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1. Einleitung
1.1 Tumorerkrankungen

Maligne Tumoren gehéren zu den bedeutendsten Krankheiten Giberhaupt. Circa die Halfte
aller Menschen erkranken im Laufe ihres Lebens an einem malignen Tumor und 20 % bis
25 % aller Menschen versterben an den Folgen einer Tumorerkrankung. Alleine in
Deutschland werden jahrlich mehr als 490.000 maligne Tumoren diagnostiziert (Robert
Koch-Institut und Gesellschaft epidemiologischer Krebsregister in Deutschland e.V. 2019).
Die Behandlung von Tumorerkrankungen ist in ihren Grundztgen vom Entstehungsort und
von der Tumorart weitgehend unabhangig. Wenn keine erkennbaren Metastasen vorliegen,
wird versucht den Primartumor zu eliminieren. Dies geschieht meist durch eine
chirurgische, seltener durch eine radiotherapeutische MaRnahme (Wang et al. 2019b). Ist
ein Tumor bereits metastasiert, bleiben verschiedene chemotherapeutische Optionen
einschliel3lich zytotoxischer Chemotherapie, gezielten Therapien, welche auf definierte
molekulare Zielstrukturen von Tumorzellen abzielen, oder immunonkologische Therapien,
bei denen das Immunsystem eines Patienten! bei der Bekampfung eines Tumors
unterstitzt wird (Sul et al. 2016).

Praktisch alle Tumordiagnosen werden letztlich von einem Pathologen gestellt. Die
histopathologische Tumordiagnostik ist dabei sehr komplex (Berho und Bejarano 2014). In
12 Banden, welche die 4. Edition der ,World Health Organization Classification of Tumours*
beschreiben (International Agency for Research on Cancer (IARC) 2019), werden
insgesamt (ber 1.000 verschiedene Tumorentitaten unterschieden, darunter 145
hamatologische und lymphatische Tumortypen (Swerdlow 2008), 104 Typen von Weichteil-
und Knochentumoren (Fletcher 2002), 118 Typen von Hauttumoren (LeBoit et al. 2005),
418 Tumortypen der Brust und der weiblichen Genitale (Tavassoli und Devilee 2003), 305
Tumortypen des Gastrointestinaltraktes (Bosman 2010), 155 Tumortypen des zentralen
Nervensystems (Louis 2016) sowie 193 Tumortypen der Harnwege und der ménnlichen
Genitale (Eble et al. 2004). Die Einordnung neu diagnostizierter Tumoren in eine dieser
zahlreichen Kategorien beruht in erster Linie auf morphologischen Kriterien. Da diese aber
— gerade fur einen in dem entsprechenden Organsystem weniger erfahrenen Pathologen —
fur eine sichere Diagnose oft nicht ausreichen, werden h&ufig immunhistochemische
Zusatzuntersuchungen durchgefihrt. Immunhistochemische Verfahren sind insbesondere

dann von entscheidender diagnostischer Bedeutung, wenn ein Karzinom bei der

1 Aus Grunden der leichteren Lesbarkeit wird in der vorliegenden Arbeit die gewohnte
mannliche Sprachform bei personenbezogenen Substantiven und Pronomen verwendet.
Dies impliziert jedoch keine Benachteiligung des weiblichen oder anderweitigen
Geschlechts, sondern soll im Sinne der sprachlichen Vereinfachung als geschlechtsneutral
zu verstehen sein.
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Erstdiagnose nicht in seinem Ursprungsorgan, sondern in Form einer metastatischen
Lasion diagnostiziert wird (Sharma et al. 2014). In solchen Fallen kann der Pathologe
aufgrund morphologischer Kriterien zwar die Diagnose Plattenepithelkarzinom,
Adenokarzinom oder solides Karzinom stellen, doch braucht es fur die Zuordnung zu einem
Ursprungsorgan den Nachweis von organspezifischen Proteinen wie beispielsweise dem
prostataspezifischen Antigen (PSA) beim Prostatakarzinom (Kristiansen et al. 2017),
Thyreoglobolin beim Schilddriisenkarzinom (Chai und Kumarasinghe 2011) oder Napsin A
beim Adenokarzinom der Lunge (Kim et al. 2014).

Da systemische Krebstherapien nicht nur im Falle klinisch gesicherter Metastasen
angewendet werden, sondern haufig auch als adjuvante Therapien bei Tumorpatienten mit
besonders hohem Progressionsrisiko, ist die Festlegung des individuellen
Progressionsrisikos eines Tumors ein immer wichtiger werdender Teil der pathologischen
Untersuchung. Die klassischen Kriterien fur das Progressionsrisiko sind das pT-Stadium,
der Nodalstatus, der Zustand des Resektionsrandes und der Differenzierungsgrad des
Tumors (Rajapakshe et al. 2015; Kademani et al. 2005). In manchen Fallen ergeben aber
auch immunhistochemische Zusatzuntersuchungen wie beispielsweise die Bestimmung
des Ki-67-Labeling-Index bei Mammakarzinomen (Joensuu et al. 2013) oder
neuroendokrinen Tumoren (Wang et al. 2019a) wichtige Hinweise. Insgesamt besteht ein
groBer Bedarf nach immunhistochemischen und  anderen molekularen
Prognoseparametern fur die Einschatzung der Aggressivitat von Tumorerkrankungen
(Barriuso et al. 2018; Ottaiano et al. 2020). Das Protein Mucin 1 (MUC1) ist sowohl

prognostisch als auch diagnostisch von potenzieller Bedeutung (Arroyo et al. 2020).
1.2 MUC1
1.2.1 Entdeckung und Biosynthese

MUC1 ist ein erstmals in den 1980er-Jahren auf der Membran von Milchfettkligelchen der
menschlichen Brust und auf Brustkrebszellen entdecktes Mucin (Taylor-Papadimitriou et al.
1981). Fur das Protein gibt es viele Synonyme, beispielsweise PEM (Polymorphic Epithelial
Mucin), Episialin, EMA (Epithelial Membrane Antigen), PUM (Peanut-lectin Binding Urinary
Mucin), MAM-6, CD227 oder DF3-Antigen (Gendler und Spicer 1995). Das MUC1-Gen liegt
auf dem langen Arm von Chromosom 1 in der Region 21 bis 24 (Swallow et al. 1987). Es
beinhaltet 7 Exons mit insgesamt 4,2 bis 7 Kilobasen DNA. Die Spannbreite der DNA-
Menge ist mit dem Polymorphismus des MUC1-Gens in der VNTR (Variable Number of
Tandem Repeats)-Domane zu erklaren (Lancaster et al. 1990). Im Verlauf der
Proteinbiosynthese fihrt Spannung in der Proteinkonformation dazu, dass MUC1
autoproteolytisch in zwei Teile gespalten wird (Macao et al. 2006). Dieser Prozess findet im

endoplasmatischen Retikulum statt. Es resultieren eine N-terminale und eine C-terminale
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Untereinheit, welche Uber nicht-kovalente Bindungen miteinander in Verbindung bleiben
(Ligtenberg et al. 1992). MUC1 wird im endoplasmatischen Retikulum N-glykosyliert, was
fur den spateren Transport zur apikalen Zellmembran wichtig ist. Anschliel3end findet im
Golgi-Apparat die O-Glykosylierung von MUCL1 statt (Morelle et al. 2009; Pimental et al.
1996). Hierbei wird zunachst N-Acetylgalactosamin von einer Glykosyltransferase an die
Hydroxylgruppe eines Serins oder Threonins angehangen. Die entstandene Struktur wird
Tn-Antigen genannt. Nach diesem ersten Schritt werden, je nach exprimierter
Glykosyltransferase, sukzessiv weitere Zuckermolekule addiert. Das an dieser Stelle am
haufigsten angehangte Zuckermolekiil ist die Galaktose. Das Resultat wird T-Antigen oder
auch Core 1 genannt. Es folgen weitere Glykosylierungsschritte (Wandall et al. 1997; Tian
und Hagen 2009). Nach der Glykosylierung wird MUC1 zur Zellmembran transportiert und
dort eingebaut (Pimental et al. 1996). Von dort kann MUC1 iber Clathrin-vermittelte
Endozytose wieder in die Zelle aufgenommen werden. Dies passiert umso schneller, je
sparlicher und je kirzer die an MUC1 gebundenen Kohlenhydratketten sind (Altschuler et
al. 2000). In der Zelle kbnnen beispielsweise Silylgruppen (Litvinov und Hilkens 1993) oder
Palmitoylgruppen (Kinlough et al. 2006) an das Molekill gebunden werden . Im Anschluss
daran wird MUC1 wieder zuriick in die Zellemembran integriert. Dieser Prozess geschieht

kontinuierlich und kann mehrere Male durchlaufen werden (Litvinov und Hilkens 1993).

Im Promoter des MUC1-Gens sind mehrere Bindestellen bekannt, tiber die die Expression
des Gens reguliert  werden kann. Hierzu zahlen eine TATA-Box,
Specificity protein 1 (Spl)-Bindestellen, GC-Boxen, Milk Protein Binding Factor-
Bindestellen sowie eine E-Box. In MUC1-negativen Geweben kdnnten die Sp1-Bindestelle
und die E-Box fur die Repression der MUC1-Genexpression verantwortlich sein (Kovarik et
al. 1993). Die Stimulation von Zellen mit Interferon y (IFNy) fuhrt hingegen zur Bindung von
Signal Transducer and Activator of Transcription (STAT) 1 an den MUC1-Promoter und zu
erhohter Genexpression. Ein &hnlicher Effekt wird nach Stimulation von Zellen mit
Interleukin-6 (IL-6) beobachtet. Die Wirkung von IL-6 wird dabei Uber die Bindung von
STAT3 an den MUCI1-Promoter vermittelt. In promyelozytischen Zellen, welche
normalerweise kein MUC1 exprimieren, kann auch durch die Stimulation mit IFNy oder IL-6
keine Expression von MUC1 hervorgerufen werden (Gaemers et al. 2001). Des Weiteren
gibt es eine kB-Bindestelle im Promoter von MUC1. Nach Stimulation von Zellen mit
Tumornekrosefaktor a (TNFa) ist diese Bindestelle an der vermehrten MUC1-Expression
beteiligt (Thathiah et al. 2004).



1.2.2 Struktur

In Bezug auf die Zellmembran hat MUC1 drei Regionen: eine extrazellulare, eine
transmembrandse und eine intrazellulare Region. Die extrazellulare Region wird von der
gesamten N-terminalen Untereinheit und von etwa 65 Aminosauren der C-terminalen
Untereinheit gebildet (Ligtenberg et al. 1992). Am N-Terminus befindet sich im frihen
Zustand eine Signalsequenz, die wahrend der Biosynthese den Transport von MUC1 zum
endoplasmatischen Retikulum vermittelt und danach abgespalten wird (Pallesen et al.
2001; Traven et al. 2004). Auf die Signalsequenz folgt eine Domane, in der sich eine 20
Aminosauren lange Sequenz bis zu 125 Mal tandemartig wiederholt. Grund fur die Variation
der Wiederholungsanzahl ist ein genetischer Polymorphismus (Gendler et al. 1990). Selbst
bei wenigen Wiederholungen stellt diese Doméane Uber die Halfte der Aminoséauren von
MUC1 dar. 25 % der Aminosauren in der wiederholten Sequenz bestehen aus Serin und
Threonin (Ligtenberg et al. 1990). An diese Aminosduren konnen mittels einer O-
Glykosylierung Kohlenhydratketten gebunden werden, welche das Protein unter anderem
vor dem Abbau durch Proteasen schitzen (Hilkens und Buijs 1988; Muller et al. 1997). Um
die Region der Tandemwiederholungen herum befinden sich Aminosauresequenzen, die
umso mehr von der wiederholten Sequenz abweichen, je weiter entfernt sie liegen (Lan et
al. 1990). Als nachstes Strukturelement folgt der Bereich, in dem die N-terminale und die
C-terminale Untereinheit von MUC1 Uber nicht-kovalente Bindungen zusammengehalten
werden. Dieser Bereich liegt in der SEA-Domaéne (Ligtenberg et al. 1992; Macao et al.
2006). Die Domane erhielt ihren Namen von den ersten drei Molekilen, in denen sie
gefunden wurde: ,Sea Urchin Sperm Protein, Enterokinase and Agrin“. Sie ist nicht
spezifisch fir MUC1, sondern findet sich in vielen stark glykosylierten Molekulen wieder
(Bork und Patthy 1995). An die circa 122 Aminosauren lange SEA-Domaéane schliel3t sich
eine hydrophobe Transmembrandomane an, welche in etwa 28 Aminosauren lang ist.
Danach folgt eine intrazellulare Doméane, die aus ungeféhr 72 Aminosauren besteht und bis
zum C-terminalen Ende des Proteins reicht (Duraisamy et al. 2007). Bei einer Anzahl von
42 tandemartigen Wiederholungen besteht MUC1 aus 1.255 Aminosauren (Lan et al. 1990).
Der gesamte Proteinanteil von MUC1 wiegt ungeféhr 120.000 bis 225.000 Dalton. Nach der
O-Glykosylierung erhoht sich die Molekilmasse auf 240.000 bis 450.000 Dalton. Der
Kohlenhydratanteil ist demnach fir rund 50 % der Molekilmasse von MUC1 verantwortlich
(Gendler et al. 1990). Eine modellartige Darstellung der Struktur von MUCL1 ist in Abbildung

1 zu sehen.
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Abbildung 1: Modellartige Darstellung der Struktur von MUC1. Die Unterbrechung in der Region der
tandemartigen Wiederholungen fungiert als Platzhalter fur bis zu 115 weitere Wiederholungen, welche
aus optischen Grunden nicht in die Abbildung passen.

SEA = Sea Urchin Sperm Protein, Enterokinase and Agrin.




1.2.3 Funktion & Interaktionen
1.2.3.1 Schutz und Barriere

Eine der Hauptfunktionen von MUCL ist als Bestandteil der Schleimhautbarriere vermutlich
der Schutz des darunterliegenden Epithels (Ganguly et al. 2020). Hierzu wurden mehrere
Mechanismen beschrieben, durch die MUC1 seine Schutzfunktion erfiillen kdnnte. Einer
davon besteht in der Lokalisierung des sezernierten Schleims auf der Epitheloberflache.
Die Schleimschicht im Gastrointestinaltrakt besteht vertikal aus zwei Teilen: einer Schicht,
welche dem Epithel adharent anliegt und einer weiteren Schicht, die luminal der Ersten liegt
und sich leicht absaugen lasst (Atuma et al. 2001). Als membrangebundenes Mucin kdnnte
MUC1 zusammen mit anderen Transmembranmucinen fir die Haftung der losen
Schleimschicht an der Gewebeaoberflache verantwortlich sein (Parmley und Gendler 1998).
Ein weiterer Mechanismus, welcher dem Schutz des Gewebes dienen konnte, ist die
Abspaltung der N-terminalen Domé&ne von MUCL1. Durch mechanische Scherkrafte wird die
N-terminale Untereinheit von der C-terminalen Untereinheit abgeldst. Die nicht-kovalente
Verbindung zwischen den Domé&nen kdnnte so als Sollbruchstelle dienen und das Gewebe
vor Schaden durch Scherkrafte schitzen (Pelaseyed et al. 2013). Andere Faktoren wie
beispielsweise Schwankungen der Temperatur oder des pH-Werts sowie die Anwesenheit
von Peroxidasen und hohen Salzkonzentrationen fihren hingegen nicht zur Dissoziation
der MUC1-Untereinheiten (Julian und Carson 2002).

Um weitere Funktionen von MUCL1 zu untersuchen, wurden Mausversuche durchgefihrt. In
einer sterilen Umgebung zeigten Mause, bei denen das MUC1-Gen deaktiviert wurde
(MUC1-defiziente/MUC17-Mause), einen normalen Phanotyp mit regelrechter
Gewichtszunahme in der Entwicklung, einer normalen Morphologie der Brustdriisen, einer
normalen Reproduktionsfahigkeit und einer normalen Uberlebenszeit. Bei der
Untersuchung der Tumorentwicklung und -progression fiel jedoch auf, dass das
Tumorwachstum in den MUC1”-Mausen signifikant langsamer stattfand. Es wurde kein
Unterschied in der Entwicklung von Metastasen beobachtet (Spicer et al. 1995). In
Untersuchungen von MUC1”-Mausen unter nicht-sterilen Bedingungen zeigte sich, dass
weibliche Mause weniger Nachkommen bekamen und chronische Entzindungen des
unteren Genitaltraktes entwickelten (DeSouza et al. 2000). Des Weiteren fuhrte das Fehlen
von MUC1 auf dem Oberflachenepithel des Magens von MUC17-Mausen zu einer erhéhten
Anfalligkeit fur eine Kolonisation und auch Infektion mit Helicobacter pylori (H. pylori)
(McGuckin et al. 2007). H. pylori ist ein Bakterium, welches den Gastrointestinaltrakt
besiedeln und infizieren kann. Die Folgen dessen kénnen eine Gastritis, Ulcera oder
maligne Tumorerkrankungen des Magens sein (Diaconu et al. 2017). In Experimenten mit

menschlichen Magenepithelzellen wurde beobachtet, dass MUC1 durch sterische
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Hinderung die Anndherung von H. pylori an die Zelloberflache verhindert. Aulzerdem konnte
MUC1 an das Bakterium binden, woraufhin die N-terminale Untereinheit von MUC1 mitsamt
dem gebundenen Bakterium abgespalten wurde. Dies filhrte zu einer Entfernung des
Bakteriums von der Zelloberfliche sowie zur Besetzung und somit Blockade einer
Bindungsstelle von H. pylori fr weitere Oberflachenepithelzellen des Magens (Lindén et al.
2009).

1.2.3.2 Adhasion

Vermittelt durch verschiedene Interaktionen wurden fir MUC1 sowohl adhéasive als auch
anti-adhasive Wirkungen beschrieben. Im Folgenden wird fir jede der beiden
Wirkungsarten jeweils ein Beispiel erlautert.

[3-Catenin ist im Komplex mit E-Cadherin ein Teil der Adherens Junctions. Durch diese Zell-
Zell-Verbindungen werden benachbarte Epithelzellen zusammengehalten (Coopman und
Djiane 2016). Unter bestimmten Umstanden kann der zytoplasmatische Teil von MUC1 an
3-Catenin binden, was eine anti-adhasive Wirkung zur Folge hat (Li et al. 1998). Die
Interaktion wird durch Phosphorylierung des zytoplasmatischen Teils von MUCL1 reguliert.
Wird dieser beispielsweise durch die Kinase Proteinkinase Cd (PKCd) phosphoryliert, kann
3-Catenin gebunden werden. An MUC1 gebundenes RR-Catenin ist nicht mehr fur die
Bindung an E-Cadherin verfugbar, was Auswirkungen auf die Zell-Zell-Verbindungen hat.
Es kommt in der Folge zu vermehrter Migration der betroffenen Zellen (Yuan et al. 2007;
Ren et al. 2002). Die Interaktion von MUC1 mit R-Catenin wurde auch in menschlichem
Gewebe von invasiven Mammakarzinomen und deren Metastasen, jedoch nicht in
normalem Burstgewebe gefunden. Aufgrund seiner anti-adhadsiven Eigenschaften in
Verbindung mit R-Catenin wird MUC1 eine mdgliche Rolle in Tumorprogression und

Metastasierung zugesprochen (Schroeder et al. 2003).

Selektine und Intercellular Adhesion Molecules (ICAM) sind unter anderem auf
Endothelzellen zu finden. Bei der Extravasation von Leukozyten wird Uber Selektine
zunachst ein initialer Kontakt zu den Immunzellen im Blutstrom hergestellt. Uber ICAM
entsteht dann eine festere Bindung, welche die Extravasation der Immunzellen ermdglicht
(McEver 2015). In Zusammenhang mit ICAM wird fur MUC1 eine adhasive Wirkung
beschrieben. Uber die Bindung der extrazellularen Region von MUC1 an ICAM kann eine
Adhéasion von MUC1-positiven Zellen an die Gefal3wand stattfinden (Hayashi et al. 2001).
In Folge dessen konnten die Zellen im Experiment durch ein Modell einer BlutgefaRwand
migrieren (Rahn et al. 2005). Dieser Prozess wird mit der hdmatogenen Metastasierung

von MUC1-positiven Tumoren in Verbindung gebracht (Geng et al. 2012).



1.2.3.3 Sighalwege

Vor allem Uber den zytoplasmatischen Molekulteil kann MUC1 mit einer Vielzahl von
intrazellularen Signalwegen interagieren (Rajabi und Kufe 2017). Die Aminosauresequenz
des zytoplasmatischen Teils von MUC1 und die mdglichen Interaktionspartner

verschiedener Signalwege sind in Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 2: Beteiligung des zytoplasmatischen Teils von MUC1 an verschiedenen Signalwegen

(in Anlehnung an Rajabi und Kufe 2017).

c-Abl = Cellular Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 (ABL1).

EGFR = Epidermal Growth Factor Receptor. ERK = Extracellular signal-regulated kinase.

GRB2 = Growth factor receptor-bound protein 2. GSK3M = Glykogensynthase-Kinase 3R. IKK = IkB Kinase.
NFkB = Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells. PI3K = Phosphoinositid-3-Kinase.
PKC®& = Proteinkinase C6. RAS = Rat sarcoma. ROS = Reactive Oxygen Species. RTK = Rezeptor-
Tyrosinkinase. TCF4 = Transcription Factor 4. ZEB1 = Zinc finger E-box-binding homeobox 1.

Die Abbildung zeigt eine Beteiligung von MUC1 an vielen Signalwegen, die fur
Zellwachstum und Differenzierung von Bedeutung sind, beispielsweise der Grb2-SOS-
RAS-MEK-ERK2-Signalweg (Meerzaman et al. 2001). Eine andere Interaktion kann
zwischen MUC1 und der SH2-Domaéne der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) stattfinden und
zu einer Aktivierung des PI3K-AKT-mTOR-Signalwegs flihren. Der PI3K-AKT-mTOR-
Signalweg ist fur die Regulation des Zellwachstums verantwortlich (Raina et al. 2011). Des
Weiteren kann MUC1 einen Komplex mit dem Transkriptionsfaktor Nuclear factor 'kappa-
light-chain-enhancer' of activated B-cells (NF-kB) formen und so an den Promoter von Zinc
finger E-box binding homeobox 1 (ZEB1) binden. Eine Uberexpression von MUC1 erhoht
die Bindung mit NFkB an den ZEB1-Promoter. ZEBL1 ist ein Protein, dessen Hochregulation
zur epithelial-mesenchymalen Transition mit Verlust von E-Cadherin und zur Invasion von
Zellen beitragt (Rajabi et al. 2014). Auch Interaktionen von MUC1 mit p53 (Wei et al. 2005)
oder Platelet-derived Growth Factor R (PDGFRR) (Singh et al. 2007) wurden in der Literatur
berichtet. Aufgrund dieser und weiterer Erkenntnisse wird MUC1 als Onkoprotein
bezeichnet, da eine Uberexpression oder Uberaktivierung der Signalaktivitat von MUC1 das
Tumorwachstum und die epithelial-mesenchymale Transition férdern kénnen (Rajabi und

Kufe 2017). Die genaue Rolle von MUC1 in der Entstehung, Progression und
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Metastasierung von malignen Tumoren ist jedoch noch nicht in seiner Ganze verstanden
(Farahmand et al. 2018).

1.2.4 MUC1 als tumorassoziiertes Antigen und Zielmolekul in Krebstherapien
1.2.4.1 MUC1 als tumorassoziiertes Antigen

Das National Cancer Institute in den USA hat im Jahr 2009 eine Liste von potenziellen
Zielmolekulen fur Immuntherapien gegen maligne Tumorerkrankungen verdffentlicht. Eine
interdisziplindre Gruppe von ausgewahlten Experten wurde gebeten, Kriterien fir ein aus
ihrer Sicht ideales Zielmolekil vorzuschlagen. Eine andere Gruppe sollte unabhangig
davon beurteilen, welche Charakteristika unter anderem MUCL fiir sie zu einem guten oder
schlechten Zielmolekdl fur eine Immuntherapie macht. So wurde eine Liste von Kriterien
erstellt, anhand derer 75 Tumorantigene nach ihrem Potenzial als Zielmolekdl fur eine
Immuntherapie priorisiert wurden. MUC1 belegt auf dieser Liste hinter Wilms' tumor
suppressor 1 (WT1) den zweiten Platz (Cheever et al. 2009). Einige Griinde, wieso MUCL1
als Zielmolekdl fur Immuntherapien gegen Krebs geeignet sein kdnnte, werden im

Folgenden erlautert.

