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1. Einleitung

Maligne Tumoren gehdren zu den wichtigsten Erkrankungen tGberhaupt (Statistisches
Bundesamt, 2017). Circa 43% aller Frauen beziehungsweise 48% aller Manner
erkranken im Laufe ihres Lebens mindestens einmal an einer malignen Neoplasie
(Robert Koch-Institut, 2019).

Gesellschaften sterben an den Folgen eines Tumorleidens (Dagenais et al., 2020).

Fast ein Viertel aller Menschen in westlichen

Alleine in Deutschland werden jahrlich Gber 450.000 neue maligne Neoplasien
(Robert Koch-Institut, 2019). Die
Tumordiagnosen variiert zwischen Mannern und Frauen geringgradig. Die haufigsten

diagnostiziert Haufigkeit der einzelnen

Tumorerkrankungen und ihre jeweils assoziierte Mortalitat sind in Abbildung 1

beziehungsweise Abbildung 2 dargestellt.
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Abbildung 1: "Prozentualer Anteil der

haufigsten Tumorlokalisationen an allen

Krebsneuerkrankungen in Deutschland 2016 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs)“ (Robert

Koch-Institut, 2019)
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Abbildung 2: ,Prozentualer Anteil der hé&ufigsten Tumorlokalisationen an allen

Krebssterbeféllen in Deutschland 2016“ (Robert Koch-Institut, 2019)

Maligne Tumoren unterschiedlicher Organe teilen viele Gemeinsamkeiten. Die
malignen Zellen zeichnen sich durch ein unkontrolliertes Wachstum aus, welches zu
Beginn der Erkrankung auf den Entstehungsort begrenzt ist. Solange es nicht zu einer
Migration der Tumorzellen in andere Organe kommt, kann ein Tumor, wenn er
frihzeitig entdeckt wird, entweder durch eine Operation entfernt oder durch eine
Bestrahlung zerstort werden. Operative und radiotherapeutische MalRnahmen sind
dementsprechend flr die Uberwiegende Mehrzahl von Tumorheilungen verantwortlich
(W. Hiddemann, 2010). Viele maligne Neoplasien bleiben im Laufe ihrer Entwicklung
aber nicht auf das Ursprungsorgan beschrankt. Es kommt entweder durch eine
lymphogene oder eine hAmatogene Metastasierung zur Absiedlung von Tumorzellen
in andere Organe. Sobald eine héamatogene Metastasierung vorliegt, ist eine
Tumorheilung meist nicht mehr méglich (Gupta and Massague, 2006). Haufig sind die
Metastasen zu zahlreich, als dass sie vollstandig chirurgisch entfernt werden kénnten.
Die meisten Tumoren kénnen jedoch durch eine Chemotherapie zumindest fur eine
langere Zeit am Fortschreiten gehindert werden (Grunberger et al., 2007). Die
chemotherapeutischen Malinahmen beinhalten klassische Zytostatika, sogenannte
gezielte Krebstherapien und neuerdings immunonkologische Medikamente. Die
klassischen Chemotherapeutika hemmen insbesondere die Mitose, sodass rasch

proliferierende Zellen von den Krebsmedikamenten besonders getroffen werden. Da



Tumorzellen zu den rasch wachsenden Geweben gehoren, kodnnen
Chemotherapeutika besonders bei aggressiven, schnell wachsenden Tumoren, wie
beispielweise den malignen Lymphomen oder Hodentumoren, eine eklatante Wirkung
zeigen. Die Nebenwirkungen dieser Medikamente zeigen sich naturgemaf in
denjenigen Organen, wo eine besonders starke Zellerneuerung stattfindet. Dies betrifft
beispielsweise die Blutbildung, die Darmmukosa oder — besonders gut sichtbar — den
Haarwuchs (J. Schiutte, 2010).

Bei gezielten Therapien werden Strukturen durch Medikamente angegriffen, welche
ausschlie3lich oder Uberwiegend auf Tumorzellen zu finden sind (Hanahan and
Weinberg, 2011). Zu den gezielten Therapien gehoren beispielsweise antihormonelle
Therapien, welche beim Mammakarzinom den Ostrogenstoffwechsel (McGuire, 1975)
oder beim Prostatakarzinom das Androgenrezeptorsystem blockieren (Huggins and
Hodges, 1972). Andere gezielte Krebstherapien attackieren Oberflachenstrukturen
von Tumorzellen wie zum Beispiel die Tyrosinkinase HER2 (Huggins and Hodges,
1972, Slamon et al., 2001), richten sich gegen vaskulare Wachstumsfaktoren (VEGF)
um der Angiogenese entgegenzuwirken (Fernando and Hurwitz, 2004) oder hemmen
Enzymkomplexe wie beispielsweise das Proteasom der Zelle mit dem Ziel, durch eine
Unterbrechung des Zellzyklus insbesondere die stoffwechselaktiveren Krebszellen zu
beeintrachtigen (Ludwig et al., 2005, Richardson et al., 2004).

Von besonders hohem aktuellem Interesse (Hegde and Chen, 2020) sind neue
immunonkologische Medikamente, welche nicht Tumorzellen direkt attackieren,
sondern das Immunsystem des Tumorpatienten so manipulieren, dass die
zytotoxische Reaktion auf Tumorzellen gesteigert wird, sodass die Tumoren durch
eine gesteigerte Immunantwort des Patienten ganz oder teilweise zerstort werden
konnen (Leach et al., 1996). Die meisten aktuell verfugbaren Immuntherapien
attackieren das Immun-Checkpoint Regelsystem PD-1/PD-L1. Da mehrere analoge
Immun-Checkpoint Systeme existieren, deren pharmakologische Manipulation aktuell
intensiv erforscht wird, ist damit zu rechnen, dass die Zahl einsetzbarer
immunonkologischer Medikamente in den néchsten Jahren rasant wachsen wird
(Esfahani et al., 2020).

