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Klaudyna (CLDN) 18.2
- wprowadzenie :' _
Barwienie —
immunohistochemiczne

w raku zotadka .

Niniejszy przewodnik zawiera informacje na temat CLDN18.2 e —

jako biomarkera w raku zotgdka/potaczenia zotgdkowo-przetykowego, S
a takze metody barwieniaimmunohistochemicznego stosowanej

do wykrywania CLDN18.2.
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Rola klaudyny 18.2 jako nowego biomarkera
w raku zotadka

« Klaudyna(CLDN), odkryta przez Shoichiro Tsukite i wsp., jest biatkiem transbtonowym oraz jednym z gtownych elementow
strukturalnych potgczen scistych. CLDN uczestniczy w regulacji funkcji barierowej komérek nabtonkowych,
przepuszczalnosci dla wody i jonow oraz utrzymaniu polaryzacji komérek'”

. Dotychczas opisano 27 podtypéw CLDN®

- Klaudyny wystepuja w catym organizmie, jednak dwie specyficzne izoformy splicingowe CLDN18 sa zlokalizowane
w okreslonych typach tkanek® (Rycina 1)

= CLDNI18.1ulega ekspresji gtownie w tkance gruczolakoraka ptuca, a jej ekspresja w nowotworach zotadka i potgczenia
zotagdkowo-przetykowego (G/GEJ)jest znikoma lub nie wystepuje®

= CLDN18.2 ulega ekspresji w prawidtowych komorkach nabtonka zotadka. W raku zotadka ekspresja CLDN18.2 jest
zachowana i obserwowana nie tylko w zmianach pierwotnych, lecz takze w ogniskach przerzutowych®

. Na podstawie wynikow badan przedklinicznych uwaza sie, ze CLDN18.2 ulega ekspozycji podczas procesu karcynogenezy”,
a zastosowania kliniczne zaczynajg potwierdza¢ znaczenie CLDN18.2 jako nowego biomarkera oraz czgsteczki stanowiacej
cel terapeutyczny w raku zotadka

NI Charakterystyka CLDN18.2

Biatko transbtonowe
stanowigce element potaczen
scistych

« Funkcja barierowa (struktura adhezyjna btony
komorkowej uszczelniajgca przestrzenie

CLDN18.2 miedzykomorkowe)
- Funkcja bramkowa (regulacja przepuszczalnosci
CLDN18 substancji takich jak woda i jony)

. ) « Funkcja ,ogrodzenia”(regulacja polaryzacji komorek)
2 izoformy biatka

Ekspresja jest zachowana i utrzymuje sie
podczas procesu karcynogenezy

@®.®

CLDN18.1 CLDN18.2

®

®
®e

Nowy biomarker/czasteczka docelowa

terapeutyczna dla raka zotadka
Na podstawie wynikéw badan przedklinicznych

Referencje: 1. Furuse M et al. J Cell Biol 1998; 141(7): 1539-1550. 2. Otani T, Furuse M. Trends Cell Biol 2020; 30(10): 805-817. 3. Zhu L et al. Front Immunol 2019; 10: 1441.
4. Sahin U et al. Clin Cancer Res 2008; 14(23): 7624-7634. (Wsrod autorow niniejszego artykutu znajduja sie pracownicy oraz cztonek rady doradczej firmy Ganymead
Pharmaceuticals.). 5. Niimi T et al. Mol Cell Biol 2001; 21(21): 7380-7390. 6. Saito T et al. ESMO World Congress on Gastrointestinal Cancer 2021. Plakat #286. 7. Tlreci O
etal. Ann Oncol 2019; 30(9): 1487-1495. (Wsrod autorow niniejszego artykutu znajduja sie pracownicy oraz cztonek rady doradczej firmy Ganymead Pharmaceuticals. ).