MUC1 weist auf Tumorzellen haufig andere Charakteristika auf als MUC1 auf normalen
Zellen. Es gibt drei wesentliche Anderungen, welche tumorassoziiertes MUC1
charakterisieren und es zu einem tumorassoziierten Antigen machen. Ein Aspekt ist die
Menge der MUC1-Molekiile. Tumorzellen weisen haufig eine Uberexpression von MUC1
auf. Untersuchungen an Brustkrebszellen haben diese Uberexpression sowohl auf der
RNA- als auch auf der Proteinebene nachgewiesen (Gaemers et al. 2001; Lacunza et al.
2010). Eine weitere Veranderung ist neben der Uberexpression die subzellulare
Lokalisation von MUCL. In normalen Zellen wird MUC1 auf der apikalen Zellmembran und
in geringerem Ausmalf im Zytoplasma exprimiert, wahrend es auf der basolateralen
Zellmembran nicht zu finden ist. Sowohl in der Zellkultur als auch in immunhistochemischen
Untersuchungen von malignen Tumoren konnte beobachtet werden, dass diese Polaritét in
Tumorzellen jedoch nicht mehr gegeben war. MUC1 wurde auf Tumorzellen zusétzlich zur
apikalen Zellmembran auch auf der gesamten restlichen Zelloberflache exprimiert (Truant
et al. 2003; Varela et al. 2008). Die dritte tumorassoziierte Veranderung von MUC1 ist ein
abweichendes Glykosylierungsmuster. Zellkulturversuche zeigten, dass MUC1 auf
Brustkrebszellen weniger, kirzere und weniger verzweigte Kohlenhydratseitenketten
besal} als es auf gesunden Brustzellen der Fall war (Lloyd et al. 1996). Dies wird mit einer
veranderten Aktivitat der Glykosyltransferasen in Tumorzellen in Zusammenhang gebracht.
(Brockhausen et al. 1995). Durch die verdnderte Glykosylierung werden Bereiche des

MUC1-Kernproteins freigelegt, welche vorher durch die Kohlenhydratketten verdeckt
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waren. So wurden bereits in den 1980er-Jahren tumorassoziierte Epitope als Folge dieser

veranderten Glykosylierung von MUC1 entdeckt (Burchell et al. 1987).

1.2.4.2 MUC1 als Zielmolekl in der Krebstherapie

Durch seine verénderte Expression auf Tumorzellen ist MUC1 zum Zielmolekul fir neue
Tumortherapeutika in den Fokus gerickt (Wilkie et al. 2008). Es werden mehrere Ansatze
verfolgt, von denen das MUC1-Vakzin sowie die Chimeric Antigen Receptor (CAR)-

tragenden T-Zellen hier vorgestellt werden.

Das Prinzip der Therapie mit CAR T-Zellen besteht darin, T-Zellen aus dem Blut des
Patienten mit der genetischen Information eines CARs flr ein Tumorantigen auszustatten
und diese Zellen in den Patienten zu reinfundieren. Die modifizierten T-Zellen sollen im
Korper eine Major Histocompatibility Complex (MHC)-unabhéngige Bindung von T-Zellen
an Tumorzellen ermdglichen und so das Immunsystem gegen die Tumorzellen aktivieren.
Der extrazellulare Teil des CARs besteht aus einem Rezeptor flr ein ausgewahltes
Tumorantigen. Der intrazellulare Teil ist bei Bindung des Tumorantigens an den
extrazellularen Rezeptor fur die Signalibermittiung und die Aktivierung der T-Zelle
zustandig (Benmebarek et al. 2019). Soll sich die Therapie beispielsweise gegen eine akute
lymphatische Leuk&mie (ALL) richten, werden CAR T-Zellen mit einem Rezeptor fir das B-
Zell-Antigen CD19 hergestellt (Brentjens et al. 2013). Auch MUC1 wurde als Tumorantigen
fur CAR T-Zellen bereits getestet (Mei et al. 2020). Ein Beispiel fur einen MUC1-
spezifischen CAR ist in Abbildung 3 gezeigt. Das Single-chain variable fragment (scFv) vom
MUC1-Antikdrper SM3 wurde an Teile von CD28 (ein costimulatorisches Molekil von T-
Zellen) und CD3(¢ (ein Bestandteil des T-Zell-Rezeptors) gekoppelt. Als Weiterentwicklung
wurde ein Teil von IgD als ,Gelenk® eingebracht, um Probleme der sterischen Hinderung zu
umgehen (Wilkie et al. 2008).
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Abbildung 3: Chimarer Antigenrezeptor fur MUC1 (Wilkie et al. 2008).
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Ein Patient mit einem metastasierten Karzinom der Samenblase wurde in einer Studie
bereits mit MUC1-CAR T-Zellen behandelt. Fir die Konstruktion des CARs wurde der
MUC1-Antikérper SM3 genutzt und nochmals mutiert, um eine bessere Bindung an
tumorassoziiertes MUC1 zu ermdéglichen. Zudem wurden die CAR T-Zellen direkt in den
Tumor injiziert, um eine hohe lokale Zellkonzentration zu erreichen. Die Autoren
beobachteten eine Nekrotisierung des Tumors und schlussfolgerten, dass MUCL1 ein
vielversprechendes Zielmolekil fir eine Therapie mit CAR T-Zellen bei MUC1-positiven
Tumoren sei (You et al. 2016). Weitere klinische Studien zum Einsatz von MUC1-CAR T-
Zellen bei verschiedenen soliden Tumoren sind momentan aktiv (zum Beispiel
ClinicalTrials.gov Identifier: NCT03198052 und NCT03633773).

Eine weitere Moglichkeit der MUC1-Immuntherapie stellen die Vakzine dar. Beim Vakzin-
Ansatz werden dem Immunsystem Tumorantigene prasentiert, was in der Folge eine
zytotoxische und/oder humorale spezifische Immunreaktion gegen Tumorzellen mit dem

prasentierten Antigen ausldsen soll (Shi et al. 2017).

Ein MUC1-Vakzin, zu dem bereits mehrere klinische Studien durchgefuhrt wurden, ist
TG4010. TG4010 basiert auf dem Modified-Vaccinia-Ankara-Virus, Interleukin-2 (IL-2) und
MUC1 (Rochlitz et al. 2003). Das Modified-Vaccinia-Ankara-Virus ist ein abgeschwéachtes
Pockenvirus, dessen Fahigkeit zur Replikation in menschlichen Zellen stark eingeschréankt
ist (Parrino et al. 2007). Das Virus dient als Vektor fir die genetische Information von MUC1
und IL-2. Inklusive der DNA-Sequenzen fir diese beiden Molekile wird es als TG4010
bezeichnet (Rochlitz et al. 2003). Das Prinzip dieses MUC1-Vakzins besteht darin, dass
TG4010 menschliche Zellen infizieren soll und die genetischen Informationen von MUC1
und IL-2 von der infizierten Zelle transkribiert und translatiert werden sollen. Das
Kernprotein von MUCL1 soll daraufhin eine zellulare Immunantwort hervorrufen. Diese soll
durch IL-2 noch verbessert werden (Quoix et al. 2016). In der TIME-Studie (TG4010
immunotherapy and first-line chemotherapy for advanced non-small-cell lung cancer)
wurden 222 Patienten mit MUC1-positivem, nicht-kleinzelligem Lungenkarzinom mit
TG4010 oder einem Placebopraparat behandelt. Das Vakzin wurde insgesamt gut
vertragen und in Kombination mit einer Erstlinien-Chemotherapie wurde in der TG4010-
Gruppe ein verlangertes progressionsfreies Uberleben festgestellt (Quoix et al. 2016). In
einer nachfolgenden Studie wurde die Wirkung von TG4010 in Kombination mit einem PD-1
(Programmed cell death protein 1)-Antikorper getestet. Der Antikérper schitzt den
inhibitorischen PD-1-Rezeptor auf T-Zellen vor seiner Aktivierung und verhindert so die
Inaktivierung von T-Zellen, was die T-Zell-Antwort auf TG4010 verbessern sollte. In der
Studie zeigte sich bei den Mausen der Experimentalgruppe ein langeres Uberleben sowie

ein vermindertes Tumorwachstum (Remy-Ziller et al. 2018). Momentan wird in klinischen
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Studien getestet, ob sich dieser Effekt auch im Menschen reproduzieren lasst
(ClinicalTrials.gov Identifier: NCT02823990, NCT03353675).

1.2.5Klinische Bedeutung von MUC1
1.2.5.1 Tumormarker

Das Cancer Antigen 15-3 (CA15-3) ist ein Tumormarker, der im Blut von
Brustkrebspatienten héaufig einen erhdhten Wert im Vergleich zu gesunden Personen
aufweist (Khorrami et al. 2019). Bei der Bestimmung des Tumormarkers CA15-3 wird die
Menge von im Blut gelésten MUC1 gemessen. Der Mechanismus, durch den MUCL1 bei
Brustkrebspatienten vermehrt in das Blut gelangt, konnte bisher noch nicht aufgeklart
werden (Li et al. 2019). Eine Moglichkeit der CA15-3-Bestimmung ist der
Radioimmunassay. Hierbei werden zwei Antikérper zur Detektion von MUC1 genutzt. Der
auf Polystyrolkiigelchen immobilisierte Antikdrper 115D8 dient als Catcher. Er bindet das in
der hinzugeflugten Probe vorhandene MUCL1. Danach wird ein Tracer hinzugegeben. Hierfir
wird der Antikorper DF3 genutzt, welcher mit radioaktivem 251 markiert ist. 12°I-DF3 bindet
an das MUCL1 aus der Probe, welches bereits an 115D8 gebunden ist. AnschlieRend wird
die Radioaktivitdit des Gemisches bestimmt. Sie ist proportional zu der Menge des
gebundenen MUC1 aus der Probe (Shimokata et al. 1988). Die American Society of Clinical
Oncology empfiehlt die Messung von CA15-3 flr Patienten mit metastasiertem Brustkrebs
wahrend der Therapie. Der Wert soll einen Baustein darstellen, um den Therapieverlauf
beurteilen zu konnen. Ein steigender CA15-3-Wert kann dabei auf ein Therapieversagen
hinweisen. Flr ein Screening, die Diagnosestellung oder das Staging wird die Messung des

Tumormarkers CA15-3 nicht empfohlen (Harris et al. 2007).

1.2.5.2 Immunhistochemie

Sowohl fur die Tumordiagnostik als auch fir die Prognosebeurteilung maligner Neoplasien
spielt die immunhistochemische Analyse von MUC1 (in diesem Kontext unter dem
Synonym EMA bekannt) seit Jahrzehnten eine Rolle (Takashi et al. 1987; Sloane und
Ormerod 1981).

Anfanglich wurde der immunhistochemische Nachweis von MUC1 zur Identifikation
epithelialer Tumoren verwendet, da die meisten epithelialen Neoplasien MUC1 exprimieren
(Sloane und Ormerod 1981; Pinkus und Kurtin 1985). Diese Anwendung ist aber wegen der
Verfluigbarkeit von hierfur deutlich besseren Antikdrpern wie Panzytokeratin-AntikGrper
heute kaum mehr gebrauchlich (Thomas und Battifora 1987; Ordéfiez 2013). MUC1 kommt
jedoch bei der Diagnose von Meningeomen (Lusis et al. 2005), der Unterscheidung von
Nierenzellkarzinomen von Nebennierenrindentumoren (Enriquez et al. 2012), der

Klassifikation von hamatologischen Neoplasien (Leong et al. 2003), der Identifikation von
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Perineuromen (Erstine et al. 2017), solitaren fiborésen Tumoren und Synovialsarkomen
(Bhargava et al. 2005) zur Anwendung. Bei der Diagnostik von intrakraniellen Tumoren
konnten Meningeome (n =41, MUC1-positiv in 100 % der untersuchten Falle) und
Hamangioperizytome (n = 9, fokal MUC1-positiv in 11 % der untersuchten Falle) anhand
der MUCI1-Farbung besser voneinander unterschieden werden als konventionell
histologisch (Lusis et al. 2005). Die Kombination von MUC1 mit dem Marker Somatostatin
Receptor 2A (SSTR2A) fuhrte in einer anderen Studie mit 127 Meningeomen zu einer
diagnostischen Sensitivitat von 100 %. Meningeome wurden so unter anderem von
Melanomen (n =21, 5% positiv) oder Neurofioromen (n=5, 0% positiv) abgegrenzt
(Boulagnon-Rombi et al. 2017). In einer weiteren Studie wurde die MUC1-Expression in 20
Nebennierenrindenkarzinomen und je 20 klarzelligen, papillaren und chromophoben
Nierenzellkarzinomen sowie 20 Onkozytomen untersucht. Wahrend keines der
Nebennierenrindenkarzinome eine MUC1-Positivitat zeigte, lagen die Positivitatsraten in
Nierenzellkarzinomen bei 85 % (klarzellig), 95 % (papillar und Onkozytom) und 100 %
(chromophob) (Enriqguez et al. 2012). Auch bei der Unterscheidung einer akuten
myeloischen Leukdmie (AML) von einer akuten lymphatischen Leukamie (ALL) soll die
MUC1-Immunhistochemie als erganzende Diagnostik genutzt werden. Blasten von
Patienten mit monozytarer AML zeigten in 18 von 22 Féllen (82 %) eine MUC1-Positivitat,
wahrend bei keinem ALL- (20 Falle) oder nicht monozytaren AML-Patienten (18 Falle)
MUC1-positive Blasten gefunden wurden (Leong et al. 2003). Weiterhin zeigten
Perineurinome haufig eine MUC1-Positivitat (n = 20, 100 % positiv) (Agaimy et al. 2014)
und konnten dadurch auch an untypischen Lokalisationen als solche identifiziert werden
(Erstine et al. 2017). Solitare fibrése Tumoren zeigten fir gewohnlich keine Positivitat in der
MUC1-Immunhistochemie (n = 14, 0 % positiv). Synovialsarkome hingegen waren in einem
Grol3teil der Falle eine MUC1-positiv (n =16, 75 % positiv). Diese Unterschiede in der
MUC1-Expression konnten einen Beitrag zur Unterscheidung von mesenchymalen
Tumoren des Uterus leisten (Bhargava et al. 2005). Zudem sollen sich die Farbemuster
zwischen malignen Mesotheliomen und Adenokarzinomen der Lunge charakteristisch
unterscheiden. In Mesotheliomen (n=47, 51 % positiv) wurde eine pradominant
membranése Farbung beobachtet, welche in Adenokarzinomen (n = 124, 0 % positiv) nicht
zu sehen war (Dejmek und Hjerpe 2005). Diese Muster konnten jedoch in einer anderen

Studie nicht eindeutig einer Tumorentitat zugeordnet werden (Ordéfiez 2003).

Die Expression von MUC1 wurde bei verschiedenen Tumorarten auch als prognoserelevant
identifiziert. Beispielsweise fanden sich Assoziationen zwischen erhoéhter MUCI1-
Expression und ungunstiger Prognose, beziehungsweise ungiinstigen histopathologischen
Tumoreigenschaften, beim kolorektalen Karzinom (Lugli et al. 2007), beim

Prostatakarzinom (Eminaga et al. 2016), beim Ovarialkarzinom (Wang et al. 2007), beim
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Nierenzellkarzinom (Kraus et al. 2002), beim Magenkarzinom (Li et al. 2008) und beim
Pankreaskarzinom (Westgaard et al. 2009). Assoziationen zwischen einer verminderten
MUC1-Expression und ungunstiger Prognose oder unglnstigem histopathologischen

Tumorphanotyp fanden sich zum Beispiel beim Mammakarzinom (Rakha et al. 2005).

Die diagnostische Anwendung der Ergebnisse der MUC1-Immunhistochemie wird jedoch
durch teils hochgradig kontroverse Informationen aus der Literatur erschwert. Die Angaben
zur Haufigkeit einer MUC1-Positivitdt variieren fir zahlreiche Tumorarten erheblich
zwischen den einzelnen publizierten Studien. Beispielsweise schwanken die publizierten
MUCZ1-Positivitatsraten von 17 % bis 100 % beim Adenokarzinom der Lunge (Gold et al.
2007; Kuemmel et al. 2009), von 0 % bis 100 % beim invasiven Mammakarzinom ohne
speziellen Typ (No Special Type, NST) (Gold et al. 2007; Adsay et al. 2003), von 0 % bis
100 % beim Prostatakarzinom (Schut et al. 2003; Wong et al. 2016) und von 7 % bis 100 %
beim klarzelligen Nierenzellkarzinom (Kraus et al. 2002; Cao et al. 2000). Derartige
Unterschiede durften durch die Verwendung unterschiedlicher Antikorper, unterschiedlicher
immunhistochemischer Farbeprotokolle sowie unterschiedlicher Kriterien fur die
Beurteilung einer ,Positivitdt bedingt sein. Eine zusammenfassende Darstellung der
bisherigen Literaturdaten ist in Abbildung 4 dargestellt. Die dazugehdérigen Literaturquellen

finden sich in Tabelle 1 wieder.
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Abbildung 4: Zusammenfassung der
Die X-Achse gibt den prozentualen Anteil der MUC1-positiven Gewebeproben an. Auf der Y-Achse befinden
sich die untersuchten Entitéten. Ein Punkt entspricht einem einzelnen Studienergebnis, wahrend ein Kreuz den
Mittelwert der Literaturdaten abbildet. Die Punktfarbe zeigt die Studiengrof3e an.

Literaturdaten zur

MUC1-Immunhistochemie (Stand 10/2020).
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Tabelle 1: Literaturquellen zu den Daten aus Abbildungen 4 und 43 nach Tumorentitét sortiert.

Tumorentitat n Studien | Quellen

Tumoren der Haut

Basaliom 2 (Uehara et al. 1997; Uehara und Ohba 2002)

Plattenenithelkarzinom 3 (Uehara et al. 1997; Uehara und Ohba 2002;
P Cooper et al. 2004)

Malignes Melanom 2 (Zhang et al. 1998a; Kakkassery et al. 2017)

. (Fernandez-Flores und Suarez-Pefiaranda
Merkelzellkarzinom 1

2016)

Kopf-Hals-Tumoren

Larynx

(Itoh et al. 1996; Croce et al. 2000; Jeannon et
al. 2001; Croce et al. 2001; Rabassa et al.

Plattenepithelkarzinom 8 2006; Rabassa et al. 2015; Wiest et al. 2016;
Lungulescu et al. 2017)

M . (Nitta et al. 2000; Croce et al. 2001; Rabassa et

undhohle . ) .

Plattenepithelkarzinom 6 al. 2006; Hamada et al. 2012; Kamikawa et al.
2015; Lungulescu et al. 2017)

Parotis 3 (Mannweiler et al. 2003; Hamada et al. 2004;

pleomorphes Adenom Kawahara et al. 2008)

Parotis Warthin-Tumor 1 (Mannweiler et al. 2003)

Tumoren der Lunge, der Pleura und

des Thymus

(Guddo et al. 1998; Lopez-Ferrer et al. 2001;
Woenckhaus et al. 2008; Gold et al. 2007;

llglljar;?eenepithelkarzinom 10 Kuemme! et al. 2009; Fan et al. 2010; Situ et al.
2011; Kaira et al. 2012; Pesch et al. 2012;
Sterlacci et al. 2018)

Bronch@lkarzmom 1 (Woenckhaus et al. 2008)

grof3zellig
(Nguyen et al. 1996; Maeshima et al. 1997,
Guddo et al. 1998; Jarrard et al. 1998; Hayashi
et al. 1999; Lépez-Ferrer et al. 2001; Henderikx
et al. 2002; Awaya et al. 2004; Lau et al. 2004;
Yousem 2005; Tsuta et al. 2006; Tsutsumida et
al. 2007; Nagai et al. 2006; Woenckhaus et al.

Lunge Adenokarzinom 31 2008; Gold et al. 2007; Kuemmel et aI: 2009;
Zhang et al. 2009a; Fan et al. 2010; Situ et al.
2011; Hishida et al. 2011; Chu et al. 2011;
Pinto et al. 2012; Ohe et al. 2011; Kaira et al.
2012; Zhang et al. 2011; Pesch et al. 2012;
Lappi-Blanco et al. 2016; Sonzogni et al. 2017;
Duruisseaux et al. 2017; Sterlacci et al. 2018;
Lee et al. 2019)

lk;:?r?cehioalveolares 4 (Maeshima et al. 1997; Awaya et al. 2004;

) Tsuta et al. 2006; Woenckhaus et al. 2008)

Karzinom

Lunge 4 (Nguyen et al. 1996; Zhang et al. 1998a;

kleinzelliges Karzinom Lépez-Ferrer et al. 2001; Pesch et al. 2012)

Mesotheliom _

(alle Lokalisationen) . (FhlenErell 2005

Th (Kaira et al. 2011; Su et al. 2015; Du et al.

ymom 3

2016)
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Tabelle 1 (Fortsetzung): Literaturquellen zu den Daten aus Abbildungen 4 und 43 nach Tumorentitét sortiert.

Tumorentitat

n Studien

Quellen

Tumoren der Lunge, der Pleura und

des Thymus

(Kojika et al. 2009; Kaira et al. 2011; Su et al.

VIS S N 2015; Du et al. 2016)
Gynékologische Tumoren
ﬁf;;g‘nepithelkarzmom 2 (Fan et al. 2010; Kong et al. 2017)
(Lau et al. 2004; Khoury et al. 2006; Baker et
Zervix Adenokarzinom 6 al. 2006; Fan et al. 2010; Togami et al. 2010;
Chu et al. 2011)
Endometriumkarzinom 3 (Sivridis et al. 2002; Lau et al. 2004; Morrison
endometrioid et al. 2007)
Eg%‘;met”“mkarz'”om 2 (Sivridis et al. 2002; Morrison et al. 2007)
Endometriumkarzinom
Muller‘'scher 1 (Morrison et al. 2007)
Mischtumor
E_ndo_met_numkamnom 1 (Sivridis et al. 2002)
niedrig differenziert
E”dom?”'“mkarz'”om 2 (Sivridis et al. 2002: Morrison et al. 2007)
arzellig
Ovarialkarzinom 4 (Feng et al. 2002; Gold et al. 2007; van Elssen
endometrioid et al. 2010; Budiu et al. 2011)
Ovarialkarzinom 5 (Feng et al. 2002; Wang et al. 2007; Gold et al.
seros 2007; van Elssen et al. 2010; Budiu et al. 2011)
Ovarialkarzinom (Feng et al. 2002; Gold et al. 2007; van Elssen
MUZINGS 5 et al. 2010; Chu et al. 2011; Wang und EI-
Bahrawy 2014)
(Chu und Chang 1999; Kato et al. 1999; Xu et
al. 2001; Kuan et al. 2001; Dimas et al. 2002;
Matsukita et al. 2003; Adsay et al. 2003; Croce
et al. 2003b; Croce et al. 2003a; Vgenopoulou
Mammakarzinom 22 et al. 2003; Croce et al. 2004; Lau et al. 2004;
No Special Type (NST) van der Vegt et al. 2007; Gold et al. 2007; Park
et al. 2010; Lacunza et al. 2010; Zanetti et al.
2011; Solatycka et al. 2012; Lavrsen et al.
2013; Do et al. 2013; Bartosch et al. 2015;
Ohashi et al. 2016)
(Chu und Chang 1999; Croce et al. 2003b;
Mammakarzinom Cro_ce et al. 2003a; Croce et al. 2004_; Chu und
lobulir 11 Weiss 2004; Lau et al. 2004; Kasashima et al.
2007; Gold et al. 2007; Bartosch et al. 2015;
Ohashi et al. 2016; Cserni et al. 2017)
Mammakarzinom 4 (Chu und Chang 1999; Croce et al. 2003b;
medullar Croce et al. 2003a; Ohashi et al. 2016)
(Chu und Chang 1999; Kato et al. 1999; Xu et
Mammakarzinom 9 al. 2001; Matsukita et al. 2003; Adsay et al.

muzinos

2003; Gunkel et al. 2005; Chu et al. 2011; Kim
et al. 2012; Bartosch et al. 2015)
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Tabelle 1 (Fortsetzung): Literaturquellen zu den Daten aus Abbildungen 4 und 43 nach Tumorentitét sortiert.