Unabhangig von der Art des Tumors spielt die histopathologische Untersuchung von
entnommenem Tumorgewebe eine entscheidende Rolle fir die betroffenen Patienten.
In pathologischen Instituten wird nicht nur in praktisch allen Fallen die Krebsdiagnose

initial gestellt, sondern es werden auch zusatzliche Informationen tber den Tumor



bereitgestellt, welche den behandelnden Arzten Informationen zur der zu erwartenden
Aggressivitat des Tumors und uber Behandlungsoptionen liefern. Meistens wird die
Malignitatsdiagnose eines Tumors an einem kleinen Gewebestlick gestellt, welches
im Rahmen eines minimalinvasiven Eingriffes aus dem Patienten entnommen wird.
Nachdem die Tumordiagnose durch den Pathologen gestellt wurde, wird bei operablen
Patienten meist der Tumor oder das den Tumor enthaltende Organ entnommen. Je
nach Umfang der hierfir notwendigen Operation wird gegebenenfalls auch eine lokale
Lymphknotenexstirpation durchgefiihrt. Der Pathologe bestimmt dann im Rahmen
einer kombinierten makroskopischen und mikroskopischen Untersuchung den
Zustand der Pré&paratrdnder (Ro-Resektion des Tumors oder nicht) und fiuhrt
verschiedene Untersuchungen zur Beurteilung der Tumoraggressivitat durch. Hierzu
gehort die Bestimmung des Malignitatsgrades (Grading), die Tumorausdehnung
beziehungsweise das pT-Stadium und der Nachweis oder Ausschluss von
lokoregiondren Lymphknotenmetastasen (pN) und von Fernmetastasen (pM), wenn
ein entsprechendes Resektat vorliegt. Die sich ergebende pTNM-Klassifikation ist die
grundlegende, internationale Standardklassifikation der Pathologie fur die
anatomische Ausbreitung bésartiger Tumoren im Korper (James D. Brierley (Hrsg.) et
al., 2017). In vielen Fallen gehort zur routinemafRigen Untersuchung des
Tumorgewebes auch eine molekulare Zusatzuntersuchung, welche bei der
Einschéatzung der Patientenprognose sowie bei der Therapieplanung helfen kann. Um
moglicherweise gezielt Tumortherapien einzusetzen, muss die molekulare Alteration,
welche therapeutisch angegangen werden soll, im Tumor zunadchst nachgewiesen
werden. Zu den routinem&lRig untersuchten Therapiezielen gehoéren beispielsweise
Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor und HER-2 beim Mammakarzinom
(Leitlinienprogramm Onkologie (Hrsg.), 2020a), HER-2 beim Magenkarzinom (Bang et
al., 2010) oder EGF-Rezeptor und ROS1 und ALK beim Bronchialkarzinom (NSCLC)
(Leitlinienprogramm Onkologie (Hrsg.), 2018b). Bei Kolon-, Endometrium- und
Magenkarzinomen werden heute routinemafRlig Untersuchungen zur Bestimmung
einer Mikrosatelliteninstabilitat durchgefihrt (Leitlinienprogramm Onkologie (Hrsg.),
2018a, Leitlinienprogramm Onkologie (Hrsg.), 2019a, Leitlinienprogramm Onkologie
(Hrsg.), 2019b). Durch den Nachweis einer PD-L1-Uberexpression beim Harnblasen-
oder Lungenkarzinom kann eine Indikation fiir eine Therapie mit Immuncheckpoint-
Inhibitoren erfolgen (Leitlinienprogramm Onkologie (Hrsg.), 2018b, Leitlinienprogramm
Onkologie (Hrsg.), 2020b).



Ein kleiner Teil aller malignen Tumoren &uf3ert sich primar durch das Auftreten von
Metastasen. Auch in dieser Sondersituation schliel3t sich an eine bildgebende
Diagnostik die klinische Abklarung mit einer Biopsie oder Entnahmen einer auffalligen
Raumforderung an, wobei der Pathologe am entnommenen Material eine maligne
Neoplasie diagnostiziert. Wahrend die Zuordnung einer Neoplasie zu einem
Ursprungsorgan meistens problemlos erfolgen kann, wenn der Tumor in seinem
Ursprungsorgan entsteht, ist die Primariussuche bei Metastasen deutlich schwieriger.
Rein morphologisch ist die Bandbreite der moglichen Befunde limitiert. Maligne
Neoplasien kénnen morphologisch grob in Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome,
solide Karzinome ohne besondere Differenzierung, spindelzellige Tumoren oder klein-
und rundzellige Tumoren eingeteilt werden (W. Bdcker, 2012). Zu allen diesen
morphologischen Situationen kommen ganz verschiedene Ursprungsorgane in Frage.
Beim Plattenepithelkarzinom koénnen differentialdiagnostisch Karzinome aus
Mundhohle, Pharynx, Larynx, Oesophagus, Lunge, Harnblase, Analbereich,
Genitalbereich (Vulva, Zervix, Vagina, Penis) erwogen werden. Bei Adenokarzinomen
beinhaltet die Differentialdiagnose Tumoren von Oesophagus, Magen, Dunndarm,
Kolon, Appendix, Gallenblase, Pankreas, Lunge, Prostata, Schilddriise oder
Speicheldrisen. Undifferenzierte solide Karzinome kénnen grundsatzlich von allen
epithelialen Organen ausgehen. Spindelzellige Tumoren konnen sarkomatoid
entdifferenzierte Karzinome darstellen, welche wiederum prinzipiell von allen
verschiedenen epithelialen Organen ausgehen kodnnen, oder aber Sarkome,
ausgehend von Weichteilen. Bei den kleinen und rundzelligen Tumoren kommen
neben Lymphomen vor allem kleinzellige neuroendokrine Karzinome oder maligne
mesenchymale Neoplasien, beispielsweise aus der PNET-/Ewing-Sarkomgruppe in
Betracht (Gregorio et al., 2008, W. Bocker, 2012). Auch bei der Evaluation von
Metastasen sind molekulare Zusatzuntersuchungen von entscheidender Bedeutung.
In diesen Situationen dienen die Zusatzuntersuchungen aber nicht nur der
Identifikation von maoglichen therapeutischen Optionen, sondern auch der
Tumorzuordnung zu einem bestimmten Organ. Verschiedene Organe exprimieren
charakteristische, organtypische Proteine, welche eine Zuordnung eines Tumors zu
seinem Primarius erlauben. Hierzu gehdren beispielsweise das
schilddriisenspezifische Thyreoglobulin oder das prostataspezifische
Prostataspezifische Antigen (PSA) (Stieber, 2010). Andere immunhistochemische

Untersuchungen zur Tumortypisierung sind zwar nicht tumorspezifisch, allerdings bei



bestimmten Tumorarten deutlich haufiger positiv als bei anderen. Ein Beispiel hierfur
ist PAX8, welches bei Tumoren der Schilddriise, Niere oder vom Millerschen Gang
ausgehenden Genitaltumoren besonders héaufig exprimiert wird, aber in anderen
Neoplasien wie beispielsweise dem Prostata- oder Kolonkarzinom nie anzutreffen ist
(Ozcan et al., 2011).

Immunhistochemische Tumoruntersuchungen werden somit aus zwei Indikationen
durchgefiihrt. Zum einen dienen sie der Identifikation von therapeutischen Optionen,
beispielsweise durch die Untersuchung méglicher Therapieziele. Zum anderen kénnen
sie die Zuordnung von metastatischem Tumorgewebe zu einem Ursprungsorgan
ermdglichen. Das in dieser Doktorarbeit untersuchte Protein Muc5AC ist von

besonderem Interesse, da es potentiell fir beide Anwendungen in Frage kommt.