Badania CLDN18.2 w raku G/GEJ!
metoda immunohistochemiczna (IHC)

» Przeciwciata przeciwko CLDN18 umozliwiaja identyfikacje, lecz nie pozwalajg na rozréznienie izoform CLDN18 - CLDN18.1
i CLDN18.2. Jednak podczas oceny tkanki nowotworowej raka G/GEJ barwienie mozna przypisac¢ obecnosci CLDN18.2,
poniewaz"*:
= CLDN18.2 wystepuje fizjologicznie w nabtonku zotadka i czesto pozostaje obecna w tkance raka zotadka
= CLDN18.1ulega ekspresji gtéwnie w gruczolakoraku ptuca, a jej ekspresja w nowotworach G/GEJ jest znikoma lub nie
wystepuje
« Do oceny ekspresji CLDN18.2 metoda IHC dostepnych jest kilka testow, przeciwciat i platform. Wybor testow i przeciwciat
obejmuje miedzy innymi*:

Nazwa Firma Nazwa klonu Zastosowanie
Test VENTANA CLDN18 (43 14A)° Roche Diagnostics 43-14A IVD
Rekombinowane przeciwciato przeciwko klaudynie 18° Abcam 43-14A Wytacznie do celéw badawczych
PathPlus™ - przeciwciato przeciwko klaudynie 18" LSBio LS-B16145 Wytacznie do celéw badawczych
Przeciwciato anty CLDN18" Novus Biologicals NBP2-32002  Wytacznie do celow badawczych

*Nalezy pamietac, ze lista przeciwciat/testow i platform nie jest wyczerpujaca, a wymienione powyzej testy nie sg obecnie zatwierdzone do
diagnostyki towarzyszacej.
Przy podejmowaniu decyzji klinicznych nalezy opierac¢ sie na wyniku odpowiedniego testu.

Interpretacja ekspresji CLDN18.2

« W ocenie ekspresji CLDN18.2 analizuje sie zaréwno intensywno$¢ wybarwienia bton komoérek nowotworowych, jak
i odsetek komorek nowotworowych wykazujacych catkowite lub niecatkowite, podstawno-boczne albo boczne wybarwienie
bton komaorkowych”
. Podczas oceny nalezy uwzglednic caty przekroj guza”
» Metaplazja jelitowa btony sluzowej zotagdka moze by¢ wykorzystywana jako tkanka kontrolna, poniewaz wykazujesz
= Silne wybarwienie btony prawidtowych komaorek nabtonka zotgdka
= Stabe do umiarkowanego wybarwienie btony komorek nabtonkowych w obszarach metaplazji
= Brak wybarwienia w blaszce wtasciwej btony sluzowej, limfocytach, miesniach gtadkich, naczyniach krwiono$nych oraz
nerwach obwodowych

Ogoélne zasady oceny barwienia w kierunku CLDN18"":
Komorki uwzgledniane w liczniku Zdolne do przezycia inwazyjne komorki nowotworowe wykazujgce wybarwienie
Lokalizacja subkomorkowa Btona komorkowa

Intensywno$¢ wybarwienia Brak (0), stabe (1+), umiarkowane (2+) do silnego (3+)

Wzor wybarwienia Apikalny, obwodowy (czesciowy i catkowity), podstawno boczny/boczny
oraz mikroluminalny

Mianownik wyniku Catkowita liczba zdolnych do przezycia inwazyjnych komdérek nowotworowych: > 50

cigg dalszy na nastepnej stronie >>

"G (gastric cancer) - rak zotadka; GEJ (gastroesophageal junction) - potaczenie zotadkowo-przetykowe.

Referencje: 8. Ventana CLDN18(43-14A) assay (ulotka dotaczona do opakowania). Mannheim, Germany: Roche Diagnostics GmbH. 9. Recombinant Anti-Claudin18 antibody
Overview Sheet, dostepne na stronie: https://www.abcam.com/en-gb/products/primary-antibodies/claudin18-antibody-43-14a-ab314690. Dostep: czerwiec 2024.

10. PathPlus™ Claudin18 Antibody Specifications, dostepne na stronie: https://www.lsbio.com/pathplus-antibodies/pathplus-cldn18-antibody-claudin-18-antibody-ihc-Is-
b16145/789855. Dostep: czerwiec 2024. 11. Claudin-18 Antibody Product details, dostepne na stronie: https://www.novusbio.com/products/claudin-18-antibody_nbp2-32002.
Dostep: czerwiec 2024. 12. Pellino A et al. J Pers Med 2021; 11(11): 1095. 13. Rohde C et al. J Clin Oncol 2019; 49(9): 870-876. 14. Sahin U et al. Ann Oncol 2021; 32(5): 609-619.
Materiaty uzupetniajace.