Tumorentitat n Studien

Quellen

Gastrointestinale Tumoren

Kolonadenom

(Ho et al. 1996; Yu et al. 2007; Gibson et al.
2011; Ogata et al. 2017)

Kolon
Adenokarzinom

24

(Nguyen et al. 1996; Ho et al. 1996; Aoki et al.
1998; Hayashi et al. 1999; Bando et al. 2002;
Gurbuz und Kloppel 2004; Chu und Weiss
2004; Lau et al. 2004; Yousem 2005; Guo et al.
2006; Nguyen et al. 2006; You et al. 2006;
Chirwa et al. 2007; Yu et al. 2007; Gold et al.
2007; Winn et al. 2009; Chiang et al. 2010;
Verdu et al. 2011; Chu et al. 2011; Pinto et al.
2012; Terada 2013; Rabassa et al. 2015; Betge
et al. 2016; Ogata et al. 2017)

Magenkarzinom
intestinaler Typ

13

(Baldus et al. 1998; Reis et al. 1998; Machado
et al. 2000; Girbtiz et al. 2002; Akyurek et al.
2002; Wang und Fang 2003; Gulmann et al.
2003; Barresi et al. 2006; Myllykangas et al.
2008; Li et al. 2008; Xu et al. 2009a;
Geramizadeh et al. 2012; Martinson et al. 2020)

Magenkarzinom
diffuser Typ

17

(Baldus et al. 1998; Reis et al. 1998; Nogueira
et al. 1999; Machado et al. 2000; Glrbuz et al.
2002; Akyurek et al. 2002; Wang und Fang
2003; Gulmann et al. 2003; Barresi et al. 2006;
Myllykangas et al. 2008; Li et al. 2008; Xu et al.
2009a; Retterspitz et al. 2010; Solcia et al.
2013; Geramizadeh et al. 2012; Xiong et al.
2017; Martinson et al. 2020)

Osophagus
Adenokarzinom

(Endo et al. 1998; Chinyama et al. 1999; Arul et
al. 2000; Flucke et al. 2003; Gulmann et al.
2003; Lau et al. 2004; Xu et al. 2009b; Piessen
et al. 2009; Wang und El-Bahrawy 2014)

Osophagus
Plattenepithelkarzinom

(Labouvie et al. 1999; Kijima et al. 2001; Bando
et al. 2002; Sun et al. 2018)

Cholangiozellulares
Karzinom
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(Sasaki und Nakanuma 1994; Sasaki et al.
1996; Amaya et al. 2001; Morcos et al. 2001;
Matsumura et al. 2002; Suh et al. 2002;
Shibahara et al. 2004; Jan et al. 2004; Chu et
al. 2005; Yeh et al. 2005; Zen et al. 2006;
Tamada et al. 2006; Tang et al. 2007,
Nakanishi et al. 2008a; Nakanishi et al. 2008b;
Dong et al. 2008; Mall et al. 2010; Zen et al.
2011; Maeno et al. 2012; Wang und EI-
Bahrawy 2014; Zen et al. 2014; Chi et al. 2018)

Hepatozellulares
Karzinom

14

(Sasaki und Nakanuma 1994; Cao et al. 1999;
Morcos et al. 2001; Lau et al. 2004; Sugiki et al.
2004; Ichikawa et al. 2006; Tang et al. 2007;
Gold et al. 2007; Zhang et al. 2009b; Fan et al.
2010; Shibuya et al. 2011; Sideras et al. 2015;
Kumagai et al. 2016; Hoshino et al. 2016)
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Tabelle 1 (Fortsetzung): Literaturquellen zu den Daten aus Abbildungen 4 und 43 nach Tumorentitét sortiert.

Tumorentitat

n Studien

Quellen

Gastrointestinale Tumoren

(Ho et al. 1993; Terada und Nakanuma 1996;
Terada et al. 1996; Masaki et al. 1999; Baldus
et al. 2001; Luttges et al. 2001, Littges et al.
2002; Henderikx et al. 2002; Terris et al. 2002;
Yonezawa et al. 2002; Kim et al. 2002; Adsay
et al. 2003; Chhieng et al. 2003; Tajiri et al.
2004; Lau et al. 2004; Tajiri et al. 2005; Chu et
al. 2005; Ueda et al. 2005; Moriya et al. 2005;
Kosmabhl et al. 2005; Saitou et al. 2005;

gjkntl;rliis 45 Ohuchida et al. 2006; Giorgadze et al. 2006;
Adenokarzinom Okada et al. 2006; Gold et al. 2007; Westgaard
et al. 2009; Yang et al. 2012; Xu et al. 2011;
Matsuyama et al. 2012; Chu et al. 2011; Kelly
et al. 2012; Liu et al. 2012; Winter et al. 2012;
Ideno et al. 2013; Sopha et al. 2013; Kang et
al. 2013; Shi et al. 2014; Wang und El-Bahrawy
2014; Inagaki et al. 2014; Xu et al. 2014;
Higashi et al. 2015; Sierzega et al. 2016;
Gomez-Pefialoza et al. 2019; Kim et al. 2020a;
Boecker et al. 2020)
(Matsubayashi et al. 1999; Gurbtiz und Kléppel
Pankreas/Papille 9 2004; Chu et al. 2005; Ohike et al. 2010;
Adenokarzinom Moriya et al. 2011; Chu et al. 2011; Pinto et al.
2012; Shia et al. 2014; Liu et al. 2019)
Gastrointestinaler
Stromatumor (GIST) 1 (Gold et al. 2007)
Urogenitale Tumoren
Urothelkarzinom 4 (Walsh et al. 1994; Abd Elazeez et al. 2011;
pTa Gonul et al. 2018; Cardillo et al. 2000)
Urothelkarzinom 4 (Walsh et al. 1994; Abd Elazeez et al. 2011;
pT1l Gonul et al. 2018; Cardillo et al. 2000)
Urothelkarzinom (Walsh et al. 1994; Sangoi et al. 2009; Abd
oT2-4 7 Elazeez et al. 2011; Kaur et al. 2_014; Stojnev et
al. 2014; Gonul et al. 2018; Cardillo et al. 2000)
(Cao et al. 2000; Kraus et al. 2002; Leroy et al.
Nierenzellkarzinom 7 2002a; Langner et al. 2004; Langner et al.
klarzellig 2005; Enriquez et al. 2012; Fukushima et al.
2012)
(Leroy et al. 2002a; Leroy et al. 2002c; Langner
Nierenzellkarzinom 8 et al. 2004; Perret et al. 2008; Blel et al. 2008;
papillar Enriguez et al. 2012; Mantoan Padilha et al.
2013; Al-Obaidy et al. 2019)
Nierenzellkarzinom (Cao et al. 2Q00; Leroy et al. 2002a; Langner et
chromophob 6 al. 2004; Enriquez et al. 2012; Fukushima et al.
2012; Zhu et al. 2020)
(Cao et al. 2000; Fan et al. 2010; Enriquez et
Niere Onkozytom 5 al. 2012; Fukushima et al. 2012; Zhu et al.

2020)
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Tabelle 1 (Fortsetzung): Literaturquellen zu den Daten aus Abbildungen 4 und 43 nach Tumorentitét sortiert.

Tumorentitat n Studien | Quellen
Urogenitale Tumoren

(Zhang et al. 1998b; Zhang et al. 1998a;
Henderikx et al. 2002; Schut et al. 2003; Lau et
al. 2004; O'Connor et al. 2005; Singh et al.
Prostatakarzinom 16 2006; Cozzi et al. 2005; Andrén et al. 2007;
Garbar et al. 2008; Rabiau et al. 2009; Gunia et
al. 2010; Severi et al. 2014; Genitsch et al.
2016; Wong et al. 2016; Eminaga et al. 2016)

Teratom

(alle Lokalisationen) ! (Mall et al. 2007)

Endokrine Tumoren

Schilddriisenadenom 5 (Bieche et al. 1997; Magro et al. 2003; Morari et

al. 2010; Renaud et al. 2014; Zhan et al. 2015)
(Bieche et al. 1997; Magro et al. 2003;
Wreesmann et al. 2004; Abrosimov et al. 2007;
10 Min et al. 2008; Fan et al. 2010; Morari et al.

Schilddriisenkarzinom

papillar 2010; Hao et al. 2013; Renaud et al. 2014;
Zhan et al. 2015)

Schilddrisenkarzinom 3 (Abrosimov et al. 2007; Fan et al. 2010; Morari

follikular et al. 2010)

Nebennierenkarzinom 2 (Lau et al. 2004; Enriquez et al. 2012)

Hamatologische Neoplasien

Hodgkin-Lymphom 1 (Berge et al. 2001)
(Zhang et al. 1998a; Berge et al. 2001; Teruya-

Non Hodakin-Lvmohom 8 Feldstein et al. 2003; Taki et al. 2002;

9 ymp Rassidakis et al. 2003; Huang et al. 2006;

Baldus et al. 2007; Jain et al. 2015)

Weichgewebstumoren

Liposarkom 1 ‘ (Makise et al. 2017)

Knochentumoren

Osteosarkom 1 (Fan et al. 2010)

Chondrosarkom 1 (Fan et al. 2010)

Zur besseren Einordnung der diagnostischen Wertigkeit der MUC1-Immunhistochemie
ware es hilfreich, ein gro3es Kollektiv von Tumoren nach einem standardisierten
Verfahren beziglich der MUC1-Expression zu untersuchen. Nur so kann eine verlassliche
Aussage uber unterschiedliche Haufigkeiten der MUC1-Expression in Tumoren gemacht
werden. Um derartige Daten zu generieren, wurde in der vorliegenden Studie ein Kollektiv
von 28.378 Tumoren, bestehend aus 91 verschiedenen Tumortypen zusammen mit 76
verschiedenen Normalgewebstypen, in einem Tissue Microarray (TMA)-Format

untersucht.
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2. Material und Methoden
2.1 Tissue Microarray-Technik

Die Tissue Microarray-Methode wurde 1997 von den Arbeitsgruppen von Olli Kallioniemi
am National Human Genome Research Institute (Bethesda, Maryland, USA) und Guido
Sauter (damals in Basel, Schweiz) entwickelt und 1998 erstmals publiziert (Kononen et al.
1998). Das Verfahren erlaubt die gleichzeitige Untersuchung von bis zu 1.000
Gewebeproben auf einem einzigen Objekttrager und fihrt somit zu einer deutlichen
Beschleunigung von gewebebasierten Studien mittels In-situ-Techniken (Simon et al.
2004). Die im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf (UKE) ubliche gleichzeitige
Untersuchung von 600 Gewebeproben auf einem Schnitt fihrt zu einer Reduktion der
Reagenzienkosten fir die Durchfihrung der Farbungen um einen Faktor von 600 und auch
die Arbeitszeit fur das Schneiden und Férben von Schnitten wird in einer &hnlichen
GroRRenordnung reduziert. Zudem wird die Auswertung der Farbeergebnisse durch einen
Pathologen erleichtert. Da nur eine geringe Gewebemenge (Durchmesser 0,6 mm) pro
Tumor betrachtet werden muss, kann das gesamte zu beurteilende Gewebe eines
Patienten in einem einzigen Mikroskop-Gesichtsfeld gleichzeitig betrachtet werden, was zu
einer vereinfachten und somit beschleunigten Entscheidungsfindung fihrt. Die
Beschleunigung der Auswertung fuhrt dazu, dass immunhistochemische Farbungen von
Tausenden von Tumoren durch einen Pathologen wéahrend eines Arbeitstages beurteilt und
klassifiziert werden kénnen. Die kurze Dauer der Analyse dirfte, zusammen mit der
Tatsache, dass praktisch jeder Objekttrager stark positive, komplett negative und
intermediar gefarbte Gewebeproben enthélt, daflir sorgen, dass die ,Eichung“ des
Pathologen zur subjektiven Festlegung der Farbeintensitat fir die Dauer einer Studie

Uberdurchschnittlich konstant bleibt (Prof. Dr. med. Guido Sauter, persénliche Mitteilung).

Das schwierigste Element bei der Herstellung von Tissue Microarrays ist die Identifikation
geeigneter Falle und die Zusammenfuhrung von Hamatoxylin-Eosin (HE)-gefarbten
Schnitten mit Markierung der zu stanzenden Gewebeareale und des korrespondierenden
Gewebeblockes in einer vorher definierten Reihenfolge neben dem Tissue Microarray-
Stanzgerat. Die Identifikation von geeigneten Tumoren beinhaltet in der Regel eine
Volltextsuche im Pathologie-Datenbanksystem nach potenziell geeigneten Féllen, das
Studium der Berichte mit dem Ziel, eindeutig ungeeignete Falle (doch nicht die gesuchte
Diagnose, eindeutig zu kleiner oder zu nekrotischer Tumor, keine ausreichende Sicherheit
der Diagnose) frihzeitig zu eliminieren, das Heraussuchen der Schnitte potenziell
geeigneter Falle, die Evaluation der Schnitte durch einen Pathologen - gegebenenfalls
gefolgt von der Markierung geeigneter Areale fur die Entnahme von Gewebe - das

Heraussuchen der korrespondieren Paraffinblécke und der Kontrolle der Paraffinblocke auf
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Eignung (zu dunne, bereits zu tief angeschnittene Blécke sind fur die TMA-Herstellung
ungeeignet). Zum Arbeitsaufwand gehort auch dazu, dass ungeeignete Schnitte und
Blocke, letztlich aber auch die gestanzten Blécke und die korrespondierenden Schnitte

nach der TMA-Herstellung wieder zurtick ins Archiv sortiert werden missen.

Fur die Herstellung der Tissue Microarrays wird ein von den Mitarbeitern des Instituts fur
Pathologie hergestellter Tissue-Arrayer verwendet, der sich von kommerziell erhaltlichen
Geraten durch zwei Besonderheiten unterscheidet: 1) Fur die Anfertigung von Léchern in
den Empfangerblécken wird ein Bohrer anstelle einer Hohlnadel verwendet. 2) Fur die
Positionswechsel, welche fir die Stanzung des néachsten Tumors notwendig sind, wird ein
selbst entwickeltes System unter Verwendung eines computergesteuerten elektrischen

Schrittmotors verwendet.

Bei der Erstellung eines Tissue Microarrays wird der folgende Prozess laufend wiederholt:
An einer vordefinierten Stelle im Empfangerblock wird mit einem Bohrer ein Loch mit einem
Durchmesser von 0,6 mm angefertigt. Danach wird mit einer Hohlnadel aus der
vordefinierten Region des ausgewahlten Tumorblocks ein 0,6 mm messender Zylinder
entnommen und in das vorgefertigte Loch eingefiigt. Ohne dass im Tissue-Arrayer ein
Positionswechsel vorgenommen wird, kann der Prozess Uber mehrere Empfangerblécke
wiederholt werden, sodass multiple Replikate eines TMAs parallel angefertigt werden. Nach
der Anfertigung einer ausreichenden Zahl von Replikaten wird der Schrittmotor zum
Positionswechsel zur nachsten Koordinatenposition aktiviert und der Prozess wird mit dem
nachsten Tumor wiederholt. Die Organisation der TMAs, welche am UKE verwendet
werden, ist immer identisch. Ein TMA-Block besteht aus maximal 6 Sektoren (bezeichnet
mit A bis F), welche aus Griinden der Orientierbarkeit asymmetrisch angeordnet und
ungleich groR sind. Die maximal 9 Zeilen jedes Sektors werden mit den Zahlen 1 bis 9
bezeichnet, die hdchstens 17 Spalten mit Kleinbuchstaben von a bis g. Der normale Aufbau
eines UKE-TMAs ist in Abbildung 5 und ein Foto eines TMA-Blocks in Abbildung 6
dargestellt.

Es ist ein wesentlicher Vorteil der TMA-Technik, dass die Biopsienummern, welche bei
gleichzeitigem Zugang auf das Pathologie-Computersystem theoretisch den Zugriff auf
Patientennamen erlauben wirden, nur fir den Herstellungsprozess des TMAs bendtigt
werden. Danach sind alle Tumoren mit den zugehérigen klinisch-pathologischen Daten
ausschlie3lich durch die TMA-Koordinaten und TMA-Blocknummern definiert. Die zum
Praparat gehorigen Biopsienummern konnen dann auf einfache Weise entweder
ausgeblendet (Pseudonymisierung) oder permanent geléscht werden (Anonymisierung).

Tabelle 2 zeigt ein typisches zu einem TMA gehotrendes Datenfile.
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Abbildung 5: Schema des im Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf standardméaRigen Aufbaus eines Tissue
Microarrays (TMA). 6 asymmetrisch angeordnete Sektoren (A - F) bestehen aus maximal je 9 Zeilen (1 - 9) und
17 Spalten (a - r). Jeder Spot entspricht einer Gewebeprobe auf dem TMA-Block, sodass auf dem Standard-
TMA insgesamt bis zu 597 Gewebeproben untergebracht werden kénnen.

Abbildung 6: Foto eines TMA-Blocks aus dieser Studie.
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Tabelle 2: Beispiel fiir ein Datenfile eines Tissue Microarrays (TMA). Zu jeder Gewebeprobe werden der Array-
Part, die Koordinate auf dem TMA (bestehend aus Sektor, Zeilenangabe und Spaltenangabe), die Entitat, die
Biopsie- bzw. Eingangsnummer (E-Nummer) (hier pseudonymisiert/anonymisiert) und die Nummer des
urspriinglichen Gewebeblocks angegeben.

Plattenepithelkarzinom-TMA
AF';;?{' Koordinate Entitat E-Nummer Blocknummer
A A 5h ZENC E/XXOXOUXXXXXX 1A
Plattenepithelkarzinom
. Zervix
A ASI Plattenepithelkarzinom E/XXXXIXXRAXX 3B
A A 5k ZENC E/XXOXOXUXXXXXX 2A
Plattenepithelkarzinom
Zervix
A Al Plattenepithelkarzinom E/XXXKIXXXKXX 5F
A A5m 2B E/XXXX/XXXXXX 1A
Plattenepithelkarzinom
Vulva
A Ab5n . . E/XXXXIX XXX XX 2B
Plattenepithelkarzinom
Vulva
A A 50 . . E/XXXXIXXKXXXX 4F
Plattenepithelkarzinom
A A 5p Vulva E/XXXXIXXXXXX 1C
Plattenepithelkarzinom
A A5 VL E/XXXXIXXXXXX 3G
9 Plattenepithelkarzinom
A A 5r Vulva E/XXXXIXXXXXX 7H
Plattenepithelkarzinom

2.2 Fur die Studie verwendete TMAS

Fur das Projekt wurde ein Normalgewebe-TMA und ein Set von Tumor-TMASs verwendet.
Der Normalgewebe-TMA beinhaltete je 8 Gewebeproben von histologisch normal
imponierenden Geweben von jeweils 8 verschiedenen Personen zu 76 verschiedenen
Gewebetypen. Die auf diesem TMA vertretenen Gewebetypen sind in Tabelle 3 dargestellt.
Die Tumorgewebe-TMAs beinhalteten insgesamt 28.378 Tumoren von 91 verschiedenen
Tumorarten, welche auf insgesamt 65 TMA-Blocke verteilt waren. Die genaue
Zusammensetzung des Tumorkollektivs ist in Tabelle 4 dargestellt. Zusatzlich zu den in
Tabelle 4 aufgelisteten Tumoren wurde eine Prostatakarzinom-TMA mit 17.747 Tumoren
untersucht. Von insgesamt 21.157 der auswertbaren Tumoren lagen histopathologische
Malignitatsparameter wie pT-Stadium, Nodalstatus oder Differenzierungsgrad vor. Von
14.326 Tumoren waren Klinische Verlaufsdaten vorhanden. Die Art der vorhandenen
histopathologischen Daten und der Verlaufsdaten ist fir die einzelnen Tumorarten im

Ergebnisteil fur die letztlich auswertbaren Tumoren dargestellt.
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Tabelle 3: 76 Gewebetypen sortiert nach ihrer Reihenfolge auf dem Normalgewebe-Tissue Microarray. 8

Proben je Gewebetyp ergeben insgesamt 608 Gewebespots.

Zusammensetzung des Normalgewebe-TMAs: Organe und Gewebetypen
1 Aorta, Endothel 39 Rektum, Mukosa
2 Aorta, Media 40 Gallenblase, Epithel
3 Herz 41 Leber
4 Muskulatur, gestreift 42 Pankreas
5 Zunge, Muskulatur 43 Glandula parotidea
6 Uterus, Myometrium 44 Glandula submandibularis
7 Appendix, muskulare Wand 45 Glandula sublingualis
8 Osophagus, muskulare Wand 46 Knochenmark
9 Magen, muskulare Wand 47 Duodenum, Brunner-Driisen
10 Illeum, muskuldre Wand 48 Niere, Cortex
11 Colon descendens, muskulare Wand 49 Niere, Mark
12 Nierenbecken, muskulare Wand 50 Prostata
13 Harnblase, muskulare Wand 51 Glandula vesiculosa
14 Penis, Corpus spongiosum 52 Nebenhoden
15 Ovar, Stroma 53 Hoden
16 Fettgewebe 54 Bronchus, Mukosa
17 Haut 55 Bronchialdriisen
18 Haut, Haarfollikel und Talgdrisen 56 Sinus paranasales
19 Lippe, Mundschleimhaut 57 Lunge
20 Mundhéhle 58 Brust
21 Tonsille, Oberflachenepithel 59 Endozervix
22 Analkanal, Zona cutanea 60 Endometrium, Proliferationsphase
23 Analkanal, Zona transitionalis 61 Endometrium, Sekretionsphase
24 Ektozervix 62 Tuba uterina, Mukosa
25 Osophagus, Plattenepithel 63 Unreife Plazenta, Dezidua
26 Nierenbecken, Urothel 64 Ovar, Corpus luteum
27 Harnblase, Urothel 65 Ovar, follikuldre Zyste
28 r'?}i'fﬁ'?:\?gﬁtts d Chorion 66 Unreife Plazenta
29 Lymphknoten 67 Reife Plazenta
30 Milz 68 Nebenniere
31 Thymus 69 Nebenschilddriise
32 Tonsille 70 Schilddrise
33 Magen, Antrum 71 Kleinhirn, Stratum moleculare
34 Magen, Corpus 72 Kleinhirn, Stratum neuronorum
35 Duodenum, Mukosa 73 GrofRhirn, Rinde
36 lleum, Mukosa 74 Grof3hirn, Mark
S el Ll e Emgﬁg);;;i,n und Infundibulum
38 Colon descendens, Mukosa 76 Hypophyse, Vorderlappen
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Tabelle 4: Zusammensetzung des untersuchten Tumorkollektivs sortiert nach Tumorgruppe und den darin
enthaltenen Tumortypen und -subytpen (exklusive des groRen Prostata-TMAS).

TMA = Tissue Microarray.

Tumorgruppe Tumortyp und/oder -subtyp n auf TMAs
Pilomatrixom 35
Benigner Naevus 29
Tumoren der Haut Basaliom 48
Haut Plattenepithelkarzinom 50
Malignes Melanom 48
Merkelzellkarzinom 46
Larynx Plattenepithelkarzinom 50
Mundhdhle Plattenepithelkarzinom 50
Kopf-Hals-Tumoren | parotis pleomorphes Adenom 50
Parotis Warthin-Tumor 49
Speicheldriise Basalzelladenom 15
Tumoren der Lunge, Lunge Kleinzelliges Karzinom 20
der Pleura und des | Thymom 29
Thymus
Malignes Mesotheliom 48
Vagina Plattenepithelkarzinom 48
Vulva Plattenepithelkarzinom 50
Zervix Plattenepithelkarzinom 50
Zervix Adenokarzinom 50
Endometriumkarzinom endometrioid 236
Endometriumkarzinom sergs 82
Endometrium Miller‘scher Mischtumor 48
Endometriumkarzinom de-/undifferenziert 13
Endometriumkarzinom klarzellig 8
Gynakologische
Tumoren Uterus Stromasarkom 12
Karzinosarkom 48
Ovarialkarzinom endometrioid 69
Ovarialkarzinom serds 130
Ovarialkarzinom muzinds 52
Ovarialkarzinom klarzellig 22
Ovar Muller'scher Mischtumor 17
Brennertumor 9
Mammakarzinom No Special Type (NST) 1.391
Mammakarzinom lobul&r 294
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Tabelle 4 (Fortsetzung): Zusammensetzung des untersuchten Tumorkollektivs sortiert nach Tumorgruppe und
den darin enthaltenen Tumortypen und -subytpen (exklusive des groRen Prostata-TMAS).