Muc5AC gehort zur Gruppe der Muzine. Diese lassen sich in transmembrantse
Muzine sowie jene, die von Zellen abgesondert werden, gliedern, wobei Muc5AC zu

letzteren gehdort (Hollingsworth and Swanson, 2004).
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Abbildung 3: Schematische Einordnung von Muc5AC innerhalb der Muzine (Hollingsworth and
Swanson, 2004, Thornton et al., 2008, Bafna et al., 2010)

MUCS5AC wurde erst als tracheobronchales Muzingen MUCS5 verstanden und korrekt
auf Chromosom 11p15 lokalisiert (Meezaman et al., 1994). Hierbei wurde von
eigenstandigen genetischen Abschnitten ausgegangen, sodass urspringlich MUCS5A,
MUC5B und MUCS5C beschrieben wurden. Da sich spater herausstellte, dass MUC5A
und MUCS5C Teile eines Gens darstellen, wurde das Protein als Muc5AC neu benannt



(Guyonnet Duperat et al., 1995). Muc5AC ist ein polymerisches Muzin, welches in drei
Teile gegliedert werden kann. An den zentralen und hochgradig glykolisierten
Proteinteil gliedert sich der amino-terminale (N-) sowie carboxyl-terminale (C-) Bereich
(Curran and Cohn, 2010). Die terminalen Bereiche zeichnen sich insbesondere durch
jeweils vier Doménen aus, die jenen des von-Willebrandt-Faktor ahnlich sind. Genauer
finden sich am N-Terminus D1, D2, D* und D3 sowie am C-Terminus D4, B, C und CK
(Buisine et al.,, 1998, Escande et al., 2001). Physiologisch wird Muc5AC in
Becherzellen von Bronchien (Rose and Voynow, 2006), in Foveolen des Magens (Ho
et al., 1995) und in Speicheldrisen (Alos et al., 2005) sowie der Gallenblase (Sasaki
et al.,, 1999) und der Endozervix (Gipson et al., 1997) exprimiert. Seine Funktion
besteht im Schutz des Epithels vor Pathogenen sowie Umwelteinfliissen. Dies ist der
Fall, da Muc5AC die rheologischen Eigenschaften des Mucus mit beeinflusst, sodass
dieser transportfahig bleibt (Lunge) oder eine gleichméfige und adhasive Barriere
bilden kann (Magen) (Thornton et al., 2008). Als wesentlicher Bestandteil des in der
Lunge gebildeten Mucus nimmt Muc5AC eine relevante Rolle bei verschiedenen nicht
neoplastischen Lungenerkrankungen ein. Bei Patienten mit chronischer Bronchitis im
Rahmen einer COPD kann die Muc5AC Konzentration im pulmonalen Sekret um den
Faktor 10 erhoht sein und auch bei Asthma und Mukoviszidose ist Muc5AC deutlich
erhoht (Kesimer et al., 2017). Aufgrund der bekannten Bedeutung von Muc5AC bei
nicht-neoplastischen Erkrankungen wurde von verschiedenen Gruppen mit der
Entwicklung einer Anti-Muc5AC-Therapie begonnen (Skrzypek et al., 2013, Zhang et
al., 2015). Derartige Therapien kdonnten sich auch bei Tumoren als nttzlich erweisen,
denn eine Vielzahl von Berichten hat aufgezeigt, dass Muc5AC in unterschiedlicher
Haufigkeit auch in  Tumoren exprimiert wird, wie beispielsweise in
Speicheldriisenkarzinomen, Mammakarzinomen, Lungenkarzinomen,
Magenkarzinomen, Gallenblasenkarzinomen, cholangiozellularen Karzinomen,
Pankreaskarzinomen, Kolonkarzinomen, Ovarialkarzinomen, Zervixkarzinomen oder
bei Urothelkarzinomen der Harnblase (Alos et al., 2005, Pereira et al., 2001, Lopez-
Ferrer etal., 2001, Reis et al., 1997, Sasaki et al., 1999, Sasaki et al., 1998, Yonezawa
et al., 2002, Kocer et al., 2002, Ji et al., 2002, Riethdorf et al., 2000, Kunze et al.,
2001).

Die bisher existierenden Studien zur Expression von Muc5AC in Tumoren wurden von
einer Vielzahl von Forschungsgruppen unter Verwendung von verschiedenen

Antikérpern, immunhistochemischen Protokollen und Kriterien fur die Bewertung der
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histologischen Befunde durchgefiihrt. Dementsprechend sind die publizierten
Ergebnisse uneinheitlich. Die Ergebnisse von 148 publizierten Studien zu 35

verschiedenen Tumortypen sind in Abb. 4 dargestellt.
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Abbildung 4: Ergebnisse der Literaturrecherche (Quellen der ausgewerteten Studien siehe
Anhang, Tabelle 6) *Studiendaten der Literatur zu ,Urothelkarzinom” sowohl fir
y2Urothelkarzinom pTa“ als auch ,Urothelkarzinom T2-4* (ibernommen.
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Dabei sind die einzelnen Studien gemal der Zahl der untersuchten Tumoren in einer
Farbkennzeichnung dargestellt. Die rot markierten Studien haben 1-10, die gelben 10-
25 und die schwarz markierten Studien mehr als 25 Falle untersucht. Die Darstellung
zeigt, dass die Daten unabhangig von der Studiengrdl3e erheblich variieren. Sie
reichen beispielsweise fur das Kolonkarzinom von 0-89%, das Adenokarzinom der
Lunge von 10-72%, das Adenokarzinom der Ampulla Vateri des Pankreas von O-
100%, das Magenkarzinom (diffuser Typ) von 36-83%, das Magenkarzinom
(intestinaler Typ) von 19-86%, das Adenokarzinom des Oesophagus von 0-83% und
das muzindse Ovarialkarzinom von 33-100%. Diese von Untersucher zu Untersucher
stark unterschiedlichen Daten erschweren eine Einschatzung der mdglichen
diagnostischen Relevanz von Muc5AC. Um die mégliche diagnostische Bedeutung der
Muc5AC Immunfarbung zu klaren, wurde in der vorliegenden Untersuchung eine
Kohorte von mehr als 3400 Tumoren von 82 verschiedenen Tumortypen und Subtypen
sowie 76 verschiedenen Normalgeweben mit einem standardisiertem Protokoll und
unter Verwendung eines einzigen Antikdrpers immunhistochemisch untersucht. Das
konkrete Ziel der Untersuchung war eine Klarung der diagnostischen Bedeutung der
Muc5AC Immunhistochemie und die Identifikation von Tumoren, welche im Falle des
Vorhandenseins einer wirksamen Anti-Muc5AC Therapie von einer derartigen

Behandlung besonders wahrscheinlich profitieren kénnten.

