohorte sind fiir die Publikation:

Groll T, Schopf F, Denk D, Mogler C, Schwittlick U, Aupperle-Lellbach H, Sarker
SRIJ, Pfarr N, Weichert W, Matiasek K, Jesinghaus M, Steiger K. Bridging the Spe-
cies Gap: Morphological and Molecular Comparison of Feline and Human Intesti-
nal  Carcinomas. Cancers  (Basel). 2021 Nov  25;13(23):5941.
https://doi.org/10.3390/cancers 13235941

verdffentlicht und online verfligbar bzw. als ZIP-Ordner herunterladbar:

https://www.mdpi.com/article/10.3390/cancers13235941/s1
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Abbildung A1 | Supplementary Figure S1. Tumor Budding (TB) in the inva-
sive front of human CRC (HE; 20x). Tumor buds are indicated by arrow heads. (A)
Low TB activity (Bdl); (B) Moderate TB activity (Bd2); (C) High TB activity
(Bd3).
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Abbildung A2 | Supplementary Figure S2. Corresponding human B-catenin
phenotypes to Figure 2 (Anti-B-catenin; 20x). (A) Human colorectal tumor with no
or scattered (< 5%) nuclear B-catenin staining; (B) 5-25% of tumor cells display
nuclear positivity for B-catenin (score 1); (C) 26-50% of tumor cells display nuclear
positivity (score 2); (D) > 50% of tumor cells are positive for nuclear B-catenin
(score 3).
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Abbildung A3 | Grafische Ubersicht (Graphical Abstract) der Publikation

“Bridging the Species Gap: Morphological and Molecular Comparison of Feline
and Human Intestinal Carcinomas”.
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3.1.2  Cover Story Cancers Volume 13 Issue 23, December (I) 2021

Intestinal cancer is a common neoplastic disease in humans and cats. Mouse models
are regarded as the gold standard in cancer research. However, malignancy features
of human colorectal cancer (CRC), e.g., metastasis, tumor budding, are not easy to
model. The study of Groll et al. reveals parallels of feline and human intestinal
cancer on a histomorphological and molecular level, with special emphasis on
WHO subtypes, tumor budding, and B-catenin expression. Feline intestinal neo-
plasms are histomorphologically close to the human counterpart. They display an
intriguingly high tumor budding activity and comparable mutations of CTNNBI.
This work indicates that cats constitute an immunocompetent and valuable in vivo
model for human CRC. This is a first step toward the final idea of comparative
oncology, which is to include pets with comparative cancer diseases in clinical trials

(https://www.mdpi.com/2072-6694/13/23) (Abbildung A4).
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IMPACT

Bridging the Species Gap: Morphological
and Molecular Comparison of Feline
and Human Intestinal Carcinomas

Volume 13 - Issue 23 | December (1) 2021

i
@PI mdpi.com/journal/cancers
i ISSN 2072-6694 Image credit: Servier Medical Art

Abbildung A4 | Auswabhl der eigenen Publikation als Cover Story des Jour-
nals Cancers, Volume 13, Issue 23, Dezember (I) 2021.
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3.2 Supplementary Material Publikation II

Ergénzende Grafiken (Abbildungen A5-A13) sowie Tabellen und Daten sind fiir
die Publikation:

Groll T, Silva M, Sarker RSJ, Tschurtschenthaler M, Schnalzger T, Mogler C, Denk
D, Scholch S, Schraml BU, Ruland J, Rad R, Saur D, Weichert W, Jesinghaus M,
Matiasek K, Steiger K. Comparative Study of the Role of Interepithelial Mucosal
Mast Cells in the Context of Intestinal Adenoma-Carcinoma Progression. Cancers
(Basel). 2022 Apr 30;14(9):2248. https://doi.org/10.3390/cancers14092248
veroffentlicht und online verfligbar bzw. als ZIP-Ordner herunterladbar:

https://www.mdpi.com/article/ 10.3390/cancers14092248/s1
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Abbildung AS | Figure S1: Overview of the human cohort (n = 104). Cohort

I of 17 low-grade and 12 high-grade adenomas and 22 adenocarcinomas was ex-
tended by adenocarcinoma cohort II (z = 53). Grading of adenomas and carcinomas
(low-grade; high-grade) was accomplished according to the current human WHO
classification.
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Abbildung A6 | Figure S2: A, B: Interepithelial mucosal mast cells
(1eMMCs) in the intestinal mucosa of mice were not identifiable by metachromatic
staining (toluidine blue). Serial sections for toluidine blue (A) and MCPT1 (B).
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Abbildung A7 | Figure S4: The employed semiquantitative score (0 to 5) for

mucosal mast cells (ieMMCs and [pMMCs) in hotspots of murine intestinal lesions
(hpf: high-power field, 40x%).
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Abbildung AS | Figure S3: Grading of murine lesions was performed accord-
ing to Nolte et al., 2016 (NOLTE et al., 2016). A—H: Murine lesions were graded
as atypical hyperplasia (A, B); low-grade adenoma (C, D); high-grade adenoma (E,
F); or invasive carcinoma (G, H).
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Abbildung A9 | Figure S5: A-F: IeMMCs (A, B) were negative for histamine
(C, D), while connective tissue mast cells (CTMCs) of the intestine were positive
for histamine (E, F). A,C: Murine high-grade adenoma with MPCT 1+ ieMMC:s (ar-
rowheads) (A), which were negative for histamine in the serial section (C). B, D:
Human low-grade sessile serrated adenoma with MCT+ ieMMCs (arrowheads) (B),
which were negative for histamine in the serial section (D). E, F: CTMCs in the
intestine of mice (E) and humans (F) were positive for histamine (arrows).

Abbildung A10 | Figure S6: A: Murine connective tissue mast cells (CMTCs)
were MCPT6" (MC Tryptase™) and appeared densely granulated and round (arrow-
heads). B: Lamina proprial mucosal mast cells (IpMMCs, MCPT6") of mice were
generally slender and smaller than CTMCs (arrows).
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Abbildung A11 | Figure S7: A—F: LpMMCs in the adenoma-carcinoma se-
quence of mouse (A, C, E) and intratumoral stromal MCs (ITSMCs) in the human
adenoma-carcinoma sequence (B, D, F). G: Scores of Ip)MMCs were lower in mu-
rine hyperplastic precursor lesions than in adenomas and carcinomas (Kruskal—
Wallis test, p = 0.001). H: Contradictorily, stromal MC scores were higher in human
precursor lesions than in carcinomas (Kruskal-Wallis test, p < 0.001).
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Abbildung A12 | Figure S8: A-C: Individual human stromal mast cells
(ITSMCs) appeared to be nonspecifically positive due to heparin presence as pre-
viously described (SCHILTZ et al., 1993). MC tryptase-positive (MCT") ieMMCs
(arrows) (A) were negative in vesicular stomatitis virus (VSV)-IHC (B) and in
mouse IgG isotype control (C), serving as negative IHC controls (serial sections).
B, C: Connective tissue mast cells (CTMCs) (arrowheads) were occasionally posi-
tive in negative controls. Thus, MCT (A) was a specific marker for human intestinal
ieMMCs.
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Abbildung A13 | Figure S9: A-F: MCPT1+ ieMMCs (A—C) were not coinci-
dent with MMP9+ cells (D-F) in serial sections of murine intestine. G—L: Absence
(G) or presence of MCPT1+ ieMMCs in murine intestinal neoplasia. J-L: Luminal
intestinal crypt cells were more often positive for IL-5 than basal crypt cells (J-L),
but IL-5 positivity did not clearly correlate with ieMMC density (arrowheads).
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