TMA = Tissue Microarray.

Tumorgruppe Tumortyp und/oder -subtyp n auf TMAs
Mammakarzinom medullar 26
Gynakologische Tumoren Mammakarzinom tubular 27
Mammakarzinom muzinds 58
Mamma phylloider Tumor 50
Kolonadenom low-grade 50
Kolonadenom high-grade 50
Kolon Adenokarzinom 1.882
Dunndarm Adenokarzinom 10
Magenkarzinom diffuser Typ 176
Magenkarzinom intestinaler Typ 174
Magenkarzinom gemischter Typ 62
Osophagus Adenokarzinom 133
Gastrointestinale Tumoren | &sophagus Plattenepithelkarzinom 124
Analkanal Plattenepithelkarzinom 50
Cholangiozelluldres Karzinom 50
Hepatozelluldres Karzinom 50
Pankreas duktales Adenokarzinom 130
Pankreas/Papille Adenokarzinom 58
Pankreas neuroendokriner Tumor 49
Pankreas Azinuszellkarzinom 7
Gastrointestinaler Stromatumor (GIST) 50
Urothelkarzinom pTa G2 low 177
Urothelkarzinom pTa G2 high 141
Urothelkarzinom pTa G3 187
Urothelkarzinom pT2 - 4 G3 940
Harnblasenkarzinom kleinzellig 18
Urogenitale Tumoren | Njerenzellkarzinom klarzellig 858
Nierenzellkarzinom papill&r 255
Nierenzellkarzinom chromophob 131
Nierenzellkarzinom Klarzellig (tubulo-)papillar 21
Onkozytom 177
Prostatakarzinom Gleason 3 + 3 83
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Tabelle 4 (Fortsetzung): Zusammensetzung des untersuchten Tumorkollektivs sortiert nach Tumorgruppe und

den darin enthaltenen Tumortypen und -subytpen (exklusive des gro3en Prostata-TMAS).

TMA = Tissue Microarray.

Tumorgruppe Tumortyp und/oder -subtyp n auf TMAs
Prostatakarzinom Gleason 4 + 4 80
Prostatakarzinom Gleason 5 + 5 85
Prostatakarzinom kleinzellig 17
Seminom 50
Hoden embryonales Karzinom 50
Dottersacktumor 50
Teratom 50
Schilddrisenadenom 50
Schilddrisenkarzinom papillar 50
Schilddrusenkarzinom medullér 50
Schilddrusenkarzinom follikuléar 49
Endokrine Tumoren Schilddriisenkarzinom anaplastisch 26
Nebennierenadenom 50
Nebennierenkarzinom 26
Phaochromozytom 50
Neuroendokriner Tumor 50
Hamatologische Neoplasien Non-Hodgkin-Lymphom 48
Hodgkin-Lymphom 45
Leiomyom 50
Leiomyosarkom 49
Weichgewebstumoren Liposarkom 49
Riesenzell-Sehnenscheidentumor 45
Angiosarkom 32
Granularzelltumor 30
Knochentumoren Chondrosarkom 25
Osteosarkom 25
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2.3 Immunhistochemie

Die Immunhistochemie ist eine Technik zur Detektion von Antigenen in Geweben, welche
auf der Bindung von Antikérpern und der anschlieBenden Visualisierung der entstandenen
Komplexe basiert (Sukswai und Khoury 2019). Fir die immunhistochemische
Untersuchung der MUC1-Expression wurde ein frischer Satz von 4 um dicken Schnitten der
verwendeten TMA-Blocke angefertigt. Die Farbungen wurden an einem Tag und mit dem

gleichen Set von Reagenzien durchgefuhrt.

Vor der eigentlichen Farbung erfolgte eine Vorbehandlung der Schnitte. Als erstes wurden
die Schnitte deparaffiniert. Hierzu wurden sie 3 Mal fur 5 Minuten mit Xylol behandelt und
anschlie3end mittels einer absteigenden Alkoholreihe bis hin zu destilliertem Wasser in ein
wassriges Milieu tberfuhrt. Der nédchste Schritt diente der Antigendemaskierung, bei der
wahrend der Fixierung entstandene Veranderungen von Proteinen soweit wie maoglich
rickgangig gemacht werden und so die Immunreaktivitét verbessert wird (Leong et al.
2002). In dieser Studie wurden die Gewebeschnitte dafur in einem Tris-EDTA-Citrat-Puffer
(Target Retrieval Solution Buffer von Dako) mit einem alkalischen pH-Wert von 9 fur 5
Minuten bei 121 °C in einem Autoklav inkubiert (hitzeinduzierte Antigendemaskierung). Es
folgte eine Blockierung der endogenen Peroxidase mit H,O, (Peroxidase Blocking Solution
von Dako), damit die spatere Farbereaktion durch diese nicht beeintrachtigt werden konnte.
AnschlieRend wurde der eigentliche immunhistochemische Farbeprozess begonnen. Als
Primarantikorper fur den Nachweis von MUC1 wurde der monoklonale Maus-Antikorper der
Firma GenomeMe (Klon IHC623) in einer Verdliinnung von 1 : 336 verwendet. Die Schnitte
wurden fir 60 Minuten bei 37 °C mit dem Antikdrper inkubiert. Zur Visualisierung der
Antikérper-MUC1-Komplexe wurde das Dako REAL™ EnVision™ Detection System
(K5007) entsprechend den Herstellerangaben genutzt. An der Farbereaktion sind bei
diesem System 3,3'-Diaminobenzidin (DAB) als chromogenes Substrat und an den
Sekundarantikorper gekoppelte Meerrettichperoxidase (horseradish peroxidase, HRP)
beteiligt. Die Gegenfarbung von unspezifisch angefarbten Regionen erfolgte mit
Hamatoxylin. AbschlieRend erfolgte die Behandlung mit einer aufsteigenden Alkoholreihe
bis hin zu Xylol und das Eindeckeln der Schnitte. Eine detaillierte Auflistung der einzelnen

Schritte findet sich in Tabelle 5 wieder.

31



Tabelle 5: Arbeitsschritte im Farbeprozess der Tissue Microarray-Schnitte.
DAB = 3,3-Diaminobenzidin. HRP = horseradish peroxidase. Min. = Minute(n).
TBST = Tris(hydroxymethyl)aminomethan-buffered saline with Tween20. x = Mal.

Ziel Reagenzien und Arbeitsschritte Dauer und
Bedingungen
1. Deparaffinierung Xylol-Behandlung 3 x 5 Min.
Absteigende Alkoholreihe bis
Aqua destillata
2. Antigendemaskierung | Autoclavieren in Pufferlésung (pH 9) 5 Min., 121 °C
(Target Retrieval Solution Buffer, Dako)
Spulen mit Aqua destillata 2 X
TBST-Puffer 5 Min.
3. Peroxidaseblock H20O5-Behandlung 10 Min.
(Peroxidase Blocking Solution, Dako)
TBST-Puffer 2 x 5 Min.
4. Inkubation mit dem Primarantikorper (IHC623, GenomeMe) | 60 Min., 37 °C
Primarantikorper Verdinnung 1 : 336
TBST-Puffer 2 X 5 Min.,
Brutschrank
5. Inkubation mit dem Zugabe des Sekundarantikorpers 30 Min., 37 °C
Sekundarantikorper (EnVision™/HRP Rabbit/Mouse, Dako)
TBST-Puffer 2 X 5 Min.
Brutschrank
6. Chromogenprozess Zugabe des Chromogens 10 Min.
(DAB+ Chromogen, Dako)
Spulen mit Aqua destillata 1x
7. Gegenfarben Hamatoxylin 3 Min.
Blauen mit Leitungswasser 5 Min.
8. Einbetten Aufsteigende Alkoholreihe bis Xylol
Eindeckeln

Die Beurteilung der immunhistochemischen Farbung der Gewebe erfolgte
lichtmikroskopisch unter Verwendung eines Kilassifikationssystems. Die Farbung des
Normalgewebe-TMAs wurde zelltypspezifisch durch einen Pathologen ausgewertet. Die
Intensitat der Farbung wurde semiquantitativ beurteilt und den Kategorien ,negativ®,
,Sschwach®, ,moderat” oder ,stark® zugeordnet. Bei der Beurteilung der Tumor-TMAs wurde
sowohl der Anteil der gefarbten Tumorzellen an allen Tumorzellen (0 % bis 100 %) als auch
deren Intensitat (O bis 3) beriicksichtigt. Jede qualitativ geeignete Tumorprobe wurde fir
die nachfolgenden statistischen Untersuchungen einer von vier Kategorien zugeteilt. Die
Kategorie ,negativ® beinhaltete Tumoren ohne jegliche Farbung der Tumorzellen. Als
»Schwach positiv“ wurden Tumoren bewertet, die in < 70 % der Tumorzellen eine Intensitat

von 1 oder in <30 % der Tumorzellen eine Intensitat von 2 aufwiesen. In die Kategorie
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»moderat positiv‘ wurden Tumoren mit Farbung der Intensitéat 1 in > 70 % der Tumorzellen,
der Intensitat 2 in 31 % bis 70 % der Tumorzellen oder der Intensitat 3 in <30 % der
Tumorzellen eingeteilt. Die Kategorie ,stark positiv‘ bestand aus Tumoren, in denen > 70 %
der Tumorzellen mit der Intensitat 2 oder > 30% der Tumorzellen mit der Intensitat 3

angefarbt waren. In Tabelle 6 ist das Klassifikationssystem als Ubersicht dargestellt.

Tabelle 6: Das in dieser Studie verwendete Klassifikationssystem zur Interpretation der immunhistochemischen
Farbung von Tumor-Tissue Microarrays.

Kategorie Anteil gefarbter Tumorzellen Intensitat der Farbung
Negativ 0% 0
" <70 % 1
Schwach positiv
<30 % 2
> 70 % 1
Moderat positiv 31 % bis 70 % 2
<30 % 3
» >70 % 2
Stark positiv
>30% 3

2.4 Statistik

Die statistische Auswertung der immunhistochemischen Farbeergebnisse erfolgte mittels
der JMP 14.0.0 Software (SAS Institute Inc., NC, USA). Fur die Detektion von statistischen
Assoziationen zwischen MUC1-Expression und kategorischen Parametern wie pT, pN oder
Residualstatus wurden Mehrfeldertests und Chi-Quadrat-Tests genutzt. Mittels des Kaplan-
Meier-Verfahrens wurden Prognoseunterschiede dargestellt und mit dem Log-Rank-Test
auf statistisch signifikante Assoziationen uberpriuft. Weiterhin wurde eine multivariate
Analyse mit vier Szenarien, welche jeweils unterschiedliche Parameter beriicksichtigen,

durchgefuhrt. Assoziationen mit p < 0,05 wurden als statistisch signifikant angesehen.
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3. Ergebnisse
3.1 MUC1-Expression in Normalgeweben

Insgesamt konnten 76 Gewebetypen auf ihre MUC1-Expression hin untersucht werden. Nur
wenige Gewebetypen zeigten gar keine Expression von MUC1, wahrend der Grol3teil der
Gewebe zumindest in einzelnen Zelltypen eine MUC1-Positivitat zeigte. Das Spektrum der
MUC1-Positivitdt umfasste schwache bis starke Farbungen der apikalen Zellmembran
und/oder des Zytoplasmas. Im Folgenden werden die Ergebnisse der MUCI1-

Immunhistochemie in den verschiedenen Gewebetypen beschrieben.

In allen nicht verhornenden Plattenepithelien und im Urothel fand sich eine variable, meist
aber moderate MUC1-Positivitéat, wobei die Farbung in den apikalen Zellschichten starker
ausgepragt war als in den basalen Zellschichten (Abbildung 7). Das verhornende
Plattenepithel der Haut zeigte sich Gberwiegend negativ. In den Talgdriisen der Haut wurde

hingegen eine starke MUC1-Farbung gefunden (Abbildung 8).

Abbildung 7: Kréaftige MUC1-Positivitat in den oberen Abbildung 8: Kraftige MUC1-Expression in
2/3 des nicht verhornenden Plattenepithels der Talgdrisen der Haut.
Mundhdhlenschleimhaut.
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Eine moderate Farbung der apikalen Membran von serdsen Zellen und von Zellen der
Ausflhrungsgdnge war in den Speicheldriisen zu beobachten. Myoepithelzellen waren
teilweise schwach positiv angefarbt. In seltenen Fallen zeigten auch die apikalen

Membranen einiger mukdser Drisen eine MUC1-Positivitat (Abbildung 9).

Abbildung 9: In der Glandula submandibularis findet sich eine apikale Anfarbung von
serdsen Drisenzellen sowie eine Anfarbung, ebenfalls apikal betont, von

Ausfiihrungsgéangen.
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Bis auf die schleimproduzierenden Driusen des Magens (Abbildung 10), welche eine starke
Positivitat zeigten, waren die Epithelzellen des Gastrointestinaltrakts, einschlief3lich
Duodenum, Illeum, Appendix, Kolon und Rektum, MUC1-negativ. In den Brunner-Driisen
des Duodenums war eine moderate apikale Membranfarbung zu beobachten
(Abbildung 11).

Abbildung 10: Kraftige membranése MUC1-Positivitdt in
Magenschleimhaut vom Antrum-Typ.

Abbildung 11: Duodenale  Schleimhaut mit  kraftiger
membrandser Anfarbung von Brunner-Driisen und einigen, vor
allem tief liegenden Schleimhautanteilen.
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Eine schwache bis maRige apikale Farbung wurde auRerdem im Gallenblasenepithel und
in Zellen der intrahepatischen Gallengange gesehen, wahrend Hepatozyten negativ waren.
Im Pankreas zeigten Azinuszellen eine starke Farbung der apikalen Membran und der
apikalen intrazellularen Granula. Auch in den Ausflihrungsgangen wurde eine Farbung der
apikalen Zellmembranen beobachtet (Abbildung 12). Die schwache Positivitdt einiger
Langerhans’schen Inseln stellte vermutlich eine Kontamination dar, da wiederum andere

Langerhans’sche Inseln vollstandig MUC1-negativ waren.

Abbildung 12: Kréaftige MUC1-Positivitdt in Pankreasdriisenzellen. Besonders stark
sind Golgi-Apparat-Strukturen geférbt.

In den Follikeln der Schilddriise war eine méaR3ige apikale Farbung zu finden, die in manchen
Fallen von einer maRigen bis starken zytoplasmatischen Farbung begleitet wurde. Als
weiteres endokrines Organ zeigte die Adenohypophyse eine starke, Gberwiegend apikale
Farbung in einem Teil ihrer driisenartigen Strukturen.
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Das respiratorische Epithel zeigte eine moderate Farbung, wobei das Kollektiv der MUC1-
positiven Zellen grofitenteils aus Flimmerzellen bestand. Eine schwache MUC1-Féarbung

fand sich gelegentlich in den Bronchialdriisen. In der Lunge konnte eine starke Farbung der

Pneumozyten beobachtet werden (Abbildung 13).

Abbildung 13: Kraftige MUC1-Anfarbung von Pneumozyten in der Lunge.
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Die MUC1-Positivitat im Urogenitaltrakt variierte zwischen den zugehdrigen Organen und
auch zwischen den Untereinheiten der jeweiligen Organe. In der Niere zeigten die distalen
Tubuli (Abbildung 14) und die Sammelrohre eine starke zytoplasmatische Farbung,
wahrend die proximalen Tubuli vollstandig negativ waren. Sowohl im parietalen als auch im
viszeralen Blatt der Bowman-Kapsel fand sich eine schwache bis maiige MUC1-Positivitat.
Die Prostata zeigte ein variables Farbemuster, wobei einige Drisen stark gefarbt und
andere wiederum vollstandig negativ waren. Auch Basalzellen waren gelegentlich MUC1-
positiv. Im Nebenhoden wurde ein Spektrum von einer stark diffusen zytoplasmatischen
Farbung mit apikaler Betonung bis hin zu einer ausschliel3lich apikalen Membranfarbung
beobachtet. Eine fokale apikale Farbung wurde im Samenblasenepithel gefunden. Urothel

erwies sich als stark positiv (Abbildung 15).

Abbildung 14: In der Niere sind vor allem distale Tubuli Abbildung 15: Starke, alle Zelllagen betreffende
kraftig MUC1-positiv. MUC1-Positivitat im Urothel der Harnblase.
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Im Eileiter (Abbildung 16), im Endometrium (manchmal auch einschlie3lich des Stromas)
und in der Endozervix (Abbildung 17) wurde eine starke zytoplasmatische MUC1-Féarbung

mit apikaler Dominanz beobachtet.

Abbildung  16: Kraftige = membranése und  geringere
zytoplasmatische Anfarbung in Tubenschleimhaut.

Abbildung 17: Starke membranése und zytoplasmatische MUC1-
Positivitat von endozervikalen Drisenzellen.
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Amnion- und Chorionzellen der Plazenta zeigten eine starke zytoplasmatische Farbung
(Abbildungen 18 und 19). In Trophoblastzellen fand sich eine variable Farbung, die sich
auch zwischen den einzelnen Gewebeproben unterschied. Der Synzytiotrophoblast zeigte
haufig eine starke Farbung der apikalen Membran. Dieses Phanomen war teilweise auf
wenige Zellen oder Zellgruppen im  Synzytiotrophoblasten beschrankt. Die
Oberflachenmembran des Zytotrophoblasten zeigte im ersten Trimenon ebenfalls eine
positive Farbung. Die weibliche Brust wies in den apikalen Zellen eine moderate Farbung

auf, wahrend die Basalzellen negativ waren.

-3

S

Abbildung 18: In der Plazenta des ersten Trimenons sind Abbildung 19: In der reifen Plazenta zeigt sich eine
einzelne synzytiotrophoblastare Elemente kraftig positiv. Membranfarbung der trophoblastéren Oberflache.

Auch in lymphatischen Geweben zeigte sich eine variable MUC1-Farbung.
Unterschiedliche Auspragungen wurden in einem Teil der Zellen in den Krypten der
Tonsillen (moderate bis starke Positivitat) sowie in den Lymphknoten beobachtet. In
letzteren zeigten einige Zellen der Keimzentren sowie Plasmazellen eine MUC1-Positivitat.
Auch in Teilen der Hassall-Kérperchen im Thymus war eine schwache bis méaRige Farbung

zu sehen.

Die Myelinscheiden peripherer Nerven zeigten eine méalige Farbung. Keine Farbung fand
sich in Gehirn, Nebenniere, Follikelzysten im Ovar, Dezidua-Zellen in der Schwangerschatft,

Hoden und mesenchymalen Zellen.
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3.2 MUC1-Expression in Tumoren

Von insgesamt 28.378 in den Tumor-TMAs verfligbaren Geweben waren 24.344 (85,78 %)
auswertbar. Die Griinde fur eine Nicht-Auswertbarkeit der Tumorproben waren entweder
das Fehlen von eindeutigem Tumorgewebe auf dem Gewebespot oder aber das Fehlen
von Tumorgewebe an den entsprechenden Positionen. Eine MUC1-Anfarbung fand sich in
der Mehrzahl der untersuchten Tumoren. Die immunhistochemische Farbung zeigte in
Tumorzellen unterschiedliche Muster. Uberwiegend war die Farbung zytoplasmatisch,
teilweise auch membran6s. Zu den beobachteten Befundkonstellationen gehorten die rein
zytoplasmatische (diffuse) Farbung, eine teilweise perinuklear betonte zytoplasmatische
Anfarbung, die rein membrandse Anfarbung sowie Kombinationen von zytoplasmatischen
und membrandsen Farbungen. Reprasentative Beispiele von MUCL1-positiven Tumoren
sind in den Abbildungen 20 bis 27 dargestellt.

Von 91 untersuchten Tumorentitaten zeigten 15 in 100 % der untersuchten Falle zumindest
eine schwache MUC1-Expression. 7 weitere Entitdten zeigten Positivitatsraten zwischen
95,1 % und 99,1 % und 17 weitere Entitaten wiesen in 90,6 % bis 94,7 % der Féalle eine
MUC1-Positivitat auf. Nur 12 Entitaten zeigten eine Positivitatsrate zwischen 1 % und 20 %.
Lediglich 6 der untersuchten Tumortypen zeigten keine positiven Falle, darunter
insbesondere mesenchymale Neoplasien. Die Pravalenzen der MUCL1-Positivitat unter
verschiedenen Tumorarten sind in Tabelle 7 ,organsystematisch® und in Abbildung 28 in

Form einer Rangliste dargestellt.
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Abbildung 20:  Kraftige MUCL1-Positivitat in  einem  papillaren
Nierenzellkarzinom.

Abbildung 21: Nur minimale granulédre zytoplasmatische MUCL1-
Anfarbung in einem klarzelligen Nierenzellkarzinom.
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Abbildung 22: Heterogene Anfarbung in einem Abbildung 23: Kréaftige zytoplasmatische MUC1-

Gleason 3 + 3 = 6 Adenokarzinom der Prostata. Anfarbung in  einem
Adenokarzinom der Prostata.

Abbildung 24: Kréftige zytoplasmatische MUC1-Anfarbung in
einem Gleason 5 + 5 = 10 Adenokarzinom der Prostata.

Gleason

4+4=8
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Abbildung 25: Kraftige MUC1-Expression in den Zellen

eines diffus wachsenden Adenokarzinoms
Pankreas.

des

Abbildung 26: Maligner Miiller’'scher Mischtumor

des Ovars mit
Expression.

fokal maRiggradiger MUC1-

Abbildung 27: Adenokarzinom des Osophagus mit kraftiger

diffuser MUC1-Positivitat.
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Tabelle 7: MUC1-Expression in humanen Tumoren (exklusive des grof3en Prostata-TMAS).

Tumorgruppe Tumortyp und/oder -subtyp n Negativ | Schwach | Moderat Stark Positiv
auswertbar [%0] [%0] [%0] [%0] gesamt [%0]

Pilomatrixom 33 75,8 24,2 0 0 24,2

Benigner Naevus 15 100 0 0 0 0
Basaliom 27 77,8 11,1 7.4 3,7 22,2
VLU L (R Haut Plattenepithelkarzinom 34 5,9 20,6 29,4 441 94,1

Malignes Melanom 38 100 0 0 0 0
Merkelzellkarzinom 42 16,7 7,1 4.8 71,4 83,3
Larynx Plattenepithelkarzinom 41 49 22,0 22,0 51,2 95,1
Mundhdhle Plattenepithelkarzinom 47 6,4 38,3 27,7 27,7 93,6
Kopf-Hals-Tumoren Parotis pleomorphes Adenom 39 53,8 12,8 23,1 10,3 46,2
Parotis Warthin-Tumor 43 0 4.7 9,3 86,0 100
Speicheldriise Basalzelladenom 13 38,5 53,8 0 7,7 61,5
Tumoren der Lunge, der Lunge kleinzelliges Karzinom 15 0 0 6,7 93,3 100
Pleura und des Thy’mus Thymom _ 24 62,5 12,5 12,5 12,5 37,5
Malignes Mesotheliom 38 31,6 13,2 18,4 36,8 68,4
Vagina Plattenepithelkarzinom 19 5,3 15,8 15,8 63,2 94,7
Vulva Plattenepithelkarzinom 30 6,7 26,7 23,3 43,3 93,3
Zervix Plattenepithelkarzinom 31 0 6,5 12,9 80,6 100
Zervix Adenokarzinom 40 0 2,5 15,0 82,5 100
Endometriumkarzinom endometrioid 220 2.3 8,2 10,5 79,1 97,7
Endometriumkarzinom seros 52 1,9 1,9 5,8 90,4 98,1

u n Endometrium
qul?ukr?]lggffhe MUIIer’sch'er Mischtumor 43 233 9.3 14,0 53,5 76,7
Endome_trlumka_ermom 13 231 308 77 385 76.9
de-/undifferenziert

Endometriumkarzinom klarzellig 8 0 12,5 0 87,5 100

Uterus Stromasarkom 12 100 0 0 0 0
Karzinosarkom 3 66,7 33,3 0 0 33,3
Ovarialkarzinom endometrioid 43 0 4.7 0 95,3 100
Ovarialkarzinom seros 109 0 2,8 5,5 91,7 100
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Tabelle 7 (Fortsetzung): MUC1-Expression in humanen Tumoren (exklusive des grof3en Prostata-TMAS).