2. Material und Methoden

2.1. Tissue Microarray Technik

Das Tissue Microarray Verfahren erlaubt eine Hochdurchsatzuntersuchung von
Geweben (Kononen et al., 1998). Tausende von Tumoren kénnen unter Anwendung
der TMA-Methode innerhalb von Stunden immunhistochemisch untersucht werden.
Allerdings ist der Herstellungsprozess von Tissue Microarrays ausgesprochen
aufwendig. Er beginnt mit der Identifikation potentiell geeigneter Tumoren durch eine
Datenbankabfrage, worauf von den identifizierten Fallen die Originaltumorschnitte
herausgesucht werden. Die Reevaluation dieser Schnitte ergibt regelm&Rig bei einem
signifikanten Teil der identifizierten Falle, dass die Proben fir eine Tissue Microarray
Herstellung wegen geringer Grof3e, schlechter Gewebeerhaltung oder zu geringer

Tumormenge ungeeignet sind. Nur von den als geeignet empfundenen Fallen werden
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die stanzbaren Tumorareale auf dem Schnitt mit Filzstift markiert und es werden
korrespondierende Gewebeblocke herausgesucht. Nicht jeder herausgesuchte Block
ist letztlich brauchbar, denn manche Gewebeproben wurden bereits so ausgedehnt
untersucht, dass die nur noch geringe Blockdicke eine Verwendung in einem Tissue
Microarray nicht ratsam erscheinen lasst. Sobald klar ist, welche Tumoren letztlich
verwendet werden kdnnen, wird ein Tissue Microarray fertig geplant, das heif3t, es wird
jedem Gewebeblock eine Position in dem geplantem Tissue Microarray zugeordnet.
Der in der Pathologie des UKE Ubliche Aufbau eines Tissue Microarray ist in Abbildung

5 dargestellt.
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Abbildung 5: Koordinatensystem des Tissue Microarrays (Nummer 5.2) zur Auswertung der
einzelnen Gewebespots.

Der Tissue Microarray gliedert sich in 6 Quadranten (A-F). In jedem Quadranten
werden die Zeilen mit Zahlen (1-9) und die Spalten mit Kleinbuchstaben (a-r, a-m bzw.
a-e) definiert. Die Schnitte und Blocke werden dann in der vorgeplanten Reihenfolge

zusammensortiert und neben dem Stanzgerat gelagert (Abb. 6).
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Abbildung 6: Geordnete Schnitte und korrespondierende Bldcke in zu stanzender Reihenfolge

Fur die eigentliche Herstellung des Tissue Microarray werden in den
Empfangerblécken mit einem Bohrer an den vorbestimmten Positionen Lécher mit
einem Durchmesser von 0,6mm angefertigt. Mit einer Hohlnadel werden aus den
ausgewahlten Tumorblocken zylindrische Gewebefragmente entnommen und an der
vorbestimmten Position in das vorgefertigte Bohrloch eingesetzt. Aus Effizienzgriinden
werden dabei typischerweise multiple Replikate der TMA-Blocke hergestellt
(Abbildung 7).

15



Abbildung 7: Stanzgerat im laufenden Herstellungsverfahren von vier identischen TMA-
Blocken

Von den so angefertigten Tissue Microarray Blocken kdnnen dann Schnitte hergestellt
werden, welche bis zu 600 verschiedene 0,6mm im Durchmesser messende
Gewebefragmente enthalten. Die Tissue Microarray Methode ist auch deswegen
hervorragend fur Forschungszwecke geeignet, weil die entnommenen Proben sehr

einfach pseudonymisiert auch anonymisiert werden kdnnen.

2.2. Normalgewebe und Multitumor TMA

Alleine fur das Muc5AC Projekt wurden zwei verschiedene Tissue Microarrays

ausgewabhlt, ein Normalgewebearray und ein Multitumorarray.

2.2.1 Normalgewebearray

Der Normalgewebearray besteht aus acht verschiedenen Proben von acht
verschiedenen Patienten von jeweils 76 verschiedenen Normalgewebetypen. Die
untersuchten Gewebetypen sind in Tabelle 1 dargestelit.
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Reihenfolge Gewebetyp Reihenfolge Gewebetyp
1 Aorta, Endothel 39 Rectum, Mucosa
2 Aorta, Media 40 Vesicae biliaris, Epithelium
3 Cardia 41 Hepatis
4 Musculus, gestreifte 42 Pankreas
5 Lingua 43 Gll. Parotis
6 Uterus, Myometrium 44 Gll. Submandubularis
7 Appendix, Muskelwand 45 Gll. Sublinguales
8 Oesophagus, Muskelwand 46 Medulla ossium
9 Gaster, Muskelwand 47 Duodenum, Brunner Driisen
10 lleum, Muskelwand 48 Cortex renalis
11 Kolon descendens, Muskelwand 49 Medulla renalis
12 Pelvis renalis, Muskelwand 50 Prostata
13 Vesica urinaria, Muskelwand 51 Gl. Vesiculosa
14 Penis, Corpus Spongiosum 52 Epididymis
15 Ovar, Stroma 53 Testis
16 Adipozyten 54 Bronchus, Mucosa
17 Cutis 55 Bronchus, Gill.
18 Cutis, Haarfollikel 56 Sinus paranasales
19 Labia, Mucosa oris 57 Pulmo
20 Cavum oris 58 Mamma
21 Tonsille, Oberflachenepithel 59 Endocervix
22 Canalis analis, Zona cutanea 60 Endometrium, Proliferationsphase
23 Canalis analis, Zona transitionalis 61 Endometrium, Sekretionsphase
24 Ektocervix 62 Tuba uterina, Mucosa
25 Oesophagus, Plattenepithel 63 Placenta, friihe, decidua
26 Pelvis renalis, Urothel 64 Ovar, Corpus luteum
27 Vesica urinaria, Urothel 65 Ovar, Follikulare Zyste
28 Plazenta, Amnion, Chorion 66 Placenta, frihe
29 Nodus lymphaticus 67 Placenta, reif
30 Lien 68 Gl. Adrenalis
31 Thymus 69 Gl. Parathyroideae
32 Tonsille 70 Gl. Thyroidea
33 Gaster, Antrum 71 Cortex cerebelli
34 Gaster, Corpus 72 Cerebellum, Substantia grisea
35 Duodenum, Mucosa 73 Cortex cerebri
36 lleum, Mucosa 74 Cerebrum, Substantia alba
37 Appendix, Mucosa 75 Hypophyse, Lobus post., Infundibulum
38 Colon descendens, Mucosa 76 Hypophyse, Lobus ant.