Interpretacja ekspresji CLDN18.2 (ciag dalszy)

Intensywnos¢ wybarwienia CLDN18 w obrebie btony komdrkowej klasyfikuje sie zgodnie z nastepujacymi kryteriami (Rycina 2)“"®

0 Brak wybarwienia

1+ Stabe wybarwienie

2+ Umiarkowane wybarwienie

3+ Silne wybarwienie

Obrazy barwienia uzyskano przy uzyciu testu VENTANA CLDN18 (43-14A).

Przyktady barwienia w kierunku CLDN18 metoda IHC

Test VENTANA (43-14A) na platformie VENTANA BenchMark Ultra”:

Ro6zne intensywnosci wybarwienia

w tescie IHC oraz wzory wybarwienia
bton obserwowane przy zastosowaniu
testu VENTANA (43-14A) na platformie
VENTANA BenchMark Ultra:

A Silne(3+) catkowite obwodowe
wybarwienie bton

B Obszary czes$ciowego (P)
i catkowitego (C) wybarwienia bton
o umiarkowanej (2+) lub stabej (1+)
intensywnosci

€ Brak wybarwienia(0)

D Niejednorodne wybarwienie
z mieszaning roznych intensywnosci
i wzorow wybarwienia

EKomorki wykazujace wybarwienie
apikalne (AP)

F Komorki wykazujgce wybarwienie
podstawno-boczne (BL)

Referencje: 15. Dane w dokumentacji firmy Astellas. Obrazy barwienia w kierunku klaudyny 18.2. MAT-ABC-Z0L-2023-00059. 16. Cao W et al. Biomarker Res 2022; 10(1): 38.
17. Jasani B et al. Lab Inv 2023; 104(1): 100284.

Czestos¢ wystepowania CLDN18.2 i charakterystyka
probek w raku G/GEJ™™"

~70%

ekspresji CLDN18.2 przy dowolnym wykrywalnym poziomie

Nowotwory z wysokim poziomem ekspresji CLDN18.2*

~38%

Odsetek pacjentéw w badaniach fazy llI

*W dwoéch badaniach klinicznych fazy Il dodatni status CLDN18.2 zdefiniowano jako obecno$¢ umiarkowanego do silnego wybarwienia bton
w kierunku CLDN18 w > 75% komorek nowotworowych.
' G(gastric cancer) - rak zotadka; GEJ (gastroesophageal junction) - potaczenie zotadkowo-przetykowe.

Wytyczne dotyczace eta?u przedanalitycznego
przed testem CLDN18.2%*°

Konserwacja procesora tkankowego:
Wytyczne zalecajg codzienng konserwacje procesora tkankowego zgodnie z zaleceniami producenta oraz rygorystyczng
kontrole jakosci odczynnikéw procesora, w tym pH/czystosci formaliny i zanieczyszczenia alkoholi woda.

Czas zimnego niedokrwienia:

Zgodnie z aktualnymi wytycznymi czas zimnego niedokrwienia powinien by¢ ograniczony do < 60 minut. Przechowywanie
nieutrwalonych prébek w temperaturze pokojowej przez dtuzszy czas ma niekorzystny wptyw na ich jako$c¢ i wiarygodnosc¢
wyniku. Nalezy to uwzglednic¢, jesli probki biopsyjne majg by¢ transportowane do miejsca utrwalania lub badania.

Utrwalanie:
Wytyczne okreslajg zalecenia dotyczace wymiaréw probek oraz czasu utrwalania.

Kluczowe wymagania:

Tkanka powinna by¢ catkowicie zanurzona w srodku utrwalajacym. Nalezy zapewni¢ stosunek objetosci utrwalacza do masy
tkanki nie mniejszy niz 4:1, przy czym optymalny stosunek wynosi 10:1. Parafina powinna by¢ stopiona w temperaturze < 60°C.
Probki powinny zawiera¢ wystarczajaca ilos¢ tkanki nowotworowej do przeprowadzenia analizy.

Kluczowe czasy:
W ramach stabilizacji tkanki nalezy utrwala¢ w 10% obojetnie buforowanej formalinie przez 24 godziny, przy
dopuszczalnym czasie utrwalania od 6 do 48 godzin.