(GIST)

Tumorgruppe Tumortyp und/oder -subtyp n Negativ | Schwach | Moderat Stark Positiv
auswertbar [%0] [%0] [%0] [%] gesamt [%]
Ovarialkarzinom muzinds 34 14,7 5,9 2,9 76,5 85,3
Ovarialkarzinom klarzellig 18 0 0 0 100 100
Ovar Miuller’'scher Mischtumor 13 7,7 7,7 7,7 76,9 92,3
Brennertumor 4 0 0 25 75 100
Gyrllicikologische ngrgg]eiﬁlr?r'cggn(NST) 1.237 1,0 4,6 5,8 88,6 99,0
umoren Mammakarzinom lobular 232 0,9 13 9,5 88,4 99,1
Mammakarzinom medullar 11 0 9,1 9,1 81,8 100
Mammakarzinom tubuléar 8 0 0 0 100 100
Mammakarzinom muzinds 30 0 10,0 13,3 76,7 100
Mamma phylloider Tumor 27 0 0 0 100 100
Kolonadenom low-grade 32 6,3 12,5 25,0 56,3 93,8
Kolonadenom high-grade 35 8,6 11,4 22,9 57,1 91,4
Kolon Adenokarzinom 1.754 19,2 39,6 18,2 23,0 80,8
Dinndarm Adenokarzinom 4 25,0 0 0 75,0 75,0
Magenkarzinom diffuser Typ 143 15,4 15,4 22,4 46,9 84,6
Magenkarzinom intestinaler Typ 153 11,1 20,3 11,8 56,9 88,9
Magenkarzinom gemischter Typ 57 7,0 14,0 22,8 56,1 93,0
Osophagus Adenokarzinom 65 9,2 9,2 13,8 67,7 90,8
Gastrointestinale Osophagus Plattenepithelkarzinom 61 8,2 26,2 24,6 41,0 91,8
Tumoren Analkanal Plattenepithelkarzinom 29 3,4 24,1 20,7 51,7 96,6
Cholangiozellulares Karzinom 33 6,1 9,1 12,1 72,7 93,9
Hepatozelluldres Karzinom 44 86,4 9,1 45 0,0 13,6
Pankreas duktales Adenokarzinom 57 0 1,8 8,8 89,5 100
Pankreas/Papille Adenikarzinom 23 8,7 0 43 87 91,3
Pankreas neuroendokriner Tumor 32 59,4 12,5 3,1 25,0 40,6
Pankreas Azinuszellkarzinom 6 33,3 33,3 0 33,3 66,7
Gastrointestinaler Stromatumor 38 100 0 0 0 0
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Tabelle 7 (Fortsetzung): Ergebnisse der MUC1-Immunhistochemie nach Tumorgruppe und Tumortyp/-subtyp sortiert (exklusive des grof3en Prostata-TMAS).

Tumorgruppe Tumortyp und/oder -subtyp n Negativ | Schwach | Moderat Stark Positiv
auswertbar [%0] [%0] [%0] [%] gesamt [%]

Urothelkarzinom pTa G2 low 154 7,1 33,1 24,0 35,7 92,9
Urothelkarzinom pTa G2 high 133 7,5 30,1 21,1 41,4 92,5
Urothelkarzinom pTa G3 137 6,6 21,9 28,5 43,1 934
Urothelkarzinom pT2 - 4 G3 870 8,9 18,3 14,7 58,2 91,1
Harnblasenkarzinom kleinzellig 18 33,3 11,1 11,1 44.4 66,7
Nierenzellkarzinom klarzellig 836 9,4 26,7 22,7 41,1 90,6
Nierenzellkarzinom papillar 237 13,1 19,4 14,8 52,7 86,9
Nierenzellkarzinom chromophob 123 1,6 3,3 4,1 91,1 98,4
Nierenzellkarzinom klarzellig

Urogenitale Tumoren | (tubulo-)papillar 21 0 14,3 9.5 76,2 100
Onkozytom 164 12,8 19,5 9,8 57,9 87,2
Prostatakarzinom Gleason 3 + 3 74 77,0 12,2 6,8 4.1 23,0
Prostatakarzinom Gleason 4 + 4 67 53,7 14,9 9,0 22,4 46,3
Prostatakarzinom Gleason 5 + 5 73 46,6 17,8 9,6 26,0 53,4
Prostatakarzinom kleinzellig 15 26,7 13,3 0 60,0 73,3
Seminom 46 91,3 8,7 0 0 8,7
Hoden embryonales Karzinom 41 100 0 0 0 0
Dottersacktumor 39 71,8 25,6 0 2,6 28,2
Teratom 28 67,9 3,6 7,1 21,4 32,1
Schilddriisenadenom 37 73,0 27,0 0 0 27,0
Schilddrisenkarzinom papillar 45 22,2 13,3 20,0 44,4 77,8
Schilddriisenkarzinom medullar 28 96,4 3,6 0 0 3,6

Endokrine Tumoren Schilddriisenkarzinom follikular 40 55,0 22,5 10,0 12,5 45,0
Schilddriisenkarzinom anaplastisch 20 50,0 15,0 25,0 10,0 50,0
Nebennierenadenom 44 95,5 0 2,3 2,3 45
Nebennierenkarzinom 20 90,0 0 5,0 5,0 10,0
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Tabelle 7 (Fortsetzung): Ergebnisse der MUC1-Immunhistochemie nach Tumorgruppe und Tumortyp/-subtyp sortiert (exklusive des grof3en Prostata-TMAS).

Tumorgruppe Tumortyp und/oder -subtyp n Negativ | Schwach | Moderat Stark Positiv
auswertbar [%0] [%0] [%0] [%] gesamt [%]
Endokrine Tumoren Phaochromo_zytom 41 97,6 24 0 0 24
Neuroendokriner Tumor 27 63,0 3,7 7,4 25,9 37,0
Hamatologische Non-Hodgkin-Lymphom 39 89,7 51 51 0 10,3
Neoplasien Hodgkin-Lymphom 38 44,7 0 0 55,3 55,3
Leiomyom 44 90,9 4.5 4.5 0 9,1
Leiomyosarkom 43 65,1 7,0 18,6 9,3 34,9
. Liposarkom 39 84,6 10,3 51 0 15,4
Weichgewebstumoren Rirt)esenzelI-Sehnenscheidentumor 41 97,6 2,4 0 0 2,4
Angiosarkom 27 88,9 3,7 7,4 0 11,1
Granularzelltumor 22 100 0 0 0 0

Knochentumoren Chrondrosarkom 10 70,0 20,0 10,0 0 30,0
Osteosarkom 19 89,5 10,5 0 0 10,5
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Legende: R Anteil MUC1-positiver Gewebeproben [%]

Abbildung 28: MUC1-Expression in humanen Tumoren (Rangliste).
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Kolon Adenokarzinom
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Thymom

Neuroendokriner Tumor
Leiomyosarkom

Karzinosarkom

Teratom

Chondrosarkom
Dottersacktumor
Schilddriisenadenom
Pilomatrixom

Prostatakarzinom Gleason 3 + 3
Basaliom

Liposarkom

Hepatozelluldares Karzinom
Angiosarkom

Osteosarkom
Non-Hodgkin-Lymphom
Nebennierenkarzinom
Leiomyom

Seminom

Schilddriisenkarzinom medullar X
Riesenzell-Sehnenscheidentumor x
Phdochromozytom x
Uterus Stromasarkom x
Granularzelltumor x
Hoden embryonales Karzinom x
Benigner Naevus x
Malignes Melanom X

Gastrointestinaler Stromatumor (GIST)X
0%

Nebennierenadenom x

10%

20%

30%

40% 50% 60% 70%

80%

90%

100%

Legende:

% Anteil MUC1-positiver Gewebeproben [%]

Abbildung 28 (Fortsetzung): MUC1-Expression in humanen Tumoren (Rangliste).
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3.3 Klinische Relevanz der MUC1-Expression beim Prostatakarzinom

Von den 15.392 auswertbaren Tumoren des Prostata-TMAs zeigten 1,6 % eine starke
Expression, 6,5 % eine mafig starke und 29,9 % eine geringe Positivitat. 61,9 % der
Proben waren MUC1-negativ. Das Vorliegen einer MUC1-Expression war mit einem
fortgeschrittenem Tumorstadium, einem hohen Gleason-Score, dem Vorhandensein von
Lymphknotenmetastasen und einer hoheren Wahrscheinlichkeit eines positiven R1-Status
assoziiert (Tabelle 8, p jeweils < 0,0001). Die MUC1-Expression war auch hochsignifikant
mit einer ungunstigen Prognose assoziiert, wobei insbesondere die 216 Tumoren mit
starker MUC1-Expression ein besonders grofRes Risiko eines friihen PSA-Rezidivs
aufwiesen (Abbildung 29, p <0,0001). Zur Klarung, ob diese prognostische Bedeutung
unabhangig von etablierten Prognosefaktoren ist, wurden 4 verschiedene Szenarien
evaluiert. In Szenario 1 wurden samtliche postoperativ verfugbaren Prognosemarker in die
Untersuchung miteinbezogen, einschliellich pT, pN, Gleason-Score, R-Status und
praoperativem Serum-PSA. In Szenario 2 wurden prinzipiell die gleichen postoperativ
verfigbaren Parameter verwendet, allerdings unter Ausschluss des Nodalstatus. Da eine
Lymphadenektomie insbesondere bei Tumoren mit bereits praoperativ unginstigen
prognostischen Parametern durchgefuhrt wird (Oderda et al. 2020), kénnte die Limitierung
der Untersuchung auf eine Gruppe mit Angaben zum Nodalstatus eine Verfalschung der
Analyse induzieren. Die Szenarien 3 und 4 verwendeten Parameter, welche bereits
praoperativ, also zum Zeitpunkt wo therapeutische Entscheidungen getroffen werden
missen, vorliegen. Dazu gehorten das klinische Stadium (cT), der an der Biopsie
bestimmte Gleason-Score und der praoperative Serum-PSA-Wert. Die Szenarien 3 und 4
unterscheiden sich in dem fur die Untersuchung verwendeten Gleason-Score. Bei Szenario
4 wurde der bei der Biopsie bestimmte Gleason-Score bertcksichtigt. Allerdings erfolgte
die Gleason-Gradierung, der bekanntermafl3en eine hohe Interobserver-Variabilitéat
innewohnt, in den Praxen zahlreicher verschiedener Pathologen in Deutschland und auch
international, sodass bei diesen Bestimmungen kein einheitlicher Standard vorgelegen hat.
In Szenario 3 wurde der Gleason-Score, der am Institut fur Pathologie des UKE anlasslich
der Prostatektomie bestimmt wurde, verwendet. Dieses Verfahren hat allerdings den
Nachteil, dass Sampling-Error-Probleme, die typischerweise einen Teil der Inkonsistenzen
zwischen Biopsie-Gleason-Score und Prostatektomie-Gleason-Score ausmachen,
eliminiert wurden, sodass der so ermittelte Gleason-Score ,besser ist, als es
normalerweise bei Biopsien zu erwarten ware. Die Ergebnisse der multivariaten Analysen
sind in Tabelle 9 dargestellt. Sie zeigen eine unabhangige prognostische Bedeutung einer
starken MUC1-Expression gegenuber einer negativen MUC1-Expression in den Szenarien
1, 2, 3 und 4. In Szenario 4 ist dartber hinaus der Unterschied zwischen einer schwachen

MUC1-Expression und einer starken MUC1-Expression prognostisch bedeutsam.
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Tabelle 8: MUC1-Expression und Tumorphénotyp beim Prostatakarzinom. Tert. = Tertirgrad

Parameter n negativ | schwach | moderat stark Wert
auswertbar |  [%] [%] [%] [%] P

Alle
Tumoren 15.392 61,9 29,9 6,5 1,6
Tumorstadium
pT2 9.785 63,8 29,3 6,0 0,9
pT3a 3.367 60,3 29,6 7,0 3,1 < 0,0001
pT3b - pT4 2.083 55,7 33,3 8,2 2,8
Gleason-Score
<3+3 2.859 63,7 29,6 6,0 0,7
3+4 8.114 63,6 29,2 6,0 1,2
3+4Tert.5 723 65,8 27,7 4.8 1,7

<0,0001
4+3 1.483 57,2 31,3 8,4 3,0
4+3Tert. 5 1.070 56,1 32,4 8,1 3,4
24+4 891 53,1 34,3 9,0 3,6
Nodalstatus
NO 9.182 62,0 30,1 6,3 1,7

<0,0001
N+ 1.158 54,3 33,1 9,1 3,5
Praoperativer PSA-Wert [ng/mL]
<4 1.895 57,1 32,3 8,8 1,8
4-10 8.984 61,9 30,2 6,5 15

< 0,0001
10-20 3.212 63,0 29,5 5,8 1,8
> 20 1.114 67,7 24,9 5,7 1,7
Resektionsrander
negativ 12.233 62,4 29,9 6,3 1,4

<0,0001
positiv 3.010 59,9 29,9 7,5 2,7
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Abbildung 29: MUC1-Expression und PSA-rezidivireies Uberleben beim Prostatakarzinom.

PSA = prostataspezifisches Antigen.
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Tabelle 9: Multivariate Analyse beim Prostatakarzinom. PSA = prostataspezifisches Antigen. Tert. = Tertiargrad. vs. = versus.

Parameter Szenario 4 Szenario 3 Szenario 2 Szenario 1
(n = 9.909) (n = 11.929) (n=12.117) (n = 7.891)
19(@1,7-21)

< 1 1 ,
3+4vs.<3+3 b < 0,0001
. : 3,2(2,9-3,7)
- < 1 1 ,
Gleason-Score Biopsie 4+3vs.S£3+3 0 < 0,0001
4,4 (3,9-5,0)
> <
24+4vs.S3+3 b < 0,0001
1,3(1,2-1,5) 1,3(1,2-1,4)
T2avs.Tlc p < 0,0001 p < 0,0001
1,9(1,6-2,1) 1,7(1,5-1,9)
T2bvs. Tic p < 0,0001 p < 0,0001
cT-Stadium ( ) ( )
19(16-24 19(01,5-2,3
T2cvs. Tlc p < 0,0001 p < 0,0001
1,3(1,0-1,7) 1,5(1,1-1,8)
T3avs. Tle b =0,0378 b = 0,0036
4-10vs. <4 1,3(1,2-1,6) 1,2(1,1-1,4) 1,1(1,0-1,3) 1,1(0,9-1,3)
' p = 0,0001 p = 0,0020 p = 0,0533 p =0,1978
’ : . ] 2,2 (1,8 -2,6) 1,9 (1,6 - 2,2) 1,6 (1,4 - 1,8) 1,4 (1,2-1,7)
Praoperativer PSA-Wert 10-20vs.<4 0 < 0,0001 b < 0,0001 b < 0,0001 p < 0,0001
S 20vs. <4 3,4(2,8-4,1) 2,6 (2,2-3,0) 1,8(1,6-2,1) 1,6 (1,4 - 2,0)
' p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001
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Tabelle 9 (Fortsetzung): Multivariate Analyse beim Prostatakarzinom. PSA = prostataspezifisches Antigen. Tert. = Tertirgrad. vs. = versus.

Parameter Szenario 4 Szenario 3 Szenario 2 Szenario 1
0,8 (0,6 - 1,0) 0,8(0,7-1,1) 0,9(0,7-1,1) 0,9(0,7-1,2)

moderat vs. stark b = 0,0656 p =0,1859 p=02174 p = 0,3647
: . 0,7 (0,5-0,8) 0,8 (0,7 -1,0) 0,9 (0,7-1,1) 0,9(0,7-1,1)

MUC1-Expression schwach vs. stark b = 0,0007 b = 0,0860 b =0,1698 D = 0,2468
negativ vs. stark 0,6 (0,4-0,7) 0,7(0,6-0,9) 0,7(0,6-0,9) 0,8 (0,6 - 1,0)

9 ' p < 0,0001 p = 0,0008 p = 0,0049 p = 0,0281
3,1(2,7 - 3,6) 25(2,2-29) 2,4(1,9-2,9)

<

3+4vs.S3+3 p < 0,0001 b < 0,0001 p < 0,0001

8,5 (7,2-10,0) 5,7 (4,8 -6,7) 5,0 (4,0 - 6,3)
<

4+3vs.53+3 p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001
_ . | 3+4Tert.5vs. 6,7 (5,4 - 8,4) 4,6 (3,7-5,7) 4,1 (3,1-5,4)

Gleason-Score Prostatektomie <3+3 b < 0,0001 b < 0,0001 b < 0,0001
4 + 3 Tert. 5 vs. 13,4 (11,3-16,0) | 7,3 (6,1 - 8,8) 5,9 (4,6 - 7,5)

<3+3 p < 0,0001 p < 0,0001 p < 0,0001
17,1 (14,4-20,3) | 8,3(6,9-10,0) |6,6(5,1-8,4)

> <

24+4vs.S3+3 b < 0,0001 b < 0,0001 p < 0,0001
2,0(1,8-2,1) 1,9(1,7-2,1)

T3avs. T2 p < 0,0001 p <0,0001
pT-Stadium ( ) ( )
32(2,9-3,6 2,8(2,4-3,1

T3b -4vs. T2 p < 0,0001 p < 0,0001
. . 1,3(1,2-1,4) 1,2 (1,1-1,3)

Resektionsréander R1vs. RO 0 < 0,0001 b = 0,0009
1,6 (1,4 -1,8)

Nodalstatus N+ vs. NO b < 0,0001




3.4 Klinische Relevanz der MUC1-Expression beim Magenkarzinom

Von 412 in der Studie untersuchten Magenkarzinomen waren 350 (85,0 %) auswertbar.

49,4 % dieser Tumoren zeigten eine starke, 22,6% eine maRig starke und 18,6 % eine

schwache MUCL1-Positivitat. Nur 9,4 % der Tumoren waren MUC1-negativ. Die Beziehung

der MUC1-Expression zum Tumorphanotyp ist in Tabelle 10 dargestellt. Es findet sich eine

signifikante Korrelation zwischen MUC1-Positivitdt und fortgeschrittenem Tumorstadium

(p =0,0117), jedoch kein Zusammenhang zu Wachstumsmustern, Nodalstatus oder

Mikrosatelliteninstabilitat.

Tabelle 10: MUC1-Expression beim Magenkarzinom und Tumorphanotyp.

Parameter n negativ | schwach | moderat | stark Wert
auswertbar | [%] [%] [%] [%] P

Alle 350 9,4 18,6 22,6 49,4
Tumoren
Laurén-Klassifikation
Diffus 74 9,5 21,6 29,7 39,2
Intestinal 87 10,3 26,4 16,1 47,1 0,2137
Gemischt 57 7,0 14,0 22.8 56,1
Tumorstadium
pTl-2 55 20,0 14,5 20,0 455
pT3 114 5,3 18,4 19,3 57,0 0,0117
pT4 116 5,2 20,7 31,0 43,1
Nodalstatus
pNO 70 10,0 14,3 24,3 51,4
pN1 59 10,2 20,3 18,6 50,8

0,3427
pN2 58 8,6 13,8 22,4 55,2
pN3 96 3,1 22,9 30,2 43,8
Mikrosatelliteninstabilitat
instabil 38 5,3 15,8 15,8 63,2

0,3737
stabil 253 7.5 17,4 26,1 49,0
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3.5 Klinische Relevanz der MUC1-Expression beim Endometriumkarzinom

Von 336 erfolgreich untersuchten Endometriumkarzinomen zeigten 76,2 % eine starke,
9,8 % eine malRig starke und 8,3 % eine schwache Expression. Nur 5,7 % waren MUC1-
negativ. Die Beziehung zum histologischen Phanotyp ist in Tabelle 11 dargestellt. Dabei
zeigt sich insbesondere eine Abhangigkeit der MUC1-Expression vom histopathologischen
Phanotyp. 2,3 % der endometrioiden, 14,8 % der malignen Muller'schen Mischtumoren und
23,1 % der dedifferenzierten/undifferenzierten Karzinome waren MUC1-negativ. Eine
statistisch signifikante Beziehung fand sich fur die Gruppe der endometrioiden Karzinome
zwischen MUC1-Expression und dem pT-Stadium (p = 0,0256), wobei diese allerdings
wegen der besonders hohen Haufigkeit von starker Positivitat bei pT2-Tumoren im
Vergleich zu pT1- und pT3- bis pT4-Karzinomen entstanden sein dirfte. Angesichts der
fehlenden biologischen Plausibilitit besonders hoher MUC1-Werte bei Tumoren mit
intermediaren Risikoprofil interpretierten wir diesen statistisch signifikanten p-Wert als

statistisches Artefakt.

Tabelle 11: MUC1-Expression beim Endometriumkarzinom und klinisch-pathologische Parameter.
* im Vergleich zu endometrioiden Endometriumkarzinomen. ** nur endometrioide Endometriumkarzinome.

Parameter n negativ | schwach | moderat | stark Wert
auswertbar | [%] [%)] [%] % | P

Alle Tumoren 336 5,7 8,3 9,8 76,2
Histologischer Typ
Endometrioid 177 2,3 9,0 11,9 76,8
Seros 28 0,0 3,6 7,1 89,3 0,3564*
Maligner
Mdaller’'scher 27 14,8 11,1 14,8 59,3 0,0571*
Mischtumor
DB EZE 13 23,1 30,8 7,7 385 | 0,003*
undifferenziert
Klarzellig 8 0,0 12,5 0,0 87,5 0,4921*
Tumorstadium**
pT1l 114 3,5 7,9 14,9 73,7
pT2 24 0,0 4,2 0,0 95,8 0,0256
pT3-4 35 0,0 17,1 8,6 74,3
Nodalstatus**
pNO 50 2,0 12,0 12,0 74,0

0,9736
pN+ 30 3,3 13,3 10,0 73,3
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3.6 Klinische Relevanz der MUC1-Expression beim Kolonkarzinom

1.754 (93,2 %) von 1.882 Kolonkarzinomen sind in dieser Studie erfolgreich untersucht
worden. Hiervon zeigten 23,0 % eine starke, 18,2 % eine malfiig starke und 39,6 % eine
schwache MUC1-Expression, wahrend 19,2 % der Tumoren MUC1-negativ waren. Die
MUC1-Positivitdt war signifikant assoziiert mit rechtsseitiger Lokalisation im Kolon
(p = 0,0218), dem Vorliegen einer Mikrosatelliteninstabilitat (p < 0,0001) und dem Vorliegen
von BRAF-Mutationen (p = 0,0002). Keine Beziehung fand sich allerdings zum pT-Stadium,

dem Nodalstatus oder dem Vorliegen von Lymph- oder BlutgefaRinvasion (Tabelle 12).

3.7 Klinische Relevanz der MUC1-Expression beim Mammakarzinom

1.545 von 1.846 (83,7 %) untersuchten Mammakarzinomen waren bezliglich MUC1-
Expression auswertbar. Davon zeigten 88,5 % eine starke, 6,4 % eine malig starke und
4,1 % eine schwache MUC1-Expression, wahrend 0,9 % der Tumoren MUC1-negativ
waren. Von 1.273 NST-Karzinomen zeigten 88,6 % eine starke, 5,8 % eine malilig starke,
4,6 % eine schwache Expression und nur 1,0 % waren negativ. Von 232 lobuléren
Karzinomen zeigten 88,4 % eine starke, 9,5 % eine mafig starke und 1,3 % eine schwache
Expression. Tumoren ohne Nachweis einer MUC1-Expression kamen in dieser Gruppe mit
nur 0,9 % vor. Trotz nur minimaler Unterschiede in der Positivitdtsrate ergab sich ein
statistisch signifikanter Unterschied in der MUC1-Expression zwischen lobularen und NST-
Karzinomen (p =0,0017). Die Zusammenhange zwischen der MUC1-Expression und
pathologischen beziehungsweise molekularen Parametern sind fur die gré3te histologisch
homogene Untergruppe der NST-Karzinome in Tabelle 13 dargestellt. In dieser Gruppe war
die MUCI1-Expression grenzwertig mit dem Nodalstatus (p =0,0594), dem
Differenzierungsgrad (p = 0,0069) und dem pT-Stadium (p =0,0928) assoziiert. Es
bestanden allerdings hochsignifikante Zusammenhénge zwischen der MUC1-Expression
und einem positiven Ostrogenrezeptor (ER)-status (p < 0,0001) sowie einem positiven
Progesteronrezeptor (PR)-status (p < 0,0001). Von 138 sogenannten ,triple-negativen”
Karzinomen (negativ fur ER, PR und Her2) waren nur 69,6 % der Tumoren stark MUC1-
positiv, im Gegensatz zu 90,5 % der lbrigen Karzinome (p < 0,0001). Ein Zusammenhang
mit der Patientenprognose fand sich fur die MUC1-Expression in der Untergruppe der NST-
Karzinome jedoch nicht (Abbildung 30).
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Tabelle 12: MUC1-Expression beim Kolonkarzinom und klinisch-pathologische Parameter.