Tabelle 1: Zusammensetzung der Gewebetypen des NTA.
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2.2.2 Multitumorarray

Der Multitumorarray beinhaltet insgesamt 3449 Proben von 82 verschiedenen
Tumortypen und Subtypen. Von jedem Tumor wurden maximal 50 verschiedene
Exemplare von 50 verschiedenen Patienten mit aufgenommen. Von einzelnen
seltenen Tumortypen konnte die Zahl von 50 allerdings nicht erreicht werden. Die
genaue Zusammensetzung des Multitumor-TMAs ist in Tabelle 2 dargestellt. Jeder
einzelne TMA enthielt neben den Tumoren auch eine Standard Kontrollsektion, welche
jeweils die folgenden Normalgewebe beinhaltete: Haut, Niere, Prostata, Kolon, Herz,

Hirn, Pankreas, Schilddrise, Lymphknoten sowie Leber.

Tumorgruppen Entité&t n auf TMA

Pilomatrixom 35

Basaliom 48

Benigner Naevus 29

Tumoren der Haut Haut Plattenepithelkarzinom 50
Malignes Melanom 48

Merkellzellkarzinom 46

Larynx Plattenepithelkarzinom 50

Mundboden Plattenepithelkarzinom 50

Lunge Plattenepithelkarzinom 50

Bronchialkarzinom grof3zellig 31

Lunge Adenokarzinom 50

Atemwegstumoren Lunge bronchioalveolares Karzinom 6
Lunge kleinzelliges Karzinom 20

Malignes Mesotheliom 48

Parotis Pleomorphes Adenom 50

Parotis Warthin Tumor 49

Speicheldriise Basalzelladenom 15

Vagina Plattenepithelkarzinom 48

Vulva Plattenepithelkarzinom 50

Zervix Plattenepithelkarzinom 50

Zervix Adenokarzinom 50

Endometriumkarzinom endometrioid 50

Endometriumkarzinom serés 50

Uterus Stromasarkom 12

Karzinosarkom 48

Gynikologische Tumoren Ovar!alkarz?nom end__ometrioid 37
Ovarialkarzinom serds 50

Ovarialkarzinom muzinés 26

Brennertumor 9

Mammakarzinom NST 46

Mammakarzinom lobul&r 43

Mammakarzinom medullar 15

Mammakarzinom tubular 18

Mammakarzinom muzinds 22

Mammakarzinom phylloid 50

Colonadenom, low grade 50

Colonadenom, high grade 50

Colon Adenokarzinom 50

Dinndarm Adenokarzinom 10

Gastrointestinale Tumoren Magenkarz!nom _diffus_er Typ 50
Magenkarzinom intestinaler Typ 50

Osophagus Adenokarzinom 50

Osophagus Plattenepithelkarzinom 49

Analkanal Plattenepithelkarzinom 50

Cholangiozellulares Karzinom 50
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Hepatozellulares Karzinom 50

Pankreas duktales Adenokarzinom 50

Pankreas/Papille Adenokarzinom 30

Pankreas Neuroendokriner Tumor 49

Gastrointestinaler Stromatumor 50

Urothelkarzinom pTa 50

Urothelkarzinom T2-4 50

Harnblasenkarzinom kleinzellig 18

Nierenzellkarzinom klarzellig 50

Nierenzellkarzinom papilléar 50

Nierezellkarzinom chromophob 50

Urogenitale Tumoren Onkozytom 50
Prostatakarzinom 49

Prostatakarzinom kleinzellig 17

Seminom 50

Embryonales Karzinom (Hoden) 50

Dottersacktumor 50

Teratom 50

Schilddriisenadenom 50

Schilddrisenkarzinom papilléar 50

Schilddriisenkarzinom follikul&ar 49

Schilddrisenkarzinom medullar 50

Endokrine Tumoren Schilddriisenkarzinom anaplastisch 26
Nebennieren-Adenom 50

Nebennieren-Karzinom 26

Phaochromozytom 50

Neuroendokriner Tumor (NET) 50

Hodgkin-Lymphom 45

Hamatologische Neoplasien = Non Hodgkin-Lymphom 48
Thymom 29

Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor 45

Granularzelltumor 30

. Leiomyom 50
Weichgewebstumoren Leiomyosarkom 49
Liposarkom 49

Angiosarkom 32

Knochentumoren Osteosarkom 25
Chondrosarkom 25

Tabelle 2: Zusammensetzung des Multi Tumor Arrays fur die immunhistochemische
Untersuchung auf MucbAC

2.3 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Untersuchungen von samtlichen 8 Schnitten (einmal NTA,
sieben Mal MTA) erfolgte an einem Tag unter absolut identischen Bedingungen. Am
Tag vor der Untersuchung wurden die Schnitte frisch hergestellt. Hierfir wurden 2,5
Mikrometer dicke Gewebeschnitte angefertigt. Fur die immunhistochemische
Untersuchung wurden die Gewebeschnitte zunachst deparaffiniert und danach einer
hitzeinduzierten Epitop-Demaskierungsprozedur fur 5 Minuten bei einem pH-Wert von
7,8 und einer Temperatur von 121 Grad Celsius in einem Autoklaven unterzogen. Der
monoklonale Antikérper (Maus) GenomeMe IHC625-100 wurde fir 60 Minuten bei
einer Verdiinnung 1:1350 bei 37 Grad inkubiert. Der gebundene Antikérper wurde
danach unter Verwendung des EnVision-Kits (Dako, Glostrup, D&nemark) visualisiert.

Die Auswertung der Tumorproben erfolgte durch Prof. Guido Sauter. Fur jeden Tumor
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wurde die Intensitat der Farbung und der prozentuale Anteil gefarbter Tumorzellen
registriert. Aus Intensitat und prozentualem Anteil wurde danach eine Einteilung in die
Kategorien negativ, geringgradig positiv, maRiggradig positiv und stark positiv
durchgefiihrt unter Verwendung der folgenden Kriterien: Keine Farbung entspricht der
Bewertung ,negativ®, Intensitat 1 in <70% der Tumorzellen oder Intensitat 1 in <30%
der Tumorzellen entspricht ,geringgradig positiv®, Intensitat 1 in >70% der Tumorzellen
oder 2 in 30-70% der Tumorzellen oder 3 in <30% der Tumorzellen entspricht
,mafiggradig positiv, Intensitat 2 in >70% der Tumorzellen oder 3 in <30% der
Tumorzellen entspricht ,stark positiv‘. Die Auswertung des Normalgewebearrays
erfolgte durch Dr. Sebastian Dwertmann Rico, wobei in Normalgeweben registrierte

Farbungen jeweils einem spezifischen Zelltyp zugeordnet wurden.