Przygotowanie probek:

Do badan metoda IHC nadaja sie rutynowo przetwarzane preparaty pochodzace z resekcji i biopsji, utrwalone w formalinie

i zatopione w parafinie (FFPE). Preparaty uzyskane metoda biopsji aspiracyjnej cienkoigtowej (FNA), preparaty cytologiczne
lub prébki pochodzace z przerzutéw do kosci nie kwalifikuja sie do barwienia CLDN18. Skrawki o grubosci okoto 4 pm

(w przedziale od 3 do 5 um) nalezy umieszczac na dodatnio natadowanych szkietkach mikroskopowych. Tkanke nalezy
wysuszy¢ na powietrzu poprzez pozostawienie szkietek w temperaturze otoczenia na noc.

Warunki przechowywania:

Badania wskazuja, ze wysuszone na powietrzu skrawki tkankowe przechowywane w temperaturze pokojowej zachowujg
stabilnosc¢ przez 45 dni. Kazde laboratorium powinno zwalidowac¢ stabilnos¢ przechowywania skrawkoéw na szkietkach
zgodnie z wtasnymi procedurami oraz warunkami srodowiskowymi przechowywania.

Referencje: 18. Shah MA et al. Nat Med 2023; 29(8): 2133-2141.19. Shitara K et al. Lancet 2023; 401(10389): 1655-1668. 20. Compton CC et al. Arch Pathol Lab Med
2019; 143(11): 1346-1363.



Wskazowki dotyczace interpretaciji ( Barwienie H+E w

Barwienie w kierunku CLDN18 w komérkach prawidtowych
i nowotworowych (x2)
o -

Wskazowka 1

CLDN18.2 wykazuje wybiorcza
ekspresje w zréznicowanych
komorkach nabtonkowych
btony sluzowej zotadka

w tkankach prawidtowych.
Podczas oceny zaleca sie
zachowanie szczegdlnej
ostroznosci.

Wskazowka 2

Jest to przyktad,

w ktérym nie stwierdza sig
wybarwienia w kierunku
CLDN18 w obszarze
nowotworu.

[ Barwienie CLDN18 h

Barwienie H+E oraz barwienie CLDN18 w martwiczej czesci
raka zotgdka(x10)

Wskazowka 3

Nalezy potwierdzi¢ obszar
nowotworu za pomoca
barwienia hematoksyling

« Intensywnos$¢ wybarwienia bton: umiarkowane do

. duzego
Ip)le':ezgpc?vfl;{;zl—:izjoc:xne - QOdsetek wybarwionych komaérek nowotworowych:
) 80%

Zaleca sige zachowanie
szczegolnej ostroznosci,
poniewaz tkanka martwicza
rowniez wykazuje nieswoiste
wybarwienie.

« W przeciwienstwie do wiekszosci komorek
nowotworowych wykazujacych umiarkowane do
silnego wybarwienie w kierunku CLDN18, wystepuja
réwniez obszary bez wybarwienia w tym kierunku
(oznaczone czerwong strzatkg). Wskazuje to na
niejednorodnos¢ ekspresji CLDN18



(O[T ERWIVL TR I E NS MBI U RCIEATECEIP Al Przypadek ujemny (wycinek biopsyjny) ORIV ETAWI LI NS M \AECIEATECEIS N  Przypadek niejednoznaczny (wycinek biopsyjny)

Barwienie H+E Kontrola ujemna* Barwienie H+E

-
-
me
= L nmEa
*Barwienie z uzyciem przeciwciata kontroli ujemnej zamiast przeciwciata pierwotnego.
Barwienie CLDN18 Barwienie CLDN18
« Intensywnosc¢ wybarwienia bton: umiarkowane do duzego E o
- (Odsetek wybarwionych komaérek nowotworowych: 10%
. « Umiarkowane wybarwienie w kierunku CLDN18 jest widoczne jedynie =
- . w bardzo ograniczonych obszarach, podczas gdy wiekszo$¢ komorek > B o . .
nowotworowych wykazuje stabe wybarwienie « Intensywnosc¢ wybarmema p+0n: umiarkowane do duzego
- « Odsetek wybarwionych komoérek nowotworowych: 30%

immunohistochemiczne btony komdérkowej lub cytoplazmy.
Warto zwrécic¢ uwage, ze silna ekspresja CLDN18.2 jest widoczna
w prawidtowych gruczotach btony sluzowej zotadka

i i T

» Mozna zidentyfikowa¢ komorki nowotworowe
wykazujace umiarkowane do silnego wybarwienie,
jednak przy ocenie odsetka dodatnio wybarwionego

=X, obszaru stwierdza sie, ze jest on mniejszy niz50%,

5 ’ aw preparacie po prawej stronie wybarwienie w kierunku

i CLDN18 nie obejmuje catej zmiany nowotworowe;j.