Parameter n Negativ | Schwach | Moderat Stark Wert
auswertbar | [%)] [%] [%] [%] P

Alle 1.754 19,2 39,6 18,2 23,0
Tumoren
Tumorstadium
pT1 73 9,6 35,6 28,8 26,0
pT2 338 20,7 42,3 16,0 21,0

0,2473
pT3 923 19,4 39,5 17,6 23,5
pT4 337 19,3 39,8 17,5 23,4
Nodalstatus
pNO 868 20,3 38,4 18,4 22,9

0,485
pN+ 787 18,4 41,6 16,8 23,3
GefaRinvasion
VO 1.209 19,4 38,8 18,3 23,5

0,4289
V+ 435 17,5 43,0 16,3 23,2
Lymphgefallinvasion
LO 624 21,0 37,5 17,3 24,2

0,2529
L1 1.006 18,0 41,8 17,6 22,6
Seite
Rechts 454 17,4 36,8 17,4 28,4

0,0218
Links 1.223 19,9 41,0 17,8 21,3
Mikrosatellitenstatus
Instabil 88 11,4 28,4 14,8 455

< 0,0001
stabil 1.142 20,0 41,0 17,9 21,2
RAS
Mutiert 357 18,2 37,3 18,8 25,8

0,376
Wildtyp 464 20,9 40,5 16,8 21,8
BRAF V600E
Mutiert 21 0 23,8 23,8 52,4

0,0002
Wildtyp 127 20,5 42,5 22.8 14,2
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Tabelle 13: MUC1-Expression und Tumorph&notyp beim NST-Mammakarzinom.
NST = No Special Type (Mammakarzinom ohne speziellen Typ)

Parameter n Negativ | Schwach | Moderat Stark Wert
auswertbar | [%] [%] [%] [%] P
Alle 1.273 1,0 4,6 5,8 88,6
Tumoren
Tumorstadium
pT1 611 1,3 51 4,6 89,0
pT2 432 0,5 3,2 6,5 89,8 0,0928
pT3-4 89 1,1 2,2 11,2 85,4
Differenzierungsgrad
Gl 183 0,5 1,6 4,4 93,4
G2 598 0,8 3,7 4,7 90,8 0,0069
G3 391 1,3 6,6 8,4 83,6
Nodalstatus
pNO 507 1,0 59 5,7 87,4
pN1 233 0,4 2,1 9,0 88,4
0,0594
pN2 74 1,4 14 2,7 94,6
pN3 53 0,0 1,9 3,8 94,3
Fernmetastasen
pMO 200 0,5 50 6,5 88,0
0.9604
pM1 108 0,9 4,6 7,4 87,0
HER2
Negativ 882 1,1 5,0 6,7 87,2
0,1029
Positiv 123 0,0 2,4 4,1 93,5
Ostrogenrezeptorstatus
Negativ 205 2,4 9,8 10,7 77,1
< 0,0001
Positiv 750 0,7 3,7 55 90,1
Progesteronrezeptorstatus
Negativ 401 2,0 7,5 8,0 82,5
< 00,0001
Positiv 601 0,3 2,7 55 91,5
Triple-negative
Nein 788 0,6 3,6 53 90,5
< 0,0001
Ja 138 3,6 12,3 14,5 69,6
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Abbildung 30: MUC1-Expression und Prognose beim NST-Mammakarzinom.
NST = No Special Type (Mammakarzinom ohne speziellen Typ)

3.8 Klinische Relevanz der MUC1-Expression beim Nierenzellkarzinom

Von 1.442 in dieser Studie untersuchten Onkozytomen und Nierenzellkarzinomen waren
1.381 (95,8 %) auswertbar. Vom Gesamtkollektiv zeigten 50,1 % eine starke, 18,0 % eine
malig starke und 22,3 % eine schwache MUC1-Positivitat. 9,6 % waren MUC1-negativ. Die
Haufigkeit der MUC1-Expression unterschied sich signifikant zwischen unterschiedlichen
Tumortypen (Tabelle 14), wobei eine MUC1-Positivitat besonders haufig bei chromophoben
Karzinomen und Onkozytomen, aber seltener bei papillaren und klarzelligen Karzinomen

auftrat.
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Tabelle 14: MUC1-Expression und histologischer Subtyp.
*im Vergleich zu klarzelligen Nierenzellkarzinomen

Histologischer n Negativ | Schwach | Moderat | Stark .
Tumortyp auswertbar [%0] [%0] [%0] [%0] PRE!

Alle Tumoren 1.208 9,6 23,8 19,0 47,5

Klarzellig 789 9,0 27,6 23,2 40,2

Papillar 198 12,6 20,7 15,2 51,5 0,002

Onkozytom 121 14,9 19,8 9,1 56,2 < 0,0001

Chromophob 79 2,5 2,5 51 89,9 < 0,0001

z'uagﬁﬁj'_i%apmar 21 0 14,3 9,5 76,2

Die Beziehung zwischen MUC1-Expression und dem histopathologischen Phéanotyp ist fur
die klarzelligen Karzinome in Tabelle 15 gezeigt. Dabei zeigt sich eine signifikante Zunahme
der MUC1-Expression mit zunehmendem ISUP (International Society of Uropathology)-
(p = 0,0206) und Thoenes-Grad (p = 0,0143) wahrend die Beziehungen zu Fuhrman-Grad,
pT-, pN- und M-Status keine statistisch signifikanten Unterschiede aufwiesen.
Dementsprechend fand sich fur die klarzelligen Karzinome bei stark MUC1-positiven
Karzinomen eine Tendenz zu unginstiger Prognose (Abbildungen 31 - 33). Die separate
Untersuchung von vier Gruppen mit negativer, schwacher, maiig starker und starker
Expression zeigte allerdings, dass ein prognostischer Effekt der MUC1-Expression
insbesondere bei den stark positiven Tumoren auftrat. Eine erneute Analyse der Tumoren
nach Zusammenfassung der Gruppen mit fehlender, schwacher oder mafig starker
Expression als MUC1-low ergab deutlichere und statistisch signifikantere Ergebnisse
(Abbildungen 34 - 36), wobei bei dieser Analyse eine starke MUC1-Expression signifikant
mit dem Gesamtiiberleben (p = 0,0017), dem rezidivfreien Uberleben (p = 0,0007) und dem
tumorspezifischen Uberleben (p = 0,0003) assoziiert war.

Die Beziehung zwischen MUC1-Expression und histopathologischen Parametern bei
papillaren Nierenzellkarzinomen ist in Tabelle 16 dargestellt. Diese Analyse zeigte einen
signifikanten Zusammenhang zwischen geringer MUC1-Expression und einem
fortgeschrittenen UICC (Union Internationale Contre le Cancer)-Stadium beziehungsweise
dem Vorliegen von Fernmetastasen. Die hierfir zur Verfiigung stehenden Fallzahlen waren
allerdings gering, sodass diese statistischen Assoziationen, wie auch die signifikante
Beziehung mit dem rezidivfreien und dem tumorspezifischnen  Uberleben

(Abbildungen 37 - 39), mit Vorsicht zu interpretieren sind.
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Tabelle 15: MUC1-Expression und Tumorphé&notyp beim klarzelligen Nierenzellkarzinom.

Parameter n Negativ | Schwach | Moderat Stark Wert
auswertbar | [%] [%] [%] [%] P
ISUP (International Society of Uropathology)-Grad
1 258 7,4 34,1 26,4 32,2
2 256 9,0 24,6 22,3 44,1
0,0206
3 219 8,7 24,7 23,3 43,4
4 46 19,6 21,7 15,2 43,5
Fuhrmann-Grad
1 44 4,5 36,4 27,3 31,8
2 467 8,6 29,3 23,3 38,8
0,1012
3 223 8,1 23,3 23,8 44.8
4 54 20,4 22,2 16,7 40,7
Thoenes-Grad
1 295 7,8 33,2 24,7 34,2
2 422 8,5 24,2 23,2 44,1 0,0143
3 71 16,9 23,9 16,9 42,3
UICC (Union Internationale Contre le Cancer)-Stadium
1 363 9,4 30,0 25,6 35,0
2 40 10,0 20,0 25,0 45,0
0,1957
3 95 53 27,4 18,9 48,4
4 77 9,1 23,4 18,2 49,4
Tumorstadium
pT1l 471 8,5 29,9 24,0 37,6
pT2 86 9,3 22,1 31,4 37,2 0,0963
pT3 -4 225 10,2 25,3 18,2 46,2
Nodalstatus
pNO 132 7,6 29,5 22,0 40,9
0,0754
PN+ 19 0 21,1 10,5 68,4
Fernmetastasen
MO 119 6,7 32,8 21,8 38,7
0,3317
M+ 79 8,9 22,8 19,0 49,4
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Abbildung 31: MUC1-Expression in klarzelligen
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Abbildung 34: MUC1-Expression in klarzelligen
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Abbildung 32: MUC1-Expression in klarzelligen
Nierenzellkarzinomen und rezidivfreies
Uberleben.
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Abbildung 35: MUC1-Expression in klarzelligen
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Abbildung 33: MUC1-Expression in klarzelligen
Nierenzellkarzinomen und tumorspezifisches
Uberleben.

Abbildung 36: MUC1-Expression in klarzelligen
Nierenzellkarzinomen und tumorspezifisches
Uberleben (2 Gruppen).
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Tabelle 16: MUC1-Expression und Tumorphé&notyp beim papillaren Nierenzellkarzinom.

Parameter n Negativ | Schwach | Moderat Stark Wert
auswertbar | [%] [%] [%] [%] P
ISUP (International Society of Uropathology)-Grad
1 42 7,1 21,4 11,9 59,5
2 91 7,7 17,6 17,6 57,1
0,1527
3 62 21,0 24,2 14,5 40,3
4 1 0 100 0 0
Fuhrmann-Grad
1 2 0 50,0 0 50,0
2 131 7,6 17,6 14,5 60,3
0,0553
3 60 21,7 26,7 16,7 35,0
4 3 0 33,3 33,3 33,3
Thoenes-Grad
1 51 7,8 19,6 11,8 60,8
2 136 12,5 22,1 16,2 49,3 0,6912
3 9 22,2 11,1 22,2 44,4
UICC (Union Internationale Contre le Cancer)-Stadium
1 106 12,3 17,0 14,2 56,6
2 20 5,0 35,0 15,0 45,0
0,0104
3 5 20,0 40,0 40,0 0
4 12 41,7 0 16,7 41,7
Tumorstadium
pT1l 136 13,2 20,6 13,2 52,9
pT2 41 49 19,5 19,5 56,1 0,0568
pT3 -4 14 35,7 14,3 28,6 21,4
Nodalstatus
pNO 19 36,8 53 53 52,6
0,74
PN+ 7 42,9 0 14,3 42,9
Fernmetastasen
MO 27 14,8 18,5 7,4 59,3
0,0354
M+ 6 50,0 0 33,3 16,7
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Abbildung 37: MUC1-Expression in papillaren
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Abbildung 38: MUC1-Expression in papillaren
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3.9 Klinische Relevanz der MUC1-Expression beim Harnblasenkarzinom

Von 1.445 untersuchten Urothelkarzinomen der Harnblase waren 1.294 auswertbar
(89,6 %). Hiervon zeigten 52,2 % eine starke, 17,9 % eine maRig starke und 21,6 % eine
schwache MUC1-Positivitat. 8,3 % der Tumoren waren MUC1-negativ. Der Vergleich von
MUC1-Expression und den histopathologischen Tumorkategorien ist in Tabelle 17
dargestellt. Dabei zeigt sich eine kontinuierliche Zunahme der Tumoren mit kraftiger MUC1-
Positivitat von pTa G2 low- tber pTaG2 high- zu pTa G3- und pT2-Karzinomen wobei die
Positivitatsrate bei pT4-Karzinomen wieder geringer war. Insgesamt waren diese
Unterschiede statistisch signifikant (p <0,0001). Innerhalb der Gruppe von 813
zystektomierten Patienten fand sich allerdings keine prognostische Bedeutung der MUC1-
Expression bezuglich Gesamtiiberleben, rezidivfreiem Uberleben und tumorspezifischem
Uberleben (Abbildungen 40 - 42).

Tabelle 17: MUC1-Expression in Urothelkarzinomen der Harnblase und histologische Tumorkategorie.

Histologisches n Negativ | Schwach | Moderat | Stark Wert
Tumorstadium | auswertbar [%0] [%0] [%0] [%] P

Alle Tumoren 1.294 8,3 21,6 17,9 52,2

pTa G2 low 154 7,1 33,1 24,0 35,7

pTa G2 high 133 7,5 30,1 21,1 41,4

pTa G3 137 6,6 21,9 28,5 43,1

<0,0001

pT2 150 8,7 14,0 12,7 64,7

pT3 247 8,9 16,6 10,9 63,6

pT4 114 53 30,7 13,2 50,9
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4. Diskussion

In der vorliegenden Studie wurden 24.344 Tumoren immunhistochemisch auf die
Expression von MUCL1 untersucht. Es handelt sich dabei um die wohl mit Abstand grof3te,
jemals durchgefihrte Studie, bei der in einem retrospektiven Ansatz Tumoren
verschiedener Art immunhistochemisch auf ihre MUC1-Expression untersucht wurden. Die
Studie wurde durch eine in den letzten Jahren am Institut fir Pathologie des UKE
zusammengestellte Tumorkohorte ermdéglicht, welche in einem Tissue Microarray-Format
fur immunhistochemische und andere In-situ-Untersuchungen vorbereitet worden war. Das
TMA-Verfahren ermdglicht eine massive Beschleunigung von Gewebeuntersuchungen bei
gleichzeitiger drastischer Reduktion der dafiir aufzubringenden Kosten (Simon et al. 2004).
Bei anzunehmenden Reagenzienkosten von 5€ pro Gewebeschnitt hatten allein die
Reagenzienkosten fur diese Studie ca. 144.930 € betragen. Diese Kosten reduzierten sich

bei Untersuchung des gesamten Kollektivs im TMA-Format auf lediglich 330 €.

Der wesentlichste, immer wieder diskutierte Nachteil der Tissue Microarray-Technik ist die
Limitierung der Untersuchung auf eine Gewebemenge von 0,6 mm Durchmesser pro Tumor
(Eskaros et al. 2017). Die kleine GroRRe der untersuchten Proben beinhaltet zwangslaufig
das Risiko, heterogene Befunde zu verpassen. Basierend auf Studien, welche gezeigt
hatten, dass die Entnahme mehrerer Gewebezylinder aus einem Gewebeblock die
Ubereinstimmung von am TMA erhobenen immunhistochemischen Daten mit den an einem
korrespondierenden Grof3schnitt des entsprechenden Gewebeblocks erhobenen Daten
verbessert, war deswegen vorgeschlagen worden, fir TMA-Studien grundsatzlich
mindestens 3 bis 4 Stanzen pro Tumor zu verwenden (Rubin et al. 2002; Camp et al. 2000).
Auf die Verwendung mehrerer Proben pro Tumor wird am Institut fur Pathologie des UKE
allerdings verzichtet. Die Verwendung von 2, 3 oder 4 Stanzen pro Tumor wirde den
Gewebeverbrauch, den Arbeitsaufwand und die Reagenzienkosten fir jede Studie um
einen Faktor von 2 bis 4 erhéhen, ohne die wissenschaftliche Prazision im gleichen Ausmal
zu verbessern. Zwar ist es unbestritten, dass die Entnahme von mehr Stanzen pro Block
zu einer besseren Ubereinstimmung der Befunde zwischen TMA und GroRschnitten der fur
die TMA-Herstellung verwendeten Gewebebldcke fiihren wirde, doch heif3t dies nicht, dass
die Befunde fir einen gesamten Tumor dadurch wesentlich reprasentativer waren (Torhorst
et al. 2001). Die bestehende Literatur zur Evaluation molekularer Daten an TMAs
unterstitzt die Validitat von Daten, die an TMAs mit jeweils einer Gewebestanze pro Tumor
mit einem Durchmesser von 0,6 mm erhoben worden waren (Sauter 2010; Zhang et al.
2003). SchlieRlich wurden in vorangegangenen Studien nicht nur alle in der Literatur
eindeutig etablierten molekularen Prognoseparameter an Tissue Microarrays reproduziert,
sondern es wurden - gerade beim Prostatakarzinom - auch zahlreiche zusatzliche

molekulare Prognoseparameter an TMAs identifiziert (Fu et al. 2019; Huang et al. 2018;
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Zhou et al. 2019; Leighton et al. 2018; Gonnissen et al. 2017). Zu den an TMASs validierten,
bereits friher bestens etablierten Prognosemarkern gehodren beispielsweise
Ostrogenrezeptor (Zhang et al. 2003), Progesteronrezeptor (Ginestier et al. 2002), Her2
(Bhargava et al. 2004) und Ki-67 (Ruiz et al. 2006) beim Mammakarzinom, Vimentin beim
Nierenzellkarzinom (Ingels et al. 2017) und PTEN-Deletionen beim Prostatakarzinom
(Troyer et al. 2015).

Die Daten dieser Studie zeigen, dass MUCL1 bei praktisch allen Tumorarten zumindest in
Einzelfallen exprimiert wird. Dies passt im Wesentlichen zur bereits existierenden Literatur
(Yonezawa et al. 2011; Yonezawa et al. 2008). Eine Vielzahl von Tumoren exprimieren
MUC1 sogar in der Uberwiegenden Mehrzahl der Falle. Zu dieser Gruppe gehdren
beispielsweise Ovarialkarzinome, Pankreaskarzinome, Adenokarzinome von Osophagus
und Magen sowie Plattenepithelkarzinome von zahlreichen verschiedenen
Ausgangsorganen. Zu den Tumorarten mit besonders variabler MUC1-Expression
einschlieB3lich einer relevanten Menge von MUC1-negativen aber auch von stark positiven
Tumoren gehdren beispielsweise maligne Mesotheliome, Prostatakarzinome,
Schilddrisenkarzinome oder etwa neuroendokrine Tumoren. Tumorentitdten mit nur
seltener Expression von MUC1 (< 20 %) beinhalteten das hepatozellulare Karzinom,
Nebennierenadenome und -karzinome, Keimzelltumoren des Hodens, Phdochromozytome
und verschiedene Weichteiltumoren. Zu den wenigen in unserer Studie immer negativen
Tumorentitaten gehorte das maligne Melanom (n = 38), benigne Navi (n=15), das
Stromasarkom des Uterus (n = 12), gastrointestinale Stromatumoren (n = 38), embryonale

Karzinome des Hodens (n = 41) und Granularzelltumoren (n = 22).

Die aus unseren Daten entstandene Rangliste der 91 untersuchten Tumorentitaten nach
der Haufigkeit ihrer MUC1-Expression ist eines der wesentlichen Resultate dieser Arbeit.
Diese Rangliste ware in dieser Form aufgrund der Daten der Literatur nicht ohne weiteres
S0 zu erwarten gewesen. Die in Abbildung 43 gezeigte Darstellung unserer eigenen Daten
im Vergleich zur friher publizierten Literatur (zugehorige Literaturquellen in Tabelle 1)
macht deutlich, dass die Angaben aus der Literatur bei der tGberwiegenden Mehrzahl der
Tumorentitaten aufRerst divergent sind. Als Ursachen fir die Diskrepanzen in der Literatur
bieten sich unter anderem Verschiedenheiten der verwendeten Antikorper, der
verwendeten  Farbeprotokolle und der unterschiedlichen Interpretation der

immunhistochemischen Farbungen an.

71



Mammakarzinom medullar @
Ovarialkarzinom klarzellig
Nierenzellkarzinom klarzellig (tubulo-)papillar
Mammakarzinom tubulir
Mamma phylloider Tumor
Brennertumor
Parotis Warthin-Tumor
Mammakarzinom muzinds
Ovarialkarzinom serés @
Zervix Plattenepithelkarzinom
Pankreas duktales Adenokarzinom @
Lunge kleinzelliges Karzinom
Ovarialkarzinom endometrioid @
Endometriumkarzinom klarzellig
Zervix Adenokarzinom
Mammakarzinom lobulir @

M zinom No Special Type (NST)O

Nierenzellkarzinom chromophob
Endometriumkarzinom serds
Endometriumkarzinom endometrioid
Analkanal Plattenepithelkarzinom
Larynx Plattenepithelkarzinom @
Vagina Plattenepithelkarzinom
Haut Plattenepithelkarzinom
Cholangiozelluldres Karzinom
Mundhohle Plattenepithelkarzinom
Vulva Plattenepithelkarzinom
Magenkarzinom gemischter Typ
Urothelkarzinom pTa
Kelonadenom
Ovar Miller'scher Mischtumor
Osophagus Plattenepithelkarzinom
Pankreas/Papille Adenokarzinom
Urothelkarzinom pT2 -4
Osophagus Adenokarzinom
Nierenzellkarzinom klarzellig
Lunge Adenokarzinom
Magenkarzinom intestinaler Typ
Onkozytom
Nierenzellkarzinom papilldr
Ovarialkarzinom muzinés
Magenkarzinom diffuser Typ
Urothelkarzinom pT1
Merkelzellkarzinom
Kolon Adenokarzinom @

Thymuskarzinom
0%

@O

10%

20%

X

® + X o
o} ® X
X

o 4 o X e

o e de 0o o X e

® o -+ e o

e o oo o oo X e

e o 4+ © Xe e

o o eee O eslomocme

o o e ooe - o a8xX o

® o Xt o e

o coa %+ X o e

oo + eo e X ®

e 000 oo b oo o o ®

o e E o

>4
eeee O Ho e X @eee v O
30% 40% 50% 60% 70% OB—Ot 90% © 10(0)%

+

e ® © oeo sto

§
o
6

b O—%—
XX XK XX XK KX XXX XX

_<L_

o -+ ®
e ® ek
® o)) ceo o ® emodE

.t
Tzo
XXExx

Legende:
OStudiengrdfe (Literatur): 10 < n <50

X Anteil MUC1-Eositiver Geweheeroben [%]

@ Studiengréfe (Literatur): n 2 50
@ Studiengréfe (Literatur): 25 n< 10

+Mittelwert der Anteile positiver Gewebeproben aus der Literatur [%

Abbildung 43: MUC1-Positivitatsraten in Tumoren (eigene Daten versus friihere Publikationen).