2.4 Statistik

Die Ergebnisse der Untersuchungen wurden tabellarisch dargestellt. Statistische
Untersuchungen zur Beurteilung von Unterschieden zwischen bestimmten

Tumorgruppen erfolgten nicht.

3. Ergebnisse

3.1. Normalgewebe

Die Ergebnisse der Untersuchungen von Normalgeweben sind in Tabelle 3 dargestellt.
Positive Anfarbungen finden sich insbesondere im Gastrointestinaltrakt, dem
Respirationstrakt und im Bereich der Cervix Uteri. Reprasentative Beispiele von
Anfarbungen in Bronchialschleimhaut, Magenschleimhaut, Gallenblasenepithel und
Drisenepithel der Endozervix sind in den Abbildungen 8-11 dargestellt. Die
schwacheren Anfarbungen fanden sich in Nierentubuli oder auch der Hypophyse
(Abbildungen 12-13).
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Organsystem

Schwache Farbung

Moderate Farbung

Starke Farbung

Urogenitaltrakt

Tubuli renalis:
insbesondere proximale
Tubuluszellen

Vesica urinaria: Urothel
Deckzellen (sehr fokal
bzw. Einzelzellen mit
Intensitat von + bis ++)

Kopf und Hals

Gll. Sublingualis:
Muzindse Zellen (sehr
fokal)

Gastrointestinaltrakt

Duodenum: Mucosa
Becherzellen (sehr fokal,
Intensitét + bis ++)

Appendix: Mucosa
Becherzellen (sehr fokal,
Intensitat + bis ++)

Colon, descendens:
Mucosa Becherzellen
(sehr fokal, Intensitat +
bis ++)

Rectum: Mucosa
Becherzellen (sehr fokal,
Intensitat + bis ++)

Vesica biliaris: Mucosa
Zylinderepithel (Intensitét
von + bis ++)

Gaster, Antrum:
Mucosa
Oberflachenepithel,
mukdse Zellen

Gaster, Corpus: Mucosa
Oberflachenepithel,
Nebenzellen (Intensitéat
von + bis ++)

Gaster, Fundus:
Mucosa
Oberflachenepithel,
Nebenzellen (Intensitéat
von + bis ++)

Canalis analis, Zona
transitionalis: Mucosa
Suprabasale
Epithelzellen

Respirationstrakt

Pulmo, Bronchus:
Mucosa Respiratorische
Epithel und Becherzellen
(Intensitat von ++ bis
+++)

Gynékologischer Trakt

Cervix uteri,
Endozervix: Mucosa
Schleimbildendes
Zylinderepithel (Intensitat
von + bis +++)

Endokrine Organe

Hypophyse, Lobus
anterior:
Zytoplasmatische
Anfarbung

Tabelle 3: Ergebnisse der NTA Anfarbung und Deklarierung des Muc5AC exprimierenden

Zelltypus
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Abbildung 8: NTA, Pulmo — Starke zytoplasmatische Anfarbung von Flimmerepithel der
Bronchialschleimhaut

.‘[r’/

Abbildung 9: NTA, Gaster - Starke zytoplasmatische beziehungsweise membrandse
Anfarbung des Oberflachenepithels
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Abbildung 10: NTA, Endocervix — Starke zytoplasmatische respektive membrandse Anfarbung
des schleimbildenden Zylinderepithels

Abbildung 11: NTA, Vesica biliaris - Schwach bis maRige zytoplasmatische/membrantse
Anfarbung des Epithels
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Abbildung 12: NTA, Cortex renalis — Schwache Anfarbung der Tubuluszellen der proximalen
Nierentubuli

Abbildung 13: NTA, Hypophyse Lobus anterior - Dezente zytoplasmatische Anfarbung der
Adenohypophyse
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3.2 Neoplasien

Die Ergebnisse der Tumoruntersuchung sind in Tabelle 4 dargestellt. Eine Positivitat
fur Muc5AC in mindestens einem untersuchten Fall fand sich in 31 von 82
untersuchten Tumortypen. Bei 21 untersuchten Tumortypen wurde in mindestens
einem Fall eine starke Muc5AC Expression beobachtet. Eine Rangliste der Tumoren
nach der Haufigkeit der Muc5AC Expression ist in der Abbildung 14 dargestellt. Die
am haufigsten positiven Karzinome sind das Adenokarzinom des Oesophagus,
Kolonadenome, das duktale Adenokarzinom des Pankreas, Adenokarzinome des
Magens und muzindse Ovarialkarzinome. Die Rangliste macht deutlich, dass eine
Muc5AC Expression praktisch nur bei Adenokarzinomen vorkommt. Die am haufigsten
Muc5AC positiv  gefundenen nicht-Adenokarzinome sind grol3zellige
Bronchialkarzinome (13% positiv) und kleinzellige Harnblasenkarzinome (11%
positiv). Reprasentative Bilder von Muc5AC positiven Tumoren sind in den
Abbildungen 15-34 dargestellt.
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) neg. schw. mod. stark positiv
Tumorgruppen Entitat % % % % %
Pilomatrixom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Basaliom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren der Haut Benigner Naevus 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Haut Plattenepithelkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Malignes Melanom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Merkellzellkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Larynx Plattenepithelkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Mundboden Plattenepithelkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Lunge Plattenepithelkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Bronchialkarzinom grof3zellig 87,0 13,0 0,0 0,0 13,0
Atemwegs- Lunge Adenol-<arzinom | 82,9 2,9 2,9 11,4 17,1
tumoren Lunge bronchioalveolares Karzinom 66,7 16,7 0,0 16,7 33,3
Lunge kleinzelliges Karzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Malignes Mesotheliom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Parotis Pleomorphes Adenom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Parotis Warthin Tumor 91,1 2,2 2,2 4,4 8,9
Speicheldrise Basalzelladenom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Vagina Plattenepithelkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Vulva Plattenepithelkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Zervix Plattenepithelkarzinom 97,4 2,6 0,0 0,0 2,6
Zervix Adenokarzinom 69,4 13,9 2,8 13,9 30,6
Endometriumkarzinom endometrioid 64,4 20,0 4,4 111 35,6
Endometriumkarzinom seros 84,8 12,1 3,0 0,0 15,2
Uterus Stromasarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Karzinosarkom 91,1 2,2 2,2 4,4 8,9
Gynéakologische Ovarialkarzinom endometrioid 96,2 3,8 0,0 0,0 3,8
Tumoren Ovarialkarzinom seros 97,6 0,0 2,4 0,0 2,4
Ovarialkarzinom muzinds 54,5 4.5 4.5 36,4 455
Brennertumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Mammakarzinom NST 96,0 4,0 0,0 0,0 4,0
Mammakarzinom lobulér 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Mammakarzinom medullar 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Mammakarzinom tubular 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Mammakarzinom muzinds 93,8 0,0 6,3 0,0 6,3
Mammakarzinom phylloid 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Colonadenom, low grade 36,4 18,2 13,6 31,8 63,6
Colonadenom, high grade 40,0 16,7 10,0 33,3 60,0
Colon Adenokarzinom 83,3 0,0 8,3 8,3 16,7
Gastrointestinale  Dinndarm Adenokarzinom 66,7 0,0 0,0 33,3 33,3
Tumoren Magenkarzinom diffuser Typ 55,6 11,1 3,7 29,6 44,4
Magenkarzinom intestinaler Typ 43,3 30,0 6,7 20,0 56,7
Osophagus Adenokarzinom 28,2 23,1 17,9 30,8 71,8
Osophagus Plattenepithelkarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0