Probka ta jest ujemna

(x10)

R

wh




Analiza biomarkera CLDN18.2 u pacjentow z miejscowo zaawansowanym
(LA) nieresekcyjnym lub przerzutowym gruczolakorakiem zotadka lub
potaczenia zotadkowo-przetykowego (mG/GEJ)

Heterogennos¢ ekspresji CLDN18.2 w obrebie guza G/GEJ:
« W 2021 roku wtoski zespot badawczy opublikowat dane dotyczace heterogennosci w obrebie guza, przeprowadzajac
badanie wirtualnej biopsji u 93 pacjentow leczonych chirurgicznie z powodu raka G/GEJ (77 przypadkow raka zotadka,
16 przypadkow raka potaczenia zotadkowo-przetykowego)”?
= Do symulacji wirtualnych biopsji endoskopowych wykorzystano cyfrowo zeskanowane obrazy przypadkow raka zotagdka
wybarwionych na obecno$¢ CLDN18 (po pie¢ biopsji dla kazdego z dwoch cyfrowych preparatow dla kazdego
nowotworu)
= Ocene ekspresji CLDN18.2 przeprowadzito dwdch patologow, ktérzy nie posiadali informacji klinicznych
= Czutosc¢ wzrosta przy zwiekszeniu liczby biopsji z2 do 9(93-100%); po uzyskaniu 6 biopsji dalszy wzrost byt minimalny
(~97,7-100%)
= Swoistos$¢ pozostawata stabilna przy liczbie 6-8 biopsji(98,5-98,9%)

Reprezentatywny
przyktad heterogennosci
ekspresji CLDN18

w obrebie guza

Charakterystyka choroby® Charakterystyka probek”

» Czestosc¢ wystepowania dodatniego statusu CLDN18.2 « Czestosc¢ wystepowania dodatniego statusu CLDN18.2
= 39,9% (1341/3357) u pacjentéw z gruczolakorakiem byta podobna niezaleznie od metody uzyskania
2zotadka materiatu
= 37,5%(338/901) u pacjentéw z gruczolakorakiem GEJ = 38,6%(1403/3632) w przypadku biopsji
» Wykazano statystycznie istotny zwigzek pomiedzy statusem = 37,6%(327/870) w przypadku materiatu
CLDN18.2 a typem nowotworu (p =0,0002) resekcyjnego
= Najwieksza czestos¢ dodatniego statusu CLDN18.2 « Czestosc¢ wystepowania dodatniego statusu CLDN18.2*
stwierdzono u pacjentéw z nowotworami typu = 39,4%(201/510) w prébkach z ognisk
rozlanego (48,3%; 553/1145) przerzutowych
= U pacjentéw z nowotworami typu jelitowego wskaznik = 38,0% (1498/3939) w probkach z ogniska
ten wynosit 38,8% (308/794) pierwotnego
u pacjent(’)w z nowotworami typu mieszanego wskaznik *W dwoch badaniach klinicznych dodatni status CLDN18.2 zdefiniowano jako
ten wynosit 42,9% (134/312) obecnos¢ umiarkowanego do silnego wybarwienia bton w kierunku CLDN18

w =75% komorek nowotworowych.

Sugeruje to, ze do przesiewowej oceny ekspresji CLDN18.2
metoda IHC mozna wykorzystywac probki z ogniska
pierwotnego lub z ognisk przerzutowych.

CLDN =klaudyna; FFPE = utrwalony w formalinie i zatopiony w parafinie; FNA = biopsja aspiracyjna cienkoigtowa; G/GEJ = zotadka/potgczenia zotadkowo-przetykowego;
H+E = hematoksylina i eozyna; IHC = badanie immunohistochemiczne; IVD = diagnostyka in vitro; LA = miejscowo zaawansowany; (m)G/GEJ = (przerzutowy) rak
zotadka/potaczenia zotagdkowo-przetykowego.

Referencje: 21. ShitaraK et al. J Clin Oncol 41, 2023 (dodatek 16; streszczenie 4035).

Czy istnieje alternatywny marker dla CLDN18.2?

Nie istnieje alternatywny marker dla CLDN18.2. Ponadto nie istniejg zadne metody oceny CLDN18.2 alternatywne wobec
badania IHC, w tym badania genetyczne.
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