72



Schilddriisenkarzinom papillar @
Endometriumkarzinom de-fundifferenziert -+- ><
Endometrium Miiller'scher Mischtumor >@5—
Diinndarm Adenokarzinom ><
Bronchialkarzinom groRzellig -+-
Prostatakarzinom kleinzellig ><
Lunge Plattenepithelkarzinom @ -4;-
Malignes Mesotheliom -19- ><
Pankreas Azinuszellkarzinom ><
X

Harnblasenkarzinom kleinzellig

Speicheldriise Basalzelladenom ><
Hodgkin-Lymphom O + O ><
Schilddriisenkarzinom anaplastisch ><
Lunge bronchioalveclares Karzinom @ o] + @]
Parotis pleomorphes Adenom @ @ L ] >< L] + @
Schilddriisenkarzinom follikular O x O @
Prostata Adenokarzinom @ co w oPle ¢ © oo e 0 0
Pankreas neurcendokriner Tumor ><

Thymom O O—|— >< O

Neuroendokriner Tumor ><
Leiomyosarkom ><
Karzinosarkom ><
Teratom >< -+-
Chondrosarkom-+— X
Dottersacktumor X
X

Schilddriisenadenom [CRe Rele] @

Pilomatrixom X
Basaliom - ><

Liposarkom

Angiosarkom

X

Hepatozelluldres Karzinom( *{ o O L]

X
Osteosarkam-+- ><

Non-Hodgkin-Lymphom @ ><. @ ] —l— @ o e @ ®
Nehennierenkarzinom-+— ><
Leiomyom X
Seminom ><
Nebennierenadenom ><
Schilddriisenkarzinom medullar X
Riesenzell-Sehnenscheidentumor X
Phédochromozytom X
Uterus Slromasarkomx
Granularzelltumor><
Hoden embryonales Karzinom><
Benigner Naevus><

Malignes Melanomx + ®

Gastrointestinaler Stromatumor (GIST)
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

@ Studiengrofe (Literatur): nz 50
@ Studiengréfe (Literatur): 2 <n < 10
+Mittelwert der Anteile positiver Gewebeproben aus der Literatur [%]

Legende:
O StudiengroBe (Literatur): 10 < n < 50
X Anteil MUC1-positiver Gewebeproben [%]

Abbildung 43 (Fortsetzung): MUC1-Positivitatsraten in Tumoren (eigene Daten versus frilhere Publikationen).
73




Tabelle 18 gibt eine Ubersicht tber in friiheren Studien verwendete Antikorper. Es kann
nicht erwartet werden, dass sich diese Antikorper alle durch identische Farbeeigenschaften
auszeichnen. Viele der dargestellten Antikérper wurden tatséchlich von ihren Herstellern
bezuglich ihrer Fahigkeit, an MUCL1 zu binden und in designierten Zellsystemen keine
unerwartete Reaktion mit anderen Proteinen einzugehen, validiert. Naturgemalf konnten in
derartigen Validierungsexperimenten aber nicht alle beim Menschen vorkommende
Proteine auf eine mogliche Reaktion mit den Antikdrpern untersucht werden. Zudem
werden Proteine durch den Prozess der Fixierung so stark verandert, dass die
Bindungseigenschaften gegentuber Antikbrpern auf schlecht vorhersagbare Art und Weise
verandert werden koénnen (Williams et al. 1997). Antikorperbindungen zu verénderten
Proteinen kdnnen experimentell nur schlecht simuliert werden (Howat und Wilson 2014).
Die  immunhistochemischen  Farbeprotokolle  beinhalten  mehrere  Variablen
(Antikorperkonzentration, pH-Werte, Inkubationszeiten, Detektionssysteme) mit groRem
Einfluss auf die Ergebnisse einer Immunhistochemie-Studie. Ein Beispiel hierfur liefert eine
frhere Studie aus dem UKE zur nuklearen Akkumulation von p53-Protein bei
Prostatakarzinomen. Im Rahmen dieser Studie zeigten die Autoren, dass Modifikationen
des immunhistochemischen Protokolls die immunhistochemische p53-Positivitatsrate von
2,5 % auf Uber 90 % erhthte (Schlomm et al. 2008). Ein weiterer Punkt mit massivem
Einfluss auf die MUC1-Positivitdtsraten von Tumoren sind die verwendeten
Auswertekriterien flr immunhistochemische Farbungen. Beispiele von zur Evaluation von
MUC1 verwendeten Auswertekriterien aus friiheren Studien sind in Tabelle 19 dargestellt.
Es ist offensichtlich, dass Studien, welche eine Positivitat bei mindestens einer positiven
Tumorzelle oder = 1 % positive Tumorzellen verwenden, mehr positive Félle identifizieren
als Studien, die beispielsweise > 10 % positive Tumorzellen fordern. Zwar lasst sich bei
genauem Studium der ,Material und Methoden“-Teile durch einen Fachmann teilweise
ermitteln, ob die publizierten Studien besonders sensitive oder besonders wenig sensitive
Verfahren anwendeten, doch diirften derartige Kenntnisse nur bei einem kleinen Teil der

Leser von Publikationen zur Pravalenz von MUC1 in Tumoren vorhanden sein.
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Tabelle 18: In der Literatur zur MUC1-Expression in Tumoren verwendete Antikdrper sortiert nach Haufigkeit

der Verwendung.

Antikérperklon verwend_et inn verwendet in % der_E_r_gebnisse mit
Ergebnissen bekanntem Antikdrperklon
Ma695 138 31,1
DF3 36 8,1
HMFG2 27 6,1
Ma552 20 4,5
E29 19 4,3
HMFG1 17 3,8
C595 17 3,8
SM3 17 3,8
VU-4H5 17 3,8
PankoMAb 13 2,9

Tabelle 19: In der Literatur zur MUC1-Expression in Tumoren verwendete Positivitatskriterien sortiert nach
Haufigkeit der Verwendung.

in o
verwendet verwende_t in % _der
Positivitatskriterium inn Ergebnisse mit
Ergebnissen bekanntem
9 Positivitatskriterium
Positivitét in mehr als
0 % der Zellen 44 103
Positivitat in mehr als
5 % der Tumorzellen 43 10,0
Positivitat in mindestens
5 % der Tumorzellen 35 8.2
Positivitat in mindestens
5 % der Zellen 24 56
Positivitdt schwacher Intensitat in mindestens 23 54
1 % der Zellen ’
Positivitat in mindestens 29 51
10 % der Tumorzellen ’
Nur Zytoplasma-/Zellmembranfarbung
gilt als positiv, 14 3,3
Positivitét in mehr als 0 % der Zellen
Positivitat in vereinzelten Tumorzellen 11 2,6
Positivitat in mehr als 10 % der Zellen 10 2,3
Positivitat in vereinzelten Zellen 10 2.3

Wir gehen davon aus, dass unsere Rangliste der Tumorarten nach der Haufigkeit der
MUC1-Expression mit hoher Wahrscheinlichkeit diejenigen Tumorarten identifiziert, welche
am besten von einer anti-MUC1-Therapie profitieren konnten und somit wohl auch
besonders gut fur klinische Studien zur Untersuchung derartiger Medikamente geeignet
sind. Zwar sind die ermittelten Pravalenzen spezifisch fur die in unserer Studie verwendeten

Antikérper, Protokolle und Auswerteverfahren, doch ist davon auszugehen, dass andere
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methodische Anséatze zu einer ahnlichen Rangliste gefiihrt hatten, wenn auch

wahrscheinlich bei anderen absoluten Zahlen.

Dass die Zielproteine von antikbrperbasierten gezielten Tumortherapeutika meistens nicht
nur in Tumorzellen, sondern auch in zumindest einigen wenigen normalen Zelltypen
vorkommen, stellt ein klinisches Problem dar, da in derartigen Geweben Nebenwirkungen
der Therapie auftreten konnen (Brudno und Kochenderfer 2016). Die in dieser Studie
durchgefiihrte systematische Untersuchung von Normalgewebe gibt einen Uberblick tiber
Organe, welche am ehesten von Nebenwirkungen einer anti-MUC1-Therapie betroffen
werden konnen. Als mdgliche Nebenwirkungsorgane stechen die lebenswichtigen Organe
Niere, Lunge und Pankreas hervor, welche alle eine kraftige MUC1-Positivitat in normalen
Zellpopulationen aufweisen. Andere potenziell relevante MUC1-positive Organe wéaren die
Adenohypophyse und das respiratorische Epithel. Eine kraftige MUC1 Farbung fand sich
auch in Hoden, Nebenhoden, Mamma, Plazenta, Uterus und Eileitern. Alle diese Organe
sind allerdings kaum vital bedeutend und durften keine gefahrlichen Nebenwirkungen einer
anti-MUC1-Therapie erzeugen. Andere vital wichtige Organe wie Gehirn und Herz erwiesen
sich in unserer Untersuchung als MUC1-negativ. Unsere Normalgewebedaten sind schwer
mit der Literatur zu korrelieren, da systematische immunhistochemische Untersuchungen
im Rahmen von Studien kaum stattgefunden haben. Sie passen jedoch gut zu den
Befunden, welche im Proteinatlas (Human Protein Atlas, http://www.proteinatlas.org,
(Uhlén et al. 2015)) fur MUC1 gezeigt werden. Interessant sind dabei insbesondere die
gezeigten RNA-Werte, da hierfur die Expression von MUC1 antikdrperunabhangig mit einer
zweiten Methode untersucht wurde. Die RNA-Messungen zeigen besonders prominente
RNA-Expression in der Lunge, im Magen, der Gallenblase, dem Pankreas und der Niere,
aber keine Positivitaten bei Muskeln, Hirn, Haut oder Fettgewebe. Die letzteren Organe
waren auch in unserer Untersuchung konstant MUC1-negativ. Eine Zusammenfassung der
MUC1-Daten aus dem Proteinatlas ist in Abbildung 44 dargestellt (Uhlén et al. 2015; Human
Protein Atlas 2020). Sehr passend zu unseren Befunden ist auch die Tatsache, dass im
Gastrointestinaltrakt eine herausragende Stellung des Magens bei geringerer Expression
im Rest des Intestinums gefunden worden war. Die im Vergleich zu unseren Daten eher
geringen RNA-Expressionsdaten im weiblichen Genitale konnten damit zusammenhangen,
dass diese Organe insgesamt verhéltnismaRig epithelarm sind, sodass RNA-
Untersuchungen hier moglicherweise zu einer besonders starken ,Verdunnung® der

relevanten epithelialen Zellen durch Stroma- und Muskelzellen gefiihrt haben.
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Abbildung 44: Die MUC1-Expression in verschiedenen Normalgeweben, bestimmt mittels RNA-Messung (Human Protein Atlas 2020; Uhlén et al. 2015)
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Die Nebenwirkungsprofile der in 42 Studien verwendeten anti-MUC1-Therapeutika
beinhalteten im Wesentlichen Komplikationen an der Einstichstelle, Fieber, Fatigue und
Kopfschmerzen. Diese relativ unspezifischen Symptome kénnten sowohl eine Reaktion auf
die Gabe eines immunogenen Therapeutikums als auch eine Manifestation der
Grunderkrankung sein. Friihere Auswertungen der Nebenwirkungen von zielgerichteten
Krebstherapien zeigten, dass in Ubereinstimmung mit dieser Literaturrecherche haufig
unspezifische und selten schwere oder spezifische Nebenwirkungen auftraten (Klastersky
2014). Spezifische oder sehr schwere Nebenwirkungen, die ausgehend von unseren
Normalgewebedaten zu erwarten wéren, wurden in der Literaturrecherche nicht gefunden.
Als  potenziell MUC1-assoziierte  Nebenwirkungen im  Respirations-  oder
Gastrointestinaltrakt  konnten obere Atemwegsinfektionen oder gastrointestinale
Beschwerden gewertet werden. Diese Beschwerden treten allerdings h&ufig unspezifisch
und bei einer Vielzahl an Medikamenten auf (Klastersky 2014), weshalb wir sie in diesem
Kontext nicht als MUC1-assoziiert werten. Die wesentlichen Nebenwirkungen aus 42
klinischen Studien sind in Tabelle 20 dargestellt (Kondo et al. 2008; Scheid et al. 2016;
Loveland et al. 2006; Westdorp et al. 2019; Wierecky et al. 2006a; Ge et al. 2017; Rong et
al. 2012; Nagai et al. 2020; Pecher et al. 2002; Yamaguchi et al. 2005; Morse et al. 2013;
Wierecky et al. 2006b; Brossart et al. 2000; Wright et al. 2009; Dobrzanski et al. 2012; Butts
et al. 2014; Rossmann et al. 2014; North et al. 2006; Apostolopoulos et al. 2006; Vassilaros
et al. 2013; Karanikas et al. 2001; Holmberg et al. 2003; Gilewski et al. 2000; Slovin et al.
2007; Carmon et al. 2015; Ramanathan et al. 2005; Antonilli et al. 2016; You et al. 2016;
Rochlitz et al. 2003; Quoix et al. 2016; Dreicer et al. 2009; Ramlau et al. 2008; Quoix et al.
2011; Pantuck et al. 2004; Scholl et al. 2000; Kaufman et al. 2007; Bono et al. 2004; Ibrahim
et al. 2011, Fiedler et al. 2016; Nicholson et al. 2004; Richman et al. 2005; Papachristofilou
et al. 2019).
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Tabelle 20: Ergebnistibersicht der Literaturrecherche zu den haufigsten Nebenwirkungen einer anti-MUC1-

Therapie.
yGT = Gamma-Glutamyltransferase

Nebenwirkung

in n Studien beobachtet

Komplikationen der Einstichstelle

25

Fatigue

22

Fieber

21

Gastrointestinale Beschwerden
(Schmerzen, Vdllegefuhl, Obstipation, Diarrhoe,
Ubelkeit, Erbrechen)

20

Kopfschmerzen

17

Gliederschmerzen

17

Erythem/Pruritus

11

Appetitlosigkeit

[EEN
=

Grippeahnliche Symptome

Leukopenie

Obere Atemwegsinfektion

Ruckenschmerzen

Anamie

Schwindel

Dyspnoe

Husten

Brustschmerzen, Engegefiihl der Brust

Schuttelfrost

Arterielle Hypertonie

Schmerzen

Periphere Odeme

Transaminasen-Erhéhung

yGT-Erhéhung

Schlafstérungen

Elektrolytstérungen

Haarausfall

Allergische Reaktion

Muskelsteife

Hamoptysen

Thrombozytopenie

Arterielle Hypotonie

Keine Nebenwirkungen

GLHINININDININDNINDNINDNINIWWIW|Ww|o|ol|O1T|O) | O)|O) [0 [N(N (N[O
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Die haufige MUCL1-Positivitat in einer derart grof3en Zahl von Tumoren passt zur friheren
Verwendung von Anti-MUC1 Antikérpern als ,Epithelmarker (Pinkus und Kurtin 1985;
Sloane und Ormerod 1981) und macht deutlich, dass dem immunhistochemischen MUC1-
Nachweis wenig differentialdiagnostische Bedeutung bei der Tumortypisierung zukommt.
Bestenfalls konnte argumentiert werden, dass bei einer Metastase mit unbekanntem
Primartumor eine kraftige MUC1-Expression einen Keimzelltumor, ein malignes Melanom,
ein Stromasarkom des Uterus oder einen gastrointestinalen Stromatumor weitgehend
ausschlief3t. Zahlreiche Studien haben jedoch beschrieben, dass der MUC1-Expression bei
verschiedenen Tumorarten eine prognostische Bedeutung zukommt. Zu den Tumorarten
mit beschriebener prognostischer Relevanz der MUC1-Expression gehdren Karzinome von
Mamma (Rakha et al. 2005; van der Vegt et al. 2007), Kolon (Lugli et al. 2007; Betge et al.
2016), Prostata (Eminaga et al. 2016; Severi et al. 2014), Ovar (Wang et al. 2007; Feng et
al. 2002), Endometrium (Morrison et al. 2007; Sivridis et al. 2002), Niere (Langner et al.
2004; Kraus et al. 2002) und Magen (ilhan et al. 2010; Reis et al. 1998). Fir diese Tumoren
sind die gro3ten Studien aus der Literatur in den Tabellen 21 bis 27 zusammengefasst. Die
Zusammenstellung zeigt, dass fir die genannten Tumorarten die publizierte Datenlage
auch beziiglich der Prognoserelevanz kontrovers ist. Die Daten der eigenen Untersuchung
zeigen, dass die MUC1-Expression beim Prostatakarzinom ein statistisch signifikanter,
unabhangiger Prognoseparameter ist und dass eine gesteigerte MUC1-Expression beim
klarzelligen Nierenzellkarzinom prognostisch unglnstig ist, wahrend sich bei Karzinomen
von Magen, Endometrium, Kolon, Mamma und Harnblase in unserem Patientenkollektiv
keine eindeutige klinische/prognostische Relevanz der MUC1-Expression ableiten lief3.
Zwar fand sich teilweise eine Tendenz zu unglinstigerem Differenzierungsgrad oder pT-
Stadium bei Tumoren mit starkerer MUC1-Expression, doch wurden statistisch signifikante
Unterschiede in der Regel nicht erzielt. Diese Befunde sprechen gegen eine herausragende
generelle Prognoserelevanz der MUC1-Expression bei den untersuchten Tumortypen.
Auch die statistisch eindeutige Prognoserelevanz von MUC1 bei Prostatakarzinomen darf
nicht dartiber hinwegtauschen, dass die absoluten Prognoseunterschiede zwischen MUC1-
positiven und -negativen Tumoren verhdltnismafiig gering waren und die eindeutigen
statistischen Ergebnisse insbesondere durch die sehr grof3e Fallzahl (n = 15.392) bedingt
sind. Tatsachlich haben sich bei friiheren Untersuchungen des ebenfalls fir unsere Studie
verwendeten Prostatakarzinomkollektivs auch zahlreiche andere Parameter als
prognoserelevant erwiesen, wovon viele von den etablierten klinischen Prognosefaktoren
wie pT, pN und Gleason-Score statistisch unabhangig waren (Kind et al. 2020; Bonk et al.
2020b; Bonk et al. 2020a; Marx et al. 2020). Eine Ursache fur die haufige Identifikation von
prognostisch relevanten Parametern bei Untersuchung grof3er Prostatakarzinomkollektive

kénnte die beim Prostatakarzinom besonders grof3e Bandbreite der méglichen klinischen
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Verlaufe sein. Viele Prostatakarzinome verlaufen klinisch dermafien blande, dass sie
eigentlich keiner Therapie bedlrfen (Maggi et al. 2020). Derartige Tumoren kommen in
Kollektiven prostatektomierter Patienten dennoch immer in relevanter Haufigkeit vor, da
viele Prostatakarzinompatienten dazu tendieren, sich ein diagnostiziertes Karzinom
- unabhangig vom Schweregrad - sofort wegoperieren zu lassen (Chung et al. 2020; Kim et
al. 2020b). Am anderen Ende des Spektrums stehen wiederum hochaggressive Tumoren.
Jahrlich versterben alleine in Deutschland mehr als 15.000 M&nner an den Folgen eines
Prostatakarzinoms (Statistisches Bundesamt (Destatis) 2020). Mdoglicherweise
unterscheiden sich die sehr blanden von den sehr aggressiven Prostatakarzinomen in so
vielen molekularen Parametern, dass bei Untersuchung einer geniigend grof3en Anzahl von
Prostatakarzinomen letztlich praktisch jeder molekulare Befunde mit der Prognose
assoziiert ist.
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Tabelle 21: Ergebnisubersicht der Literaturrecherche zur klinisch-pathologischen und prognostischen Bedeutung der MUC1-Expression in Mammakarzinomen.
* p £ 0,05 sofern nicht anders angegeben. ** p > 0,05 sofern nicht anders angegeben.

Signifikante Assoziation der

Signifikante Assoziation der

Keine signifikante Assoziation

Studie n MUC1-Expression MUC1-Expression ; .
mit nachteiligem Phanotyp* mit vorteiligem Phanotyp* it aletr e s gEsson
Differenzierungsgrad (p < 0,001) Gesamtuberleben (p = 0,4791)
(Rakha et al. 1447 Fernmetastasen (p = 0,03) Krankheitsfreies Intervall (p = 0,6053)
2005) ' Lokalrezidiv (p = 0,006) Lymphknotenmetastasen (p = 0,08)
TumorgroRe (p = 0,038)
X Differenzierungsgrad
(Zanetti et al. 243 Nodalstatus
2011) Pathologisches Stadium
TumorgroRe
X Differenzierungsgrad
Fernmetastasen
Gefallinvasion
Gesamtlberleben
(Do et al. 2013) 240 Lymphinvasion
Nekrose
N-Stadium
Perineurale Invasion
T-Stadium
Gesamtiberleben (p < 0,001) Differenzierungsgrad (p = 0,113)
gagoo(lje?r)Vegt et 237 Rezidivfreies Uberleben (p < 0,001) | Nodalstatus (p = 0,518)
' T-Stadium (p = 0,944)
, Gesamtiiberleben (p = 0,004) Differenzierungsgrad
(zlg:eLsz;)Ieln et al. 297 oN (p = 0,011)
pT (p =0,041)
(Atta Manu et al. S0 X Differenzierungsgrad (p = 0,236)

2020)

LymphgefaRinvasion (p = 0,639)

28




Tabelle 21 (Fortsetzung): Ergebnistbersicht der Literaturrecherche zur klinisch-pathologischen und prognostischen Bedeutung der MUC1-Expression in Mammakarzinomen.
* p < 0,05 sofern nicht anders angegeben. ** p > 0,05 sofern nicht anders angegeben.

Signifikante Assoziation der

Signifikante Assoziation der

Keine signifikante Assoziation

Studie n MUC1-Expression MUC1-Expression : :
mit nachteiligem Phanotyp* mit vorteiligem Phénotyp* TNE @IS LG B qrEssen
Axillare Lymphknotenmetastasen X Differenzierungsgrad
(McGuckin et al. 171 (p =0,023) Mikrovaskulare Invasion
1995) Gesamtuberleben (p < 0,038)
Rezidivfreies Uberleben (p = 0,009)
X X Differenzierungsgrad
Gesamtiiberleben
LymphgefaRlinvasion
(Oral et al. 2020) 142 N-Stadium
Perineurale Invasion
T-Stadium
X Differenzierungsgrad multifokaler Anzahl der Foci (p = 0,183)
(Weissenbacher Tumoren (p = 0,027). . Differenzierungsgrad unifokaler
et al. 2013) 112 Gesamtiiberleben mit unifokalen Tumoren (p = 0,840)
' Tumoren (p = 0,038) Gesamtlberleben mit multifokalen
Tumoren (p = 0,313)
X Differenzierungsgrad (p < 0,0001) | Axillare Lymphknotenmetastasen
(Chu und Chang 81 (p = 0,083)
1999) LymphgefaRinvasion (p > 0,1)
TumorgrofRe (p > 0,1)
X Nodalstatus (p = 0,008) Lymphgefalinvasion (p = 0,17)
(Ohashi et al. 29 Nuklearer Differenzierungsgrad Rezidiv (p = 0,14)
2016) (p =0,002)

TumorgréRe (p = 0,01)
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Tabelle 22: Ergebnisibersicht der Literaturrecherche zur klinisch-pathologischen und prognostischen Bedeutung der MUC1-Expression in kolorektalen Karzinomen.

* p £ 0,05 sofern nicht anders angegeben. ** p > 0,05 sofern nicht anders angegeben.

AJCC = American Joint Committee on Cancer. UICC = Union Internationale Contre le Cancer.

Signifikante Assoziation der MUC1-

Signifikante Assoziation der

Keine signifikante Assoziation

Studie n Expression MUC1-Expression . X
mit nachteiligem Phanotyp* mit vorteiligem Phéanotyp* gl et el e Ess e
_ Differenzierungsgrad (p = 0,041) Gefaldinvasion (p = 0,771)

(Lugli et al. 1.197 | T-Stadium (p = 0,004) Gesamtiiberleben (p = 0,088)

2007) N-Stadium (p = 0,75)
AJCC/UICC-Stadium (p = 0,034) Krankheitsspezifisches Uberleben

(Betge et al Differenzierungsgrad (p = 0,045) (p =0,48) _ _

2016) ' 381 | N-Stadium (p = 0,007) LymphgefaBinvasion (p = 0,192)
T-Stadium (p = 0,040) Progressionsfreies Uberleben (p = 0,2)

Tumor budding (p = 0,192)

Gesamtuberleben (p = 0,003) Differenzierungsgrad (p = 0,940)

(Khanh et al. 206 N-Stadium (p = 0,003) Metastasen (p = 0,192)

2013) Rezidivfreies Uberleben (p = 0,011) T-Stadium (p = 0,477)
TNM-Stadium (p = 0,033)
Differenzierungsgrad (p < 0,05) N-Stadium (p = 0,55)

(Baldusetal. | ..o | Gesamtiiberleben (p = 0,0071) TNM-Stadium (p = 0,69)

2004) T-Stadium (p = 0,94)
Differenzierungsgrad (p = 0,0091) TumorgréRe (p = 0,9999)
Invasionstiefe (p = 0,0038)

(Aoki et al. 184 Lymphinvasion (p = 0,0136)

1998) Lymphknotenmetastasen (p = 0,0001)
Veneninvasion (p = 0,0051)

(You et al. 167 Gesamtuberleben (p = 0,043) X

2006)
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Tabelle 22 (Fortsetzung): Ergebnistibersicht der Literaturrecherche zur klinisch-pathologischen und prognostischen Bedeutung der MUC1-Expression in kolorektalen Karzinomen.
* p < 0,05 sofern nicht anders angegeben. ** p > 0,05 sofern nicht anders angegeben.
AJCC = American Joint Committee on Cancer. UICC = Union Internationale Contre le Cancer.