26



Analkanal Plattenepithelkarzinom 92,3 0,0 0,0 7,7 7,7
Cholangiozellulares Karzinom 77,8 2,8 5,6 13,9 22,2
Hepatozellulares Karzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Pankreas duktales Adenokarzinom 36,4 24,2 6,1 33,3 63,6
Pankreas/Papille Adenokarzinom 58,8 11,8 5,9 23,5 41,2
Pankreas Neuroendokriner Tumor 91,2 0,0 5,9 2,9 8,8
Gastrointestinaler Stromatumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Urothelkarzinom pTa 97,7 0,0 2,3 0,0 2,3
Urothelkarzinom T2-4 95,7 0,0 2,1 2,1 4,3
Harnblasenkarzinom kleinzellig 88,9 0,0 11,1 0,0 111
Nierenzellkarzinom klarzellig 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nierenzellkarzinom papillar 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
] Nierezellkarzinom chromophob 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Urogenitale
Onkozytom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren
Prostatakarzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Prostatakarzinom kleinzellig 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Seminom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Embryonales Karzinom (Hoden) 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Dottersacktumor 94,3 0,0 2,9 2,9 57
Teratom 95,8 4,2 0,0 0,0 4,2
Schilddriisenadenom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom papillar 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom follikular 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Schilddriisenkarzinom medullar 97,0 0,0 3,0 0,0 3,0
Endokrine ] ) ]
Schilddriisenkarzinom anaplastisch 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Tumoren
Nebennieren-Adenom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Nebennieren-Karzinom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Phaochromozytom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Neuroendokriner Tumor (NET) 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
) Hodgkin-Lymphom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Hématologische ]
) Non Hodgkin-Lymphom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Neoplasien
Thymom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Granularzelltumor 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Weichgewebs- Leiomyom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
tumoren Leiomyosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Liposarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Angiosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Knochentumoren  Osteosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Chondrosarkom 100,0 0,0 0,0 0,0 0,0

Tabelle 4: Ergebnisse der Multitumor Tissue Microarray Auswertung
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Osophagus Adenokarzinom I 71.79%
Colonadenom, low grade NN 63.64%
Pankreas duktales Adenokarzinom NN 63.64%
Colonadenom, high grade IS 60.00%
Magenkarzinom intestinaler Typ I 56.67%
Ovarialkarzinom muzin6és INIIIINEENEGNGNGNGNGNGNNNNNNNNNNNEEEE 45.45%
Magenkarzinom diffuser Typ NN 44.44%
Pankreas/Papille Adenokarzinom | 41.18%
Endometriumkarzinom endometrioid N 35.56%
Dinndarm Adenokarzinom [ 33.33%
Lunge bronchioalveolares Karzinom N 33.33%
Zervix Adenokarzinom | 30.56%
Cholangiozelluldres Karzinom I 22.22%
Lunge Adenokarzinom I 17.14%
Colon Adenokarzinom [ 16.67%
Endometriumkarzinom serés [ 15.15%
Bronchialkarzinom groRzelligc | 13.04%
Harnblasenkarzinom kleinzellig [N 11.11%
Karzinosarkom [ 8.89%
Parotis Warthin Tumor [ 8.89%
Pankreas Neuroendokriner Tumor [ 8.82%
Analkanal Plattenepithelkarzinom [l 7.69%
Mammakarzinom muzinés [l 6.25%
Dottersacktumor [ 5.71%
Urothelkarzinom T2-4 [l 4.26%
Teratom WMl 4.17%
Mammakarzinom NST [l 4.00%
Ovarialkarzinom endometrioid [l 3.85%
Schilddriisenkarzinom medulldar 1l 3.03%
Zervix Plattenepithelkarzinom [l 2.63%
Ovarialkarzinom serés M 2.44%
Urothelkarzinom pTa M 2.33%
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Abbildung 14: Rangliste der auf Muc5AC positiven Tumorentitdten des MTA in Darstellung
gemal zunehmender Expressionsrate
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Abbildung 15: Kraftige zytoplasmatische Muc5AC Anfarbung in einem Utberwiegend diffus
wachsenden Magenkarzinom. Neben wenigen glandularen Strukturen kommen vor allem
dissolut wachsende Einzelzellen durch die MUC5AC Anfarbung zur Darstellung.
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Abbildung 16: Kréftige zytoplasmatische Muc5AC Anfarbung in einem Magenkarzinom vom
diffusen Typ und fokal muzinésen Anteilen.
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Abbildung 17: Kraftige zytoplasmatische Muc5AC Positivitat in 100% der Zellen eines
Adenokarzinoms des Magens vom diffusen Typ.

Abbildung 18: Fokal kraftige zytoplasmatische Muc5AC Immunfarbung in einem duktalen
Adenokarzinom die Pankreas.
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Abbildung 19: Kraftige Muc5AC Immunfarbung in ca. 30% der neoplastischen Driisen eines
Adenokarzinoms der Papilla Vaterii des Pankreas.

Abbildung 20: Kraftige zytoplasmatische Muc5AC Positivitdt in einem Adenokarzinom der
Papilla Vaterii des Pankreas. Die Positivitdt zeigt ein sogenanntes ,Mosaik-Muster®, ein
Nebeneinander von kraftig positiven und negativen Tumorzellen.
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muzindsen Ovarialkarzinom.

Abbildung 22: Diffuses Farbemuster in einem muzindsen Ovarialkarzinom mit kraftiger
Positivitat in 100% der Tumorzellen.
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Abbildung 23: Kleinherdige Muc5AC Anfarbung im Zytoplasma von Tumorzellen eines
muzindsen Mammakarzinoms.

Abbildung 24: Kréaftige fokale Anfarbung von ca. 5% der Tumorzellen in einem endometrioiden
Endometriumkarzinom des Uterus.
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Abbildung 25: Kréaftige cytoplasmatische Anfarbung von <5% der Tumorzellen in einem
endometrioiden Endometriumkarzinom des Uterus.