Signifikante Assoziation der MUC1-

Signifikante Assoziation der MUC1-

Keine signifikante Assoziation

Studie n Expression Expression . :
mit nachteiligem Phanotyp* mit vorteiligem Phanotyp* e
(Sun et al. Krankheitsfreies Uberleben (p < 0,001) | x Gesamtuberleben (p = 0,851)
2019) 118 | Rezidiv (p = 0,003)
X Fernmetastasen (p = 0,03), AJCC-Stadium
(Diaz Del Tum_o_rbedingter Tod (p = 0,022) Differenz_ierur)gsgrad
Arco et al 96 Rezidiv (p = 0,019) Krankheltsfre_:les Uberleben (p =0,07)
2018) ' LymphgefaR3invasion
N-Stadium
T-Stadium
Histologisches Stadium (p < 0,0001) X Differenzierungsgrad (p = 0,055)
Invasionstiefe (p = 0,009) Lebermetastasen (p = 0,058)
(zCégg)et al. 82 | Lymphinvasion (p < 0,0001)
Lymphknotenmetastasen (p < 0,0001)
Veneninvasion (p = 0,0003)
Krankheitsfreies Uberleben (p = 0,03) X AJCC/UICC-Stadium (p = 0,16)
Differenzierungsgrad (p = 0,66)
Gesamtiiberleben (p = 0,1)
Lymphgefal3invasion (p = 0,15)
(Perez et N-Stadium (p= O,_09)
al. 2008) 35 Perineurale Invasion (p = 0,72)

Rezidiv (p = 0,06)

Tod infolge von
Krankheitsprogression (p = 0,42)
T-Stadium (p = 0,49)
TumorgrofRe (p = 0,76)
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Tabelle 23: Ergebnistbersicht der Literaturrecherche zur klinisch-pathologischen und prognostischen Bedeutung der MUCL1-Expression in Prostatakarzinomen.
* p < 0,05 sofern nicht anders angegeben. ** p > 0,05 sofern nicht anders angegeben. PSA = Prostataspezifisches Antigen.

Signifikante Assoziation der MUC1-

Signifikante Assoziation der

Keine signifikante Assoziation

Studie n Expression MUC1-Expression : .
mit nachteiligem Phanotyp* mit vorteiligem Phéanotyp* it aletr WILIEls 2 essien
Extrakapsulare Ausbreitung (p = 0,02) Invasion der Blaschendrise (p = 0,57)
Gesamtiiberleben (p = 0,013) Krankheitsspezifisches Uberleben
(Eminaga et al. 1.180 Gleason Score (p = 0,02) (p =0,557)
2016) ‘ Rezidivfreies Uberleben (p = 0,006) Praoperativer Serum-PSA-Wert
(p =0,78)
Status der Resektionsrander (p = 0,19)
(Severi et al. Prostatakarzinom-spezifische X
2014) 315 | Mortalitat (p = 0,02)
(Andrén et al. 105 X Gleason Score (p = 0,8)
2007) Tumorausdehnung (p = 0,08)
(O'Connor et al. 175 | X Gleason Score
2005)
T-Stadium (p = 0,009) Biochemisches rezidivfreies Uberleben
Tumorvolumen (p = 0,005) (p = 0,096)
(Genitsch et al. 119 Gesamtiiberleben (p = 0,287)
2016) Gleason-Score
Krankheitsspezifisches Uberleben
(p=0,439)
Differenzierungsgrad (p < 0,01) PSA-Rezidiv (p = 0,06)
Gleason-Score (p = 0,0001) Resektionsrander (p = 0,13)
(Cozzi et al. 72 Nodalstatus (p = 0,04)
2005) Préoperativer Serum-PSA-Wert

(p = 0,0001)
T-Stadium (p = 0,007)
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Tabelle 23 (Fortsetzung): Ergebnisiibersicht der Literaturrecherche zur klinisch-pathologischen und prognostischen Bedeutung der MUC1-Expression in Prostatakarzinomen.
* p < 0,05 sofern nicht anders angegeben. ** p > 0,05 sofern nicht anders angegeben. PSA = Prostataspezifisches Antigen.

Signifikante Assoziation der

Signifikante Assoziation der

Keine signifikante Assoziation

Studie n MUC1-Expression MUC1-Expression ; .
mit nachteiligem Phanotyp* mit vorteiligem Phéanotyp* it aletr MbeHsEEssen
Differenzierungsgrad (p < 0,01)
Gleason-Score (p < 0,05)
Metastasen (p < 0,05)
(Arai et al Progressionsfreies Uberleben
2005) 57 | (p<001)
PSA im Serum (p < 0,01)
T-Stadium (p < 0,01)
Ursachenspezifisches Uberleben
(p <0,01)
(Gunia et al. Gleason-Score (p = 0,03) TumorgréiRe
2010) 44 | pT-Stadium (p = 0,02)
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Tabelle 24: Ergebnistbersicht der Literaturrecherche zur klinisch-pathologischen und prognostischen Bedeutung der MUC1-Expression in Ovarialkarzinomen.
* p < 0,05 sofern nicht anders angegeben. ** p > 0,05 sofern nicht anders angegeben. FIGO = Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique.

Signifikante Assoziation

Keine signifikante

. Signifikante Assoziation der MUC1-Expression i ; Assoziation
Slilele f mit nachteiligem Phanotyp* _der MU.C?l Expre§S|on " mit der MUC1-
mit vorteiligem Phéanotyp E L
Xxpression
Differenzierungsgrad (p = 0,005) X X
(Feng et al. 2002) 45 | F1GO-Stadium (p = 0,001)
Differenzierungsgrad (p = 0,0008) X Rezidiv (p = 0,5536)
(Wang et al. 2007) 60 | FIGO-Stadium (p = 0,0002)
Tumorresiduum nach erster Operation (p = 0,0171)
X X Gesamtiberleben
(Czogalla et al. 2019) | 143 (p = 0,87)
Es wurden Korrelationen abhangig von der X Differenzierungsgrad
(Dong et al. 1997) 128 | subzellularen Lokalisation von MUC1 gefunden. FIGO-Stadium

Tabelle 25: Ergebnisubersicht der Literaturrecherche zur klinisch-pathologischen und prognostischen Bedeutung der MUC1-Expression in Endometriumkarzinomen.

* p < 0,05 sofern nicht anders angegeben. ** p > 0,05 sofern nicht anders angegeben.

Signifikante Assoziation der MUC1-

Signifikante Assoziation der

Keine signifikante Assoziation

Studie n Expression MUC1-Expression : e
mit nachteiligem Phanotyp* mit vorteiligem Phanotyp* i B IUE- S sier
X Gesamtuberleben (p = 0,721)
(Morrison et al. 2007) | 285 Progressionsfreies Uberleben
(p =0,691)
Gesamtuiberleben (p = 0,04) Differenzierungsgrad
Invasionstiefe
(Sivridis et al. 2002) | 111 Gefalinvasion

Krankheitsstadium (p = 0,09)
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Tabelle 26: Ergebnisubersicht der Literaturrecherche zur klinisch-pathologischen und prognostischen Bedeutung der MUC1-Expression in Nierenzellkarzinomen.
* p < 0,05 sofern nicht anders angegeben. ** p > 0,05 sofern nicht anders angegeben. UICC = Union Internationale Contre le Cancer.

Signifikante Assoziation der MUC1-

Signifikante Assoziation der

Keine signifikante

Studie n Expression MUC1-Expression Assoziation
mit nachteiligem Phanotyp* mit vorteiligem Phéanotyp* mit der MUC1-Expression**

Krankheitsfreies Uberleben bei klarzelligen Differenzierungsgrad papillarer pT-Stadium

(Langner et al. 2004) | 183 pT3a- und pT3b-Karzinomen (p = 0,02) Karzinome (p = 0,007)

(Leroy et al. 2002c) 62 | X X Gesamtiberleben
Differenzierungsgrad (p = 0,038) X Lymphknotenmetastasen
Fernmetastasen (p = 0,033) pT-Stadium
Invasion grof3er Venen (p = 0,018)
Krankheitsfreies Uberleben (p = 0,019)

(Kraus et al. 2002) 60 | prognose (Rezidiv, Metastasen,
kankheitsbedingter Tod) (p = 0,031)
Progression
TumorgroRRe (p < 0,035)
Differenzierungsgrad X pT-Stadium
Gesamtlberleben (p = 0,009) TumorgrofRe
Fernmetastasen (p < 0,001) UICC-Stadium 1 im Vergleich
Krankheitsfreies Uberleben (p = 0,034) zu 2-4

(Fujita et al. 1999) 51 | Lymphknotenmetastasen
UICC-Stadium 1-2 im Vergleich zu 3-4
(p <0,001)
UICC-Stadium 1-3 im Vergleich zu 4
(p <0,001)

(Perret et al. 2008) 50 | X Gesamtiberleben
Gesamtuberleben (p = 0,0012) X

(Leroy et al. 2002b) | 44 | Metastasen (p < 0,01)
Nuklearer Differenzierungsgrad (p < 0,005)
X Gesamtuberleben (p = 0,009) X

(Blel et al. 2008) 30
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Tabelle 27: Ergebnistbersicht der Literaturrecherche zur klinisch-pathologischen und prognostischen Bedeutung der MUC1-Expression in Magenkarzinomen.
* p < 0,05 sofern nicht anders angegeben. ** p > 0,05 sofern nicht anders angegeben. UICC = Union Internationale Contre le Cancer.

Signifikante Assoziation der MUC1-

Signifikante Assoziation der MUC1-

Keine signifikante

Studie n Expression Expression Assoziation
mit nachteiligem Phanotyp* mit vorteiligem Phéanotyp* mit der MUC1-Expression**
(Solcia et al. 2013) | 282 | Gesamtuberleben (p = 0,004) X X
X Differenzierungsgrad (p = 0,006) Angiovaskulare Invasion
Fernmetastasen (p = 0,03) Perineurale Invaion
(ilhan et al. 2010) | 257 Lymphknotenmetastasen (p = 0,001) Perinodale Invasion
TNM-Stadium (p = 0,003) pT-Stadium
Gesamtiuberleben X TumorgroRRe
Lymphinvasion (p = 0,005)
. Lymphknotenmetastasen (p = 0,011)
(Li et al. 2008) 237 T-Stadium (p = 0,007)
UICC-Stadium (p = 0,007)
Veneninvasion (p < 0,001)
Lymphinvasion (p = 0,0018) X Gesamtiberleben (p = 0,21)
T-Stadium (p = 0,05) Lymphknotenmetastasen
(Reis et al. 1998) 180 (p =0,10)
pTNM-Stadium (p = 0,21)
Veneninvasion (p = 0,06)
X X Gefallinvasion
Lymphknotenmetastasen
(Xiong et al. 2017) | 163 ?ﬁ‘ﬂagg;ﬁ'&”
T-Stadium
TumorgroRRe
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Tabelle 27 (Fortsetzung): Ergebnisiibersicht der Literaturrecherche zur klinisch-pathologischen und prognostischen Bedeutung der MUC1-Expression in Magenkarzinomen.
* p < 0,05 sofern nicht anders angegeben. ** p > 0,05 sofern nicht anders angegeben.

Signifikante Assoziation der MUC1-

Signifikante Assoziation

Keine signifikante Assoziation

Studie n Expression der MUC1-Expression . .
mit nachteiligem Phanotyp* mit vorteiligem Phéanotyp* e
Gesamtuberleben (p = 0,04) Differenzierungsgrad Angiolymphatische Invasion
" pTNM-Stadium (p = 0,045) (p =0,03) (p = 0,056)
Glyllieceiel, 2002) LaE Lymphknotenmetastasen (p = 0,1)
Tumorgro3e (p = 0,354)
Gesamtuberleben (p = 0,046) X X
(Retterspitz et al. 2010) 94 | Lymphknotenmetastasen (p = 0,011)
pTNM-Stadium (p = 0,035)
X X Gesamtiiberleben
Lymphknotenmetastasen
(Pinto-de-Sousa et al. 2002) | 94 ?Stad'“'?‘
umorgrolie
pTNM-Stadium
Veneninvasion
Lymphknotenmetastasen (p < 0,001) X Differenzierungsgrad (p = 0,243)
Peritoneale Dissemination (p = 0,001) Lebermetastasen (p = 0,086)
(Wang et al. 2003) 76 | T-Stadium (p = 0,002) TumorgréRRe (p = 0,086)
JRSGC (Japanese Research Society
for Gastric Cancer)-Stadium (p < 0,001)
(Gulmann et al. 2003) 75 T-Stadium (p = 0,039) X I(_g/r:%r’]gggée)nmetastasen
Lymphinvasion (p = 0,02) X Gesamtiiberleben
(Reis et al. 1998) 73 | Lymphknotenmetastasen (p = 0,02) T-Stadium (p = 0,64)
pTNM-Stadium (p = 0,05) Veneninvasion (p = 0,06)
X Tumorgrof3e (p < 0,01) Differenzierungsgrad
Klinisches (TNM-) Stadium | Serosainvasion
(Wang und Fang 2003) 46

(p <0,05)
Metastasen (p < 0,05)
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Dass bei vielen anderen Tumorarten trotz tendenzieller Unterschiede zwischen MUC1-
positiven und MUC1-negativen Tumoren oft keine statistisch signifikanten Unterschiede in
der Prognose oder prognostisch relevanten histopathologischen Parametern gefunden
wurden, kénnte aber auch dadurch bedingt sein, dass die untersuchten Tumorkollektive fur
aussagefahige Studien zu klein waren. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, molekulare
Prognosemarker grundsatzlich an sehr grof3en Kollektiven, am besten mehrere Tausend
Tumoren umfassend, durchzufiihren. Angesichts der etablierten biologischen Funktionen
von MUC1, welche mehrheitlich den Schutz des unterliegenden Gewebes durch die
Herstellung einer Mucinschicht (Pelaseyed et al. 2013) umfassen, mdglicherweise eine
Rolle in den Prozessen der Adhéasion (Yuan et al. 2007; Rahn et al. 2005) und der
intrazellularen Signaltransduktion (Meerzaman et al. 2001), wirde eine dramatische
universelle Rolle der MUC1-Expression als Prognosemarker auch nicht unbedingt zu
erwarten sein. Viele typischerweise prognoserelevante molekulare Parameter spielen eine
eindeutige und direkte Rolle bei progressionsrelevanten Tumoreigenschaften. Beispiele
hierfur sind der immunhistochemische Nachweis von Ki-67-Protein als Parameter fir die
Wachstumsgeschwindigkeit (Gerdes 1990) oder der Nachweis von p53-Protein als

Parameter fir die genetische Instabilitdt eines Tumors (Shin et al. 2001).

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Untersuchung, dass MUC1 in sehr vielen
Tumoren héufig exprimiert wird. Dies limitiert die maogliche differenzialdiagnostische
Bedeutung der MUC1-Expression bei der Typisierung von Tumoren, steigert aber das
Potenzial von MUCL1 als therapeutisches Zielprotein. Sollte sich einer der in aktuellen
klinischen Studien erprobten Wirkstoffe gegen MUCL1 als nitzlich erweisen, wére das
Spektrum der Tumorarten, welche von einer derartigen Therapie profitieren kdnnten,
enorm. Auch die prognostische Bedeutung der MUC1-Expression erscheint eher gering.
Zwar bestehen beim Prostatakarzinom nach Untersuchung von mehr als 8.000 Tumoren
statistisch signifikante Zusammenhange mit der Rezidivwahrscheinlichkeit, doch sind diese
durch die grof3e Fallzahl bedingt und in absoluten Zahlen eher gering. Bei mehreren
anderen untersuchten Tumorarten (Magenkarzinom, Endometriumkarzinom,
Kolonkarzinom, Mammakarzinom, Urothelkarzinom) ergaben sich keine belastbaren

Anhaltspunkte fiir eine klinisch schlechte prognostische Bedeutung der MUC1-Expression.
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5. Zusammenfassung
5.1 Deutsche Zusammenfassung

MUC1 ist ein Glykoprotein aus der Gruppe der Mucine und aufgrund von seiner Expression
auf Tumorzellen ein mogliches Therapieziel. Mehr als 250 Studien haben die Expression
von MUC1 in Tumoren untersucht, wobei sehr divergente Ergebnisse zustande kamen. Mit
dem Ziel, die Pravalenz der MUC1-Expression in unterschiedlichen Tumortypen durch ein
standardisiertes Verfahren zu ermitteln und gleichzeitig die klinische Relevanz der MUC1-
Expression in einem Teil der untersuchten Tumortypen zu evaluieren, wurden in dieser
Studie 28.378 Tumoren immunhistochemisch in einem Tissue Microarray-Format auf eine
MUC1-Expression hin untersucht. 24.344 Tumoren waren auswertbar (85,8 %), wovon
18,9 % eine starke, 9,1 % eine maRig starke, 25,8 % eine schwache und 46,1 % keine
MUC1-Expression zeigten. 15 der untersuchten Tumorentitdten zeigten eine MUCL1-
Expression in 100 % der Félle und 24 weitere Tumorentitaten waren in 90 % bis 99,5 % der
Falle MUC1-positiv. Nur 6 Tumorentitdten zeigten nie eine MUC1-Expression. Zu den
Tumoren mit sehr haufiger (>95%) MUCL1-Positivitdat gehoOrten beispielsweise
Zervixkarzinome, Ovarialkarzinome, Adenokarzinome des Pankreas, Mammakarzinome
und Endometriumkarzinome. Beziehungen zu klinisch-pathologischen Parametern konnten
bei 7 Tumorentitaten analysiert werden. Beim Prostatakarzinom (n = 15.392) fand sich eine
signifikante Beziehung zwischen gesteigerter MUC1-Expression und einem unglnstigen
Tumorphanotyp sowie einem frihzeitigen PSA-Rezidiv, wobei diese Beziehung
unabhangig von etablierten Prognoseparametern war. Auch beim klarzelligen
Nierenzellkarzinom (n=789) fand sich ein signifikanter Zusammenhang mit einem
unginstigen Differenzierungsgrad und einer unglinstigen Prognose. Bei den anderen
untersuchten Tumorarten fanden sich nur sporadisch grenzwertige Assoziationen zwischen
phanotypischen Parametern und der MUC1-Expression. Allerdings bestanden beim
Mammakarzinom und beim Kolonkarzinom signifikante Zusammenhé&nge zwischen einer
erhohten MUC1-Expression und molekularen Parametern. So war die MUC1-Positivitat
beim Kolonkarzinom mit Mikrosatelliteninstabilitat (p < 0,0001) und dem Vorliegen von
BRAF-Mutationen (p = 0,0002) und beim Mammakarzinom mit positivem Ostrogen- und
Progesteronrezeptorstatus (p jeweils < 0,0001) assoziiert. Zusammengefasst zeigen die
Befunde dieser Studie, dass MUCL bei vielen verschiedenen Tumortypen kraftig exprimiert
wird. Bei einigen Tumoren héngt das Ausmall der MUC1-Expression eng mit dem
molekularen Profil der individuellen Tumoren zusammen, eine prognostische Bedeutung
der MUC1-Expression ist aber nur bei einzelnen Tumorarten nachweisbar. Sollte es je zu
einer erfolgreichen anti-MUC1-Tumortherapie kommen, konnten viele Tumorarten mit

derartigen neuen Medikamenten behandelt werden.

93



5.2 English summary

MUC1 is a glycoprotein which belongs to the group of mucins. Because of its expression
on tumor cells, it is considered a potential target molecule in cancer therapy. More than 250
studies have evaluated the expression of MUCL1 in tumors whereby very divergent results
were obtained. With the aim of determining the prevalence of MUC1 expression in different
tumor types using a standardized procedure and at the same time evaluating the clinical
relevance in some of the tumor types, 28,378 tumor samples were immunohistochemically
examined for MUC1 expression in a tissue microarray format. In total, 24.344 tumors were
evaluable (85.8 %), of which 18.9 % showed strong, 9.1 % moderately strong, 25.8 % weak
and 46.1 % no MUCL1 expression. 15 of the tumor entities examined showed an expression
of MUCL1 in 100 % of the cases while 24 other tumor entities were MUCL1 positive in 90 %
to 99.5 % of the cases. Only 6 tumor entities never showed any MUC1 expression. Tumors
with very frequent (> 95 %) MUC1 positivity included, for instance, small cell lung
carcinoma, cervical carcinoma, ovarian carcinoma, adenocarcinoma of the pancreas,
breast carcinoma and endometrial carcinoma. Relationships to clinicopathological
parameters could be analyzed in 7 tumor entities. In prostate cancer (n=15,392), a
significant association was found between increased MUC1 expression and an unfavorable
tumor phenotype as well as an early PSA relapse, the latter of which was independent of
established prognostic parameters. In clear cell renal cell carcinoma (n = 789) there was
also a significant correlation with an unfavorable degree of differentiation and an
unfavorable prognosis. In the case of the other tumor types (gastric cancer, endometrial
cancer, colon cancer, breast cancer, urothelial cancer), only sporadic borderline
associations between phenotypic parameters and MUC1 expression were found. However,
in breast cancer and colon cancer, there was a significant correlation between increased
MUCL1 expression and molecular parameters. MUC1 positivity in colon cancer was
associated with microsatellite instability (p < 0.0001) and the presence of BRAF mutations
(p =0.0002) while in breast cancer it was associated with positive estrogen and
progesterone receptor status (p < 0.0001 each). In summary, the results of this study show
that MUCL is strongly expressed in many different tumor types. In some tumors, the extent
of MUCL1 expression is closely related to the molecular profile of the individual tumors, but
a prognostic significance of MUC1 expression can only be demonstrated for some tumor
types. If one day a successful anti-MUC1 tumor therapy was developed, many types of

tumors could be treated with this kind of new drugs.
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6. Abkirzungsverzeichnis

AJCC
ALL
AML
CA15-3
c-Abl
CAR
DAB
EGFR
EMA
E-Nummer
ERK
FIGO
vGT
GIST
GRB2
GSK3R

HE

H. pylori
HRP
ICAM
IFNy
IKK

IL-2
IL-6

125|.DF3

American Joint Committee on Cancer
Akute lymphatische Leukémie
Akute myeloische Leukamie

Cancer Antigen 15-3

Cellular Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1 (ABL1)

Chimeric Antigen Receptor
3,3'-Diaminobenzidin

Epidermal Growth Factor Receptor

Epithelial Membrane Antigen

Eingangsnummer

Extracellular signal-regulated kinase

Fédération Internationale de Gynécologie et d'Obstétrique
Gamma-Glutamyltransferase

Gastrointestinaler Stromatumor

Growth factor receptor-bound protein 2
Glykogensynthase-Kinase 313
Hamatoxylin-Eosin

Helicobacter pylori

Horseradish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
Intercellular Adhesion Molecule

Interferon y

IkB Kinase

Interleukin-2

Interleukin-6

mit radioaktivem 25| markierter Antikorper DF3
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ISUP
JRSGC
MHC
Min.
MUC1
MUC1"
NF-kB
NST
PD-1
PDGFRR
PEM
PI3K
PKCd®
PSA
PUM
RAS
ROS
RTK
Sckv
SEA
Spl
SSTR2A
STAT
TBST
TCF4

Tert.

International Society of Uropathology

Japanese Research Society for Gastric Cancer
Major Histocompatibility Complex

Minute(n)

Mucin 1

MUC1-defizient (deaktiviertes MUC1-Gen)

Nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells
No Special Type

Programmed cell death protein 1

Platelet-derived Growth Factor 3

Polymorphic Epithelial Mucin
Phosphoinositid-3-Kinase

Proteinkinase Cd

Prostataspezifisches Antigen

Peanut-lectin Binding Urinary Mucin

Rat sarcoma

Reactive Oxygen Species

Rezeptor-Tyrosinkinase

Single-chain variable fragment

Sea Urchin Sperm Protein, Enterokinase and Agrin
Specificity protein 1

Somatostatin Receptor 2A

Signal Transducer and Activator of Transcription
Tris(hydroxymethyl)aminomethan-buffered saline with Tween20
Transcription Factor 4

Tertiargrad
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TIME-Studie TG4010 immunotherapy and first-line

TMA

TNFa

uiCcC

UKE

VNTR

WT1

VS.

ZEB1

non-small-cell lung cancer

Tissue Microarray

Tumornekrosefaktor a

Union Internationale Contre le Cancer
Universitatsklinikum Hamburg-Eppendorf
Variable Number of Tandem Repeats
Wilms' tumor suppressor 1

versus

Zinc finger E-box binding homeobox 1

chemotherapy for

advanced
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