Abbildung 26: Kraftige zytoplasmatische Positivitat in 100% der Tumorzellen eines
endometrioiden Endometriumkarzinoms.
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Abbildung 27: Fokal kréaftige, zytoplasmatische Muc5AC Farbung in einem cholangiozellularen
Karzinom der Leber.

Abbildung 28: Cholangiozellulares Karzinom der Leber mit diffuser starker MUC5AC Positivitat
in 100% der Tumorzellen.

35



Abbildung 29: Cholangiozellulares Karzinom in der Leber mit fokal gering bis maRiggradiger
Muc5AC Anfarbung in Tumordriisen und sogenanntem ,Mosaik-Muster*,

Abbildung 30: Cholangiozellulares Karzinom mit diffuser zytoplasmatischer Muc5AC
Anfarbung in ca. 70% der Tumorzellen. Stellenweise unter Ausbildung eines sogenannten
“Mosaik-Musters*®,
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Abbildung 31: Muc5AC Farbung in einem Kolonadenom (Iow—grade): Ca. 70% der Tumorzellen
zeigen eine zytoplasmatische Positivitdt. Dabei sind die positiven und negativen Zellen bunt
durcheinandergemischt (Mosaik-Muster).

Abbildung 32: Kraftige zytoplasmatische Muc5AC Féarbung in epitheloiden Anteilen eines
Karzinosarkoms des Uterus (Maligner Millerscher Mischtumor).
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Abbildung 33: Whartin Tumor einer Speicheldriise mit kraftiger zytoplasmatischer Muc5AC
Anfarbung in <5% der Tumorzellen (Mosaik-Muster).

Abbildung 34: Kleinzelliges Karzinom der Harnblase mit gering bis mafig starker Muc5AC
Anfarbung in ca. 20% der Tumorzellen.
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4. Diskussion

In der durchgefiihrten Untersuchung wurden 2684 Tumoren in einem Tissue
Microarray Format erfolgreich immunhistochemisch untersucht. Damit handelt es sich
bei dieser Studie um die gro3te bisher publizierte Studie zur Muc5AC Expression in
Tumoren. Die gro3e Zahl von untersuchten Tumoren wurde durch die Tissue
Microarray Methode ermdglicht. Das TMA Verfahren wurde 1998 erstmals von
Kononen et al publiziert (Kononen et al., 1998). Die Methode erlaubt eine massive
Beschleunigung und Okonomisierung von Gewebeuntersuchungen mittels in situ
Methoden. Die Aufbringung von 600 verschiedenen Gewebeproben auf einen einzigen
Objekttrager erlaubt eine Reagenzieneinsparung um den Faktor 600 und eine massive
Reduktion der fir das Schneiden und Farben bendétigten Manpower. Dartber hinaus
ermdglicht die Tissue Microarray Methode eine maximale Standardisierung. Samtliche
acht Gewebeschnitte die in dieser Studie untersucht wurden, wurden unter identischen
Bedingungen gefarbt. Alle 2684 auswertbaren Tumoren und 608 Normalgewebe
wurden somit flr exakt identische Zeiten, bei exakt identischen Temperaturen,
identischen Reagenzien ausgesetzt. Wahrend gleiche Farbebedingungen oft bei
Farbungen in Farbeautomaten angenommen werden kdnnen, erlaubt die Tissue
Microarray Methode eine Standardisierung multipler weiterer Parameter, welche
ebenfalls einen Einfluss auf die Farbeintensitat bei immunhistochemischen
Reaktionen ausiiben. Von besonderer Bedeutung ist hierbei das Schnittalter, das heif3t
die Zeitdauer von der Herstellung eines Schnittpraparates bis zu seiner
immunhistochemischen Farbung. Studien haben gezeigt, dass bereits eine Lagerung
von ein bis zwei Wochen fir viele Antikérper zu einer massiven Reduzierung der
Farbeintensitat fuhrt (Jacobs et al., 1996, Mirlacher et al., 2004). Diese, vielen
Anwendern der Immunhistochemie nicht bekannte Tatsache, stellt ein erhebliches
Problem fir gréf3ere immunhistochemische Untersuchungen an Grof3schnitten dar.
Gerade bei klinischen Studien kommt es vor, dass fur spatere Untersuchungen an den
behandelten Tumoren Leerschnitte in ein Labor eingesandt werden, wo
gegebenenfalls spater immunhistochemische Untersuchungen durchgefihrt werden
sollen. Derartige Untersuchungen durften erheblich unter der Schnittalterung leiden,
wobei Versuche, diese Alterungsprozesse durch die Lagerung bei geringen
Temperaturen oder in Stickstoff einzudammen, keine befriedigenden Ergebnisse
gezeigt haben (Mirlacher et al., 2004, DiVito et al., 2004). Auch wenn eine Studie
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innerhalb eines einzigen Instituts durchgefuhrt wirde, ware es ein erheblicher
logistischer Aufwand, sicherzustellen, dass samtliche 2684 in dieser Studie
untersuchten Gewebeproben mit identischem Schnittalter zur Untersuchung kamen.
Es musste hierfur gewahrleistet werden, dass die Dauer zwischen Herstellung von
Schnitten und Farbung fur alle Praparate konstant ware. Ein weiterer Vorteil der Tissue
Microarray Methode liegt in der Auswertung. Hier kann ein Pathologe in kurzer Zeit
Hunderte oder Tausende von Tumoren analysieren, wobei immer 600 Praparate
gleichzeitig unter seinem Mikroskop liegen. Die sehr rasche Interpretation identischer
Gewebemengen erlaubt eine maximale Standardisierung der Auswertung. Die
genannten Vorteile der Tissue Microarray Methode kompensieren offensichtlich den
konzeptuellen Nachteil des TMA Verfahrens, dass nur kleinste Gewebeproben pro
Tumor zur Untersuchung gelangen. Die Limitierung der Untersuchung eines Tumors
auf eine Flache von 0,6mm im Durchmesser schrankt offensichtlich die Méglichkeit,
heterogene Befunde zu identifizieren, deutlich ein. Die einzige bisher publizierte
Studie, welche an einem grof3en Kollektiv die klinische Relevanz von Befunden
vergleicht, die am Tissue Microarray oder am Grol3schnitt erhoben worden waren,
hatte allerdings keinerlei Nachteile fur die Tissue Microarray Analyse ergeben. Im
Gegenteil hatte die Evaluation von mehr als 500 Mammakarzinomen an vier
verschiedenen Tissue Microarrays, welche jeweils Proben von der Tumorperipherie
oder dem Tumorzentrum enthielten, fur p53 in allen Fallen eine hochgradige
Prognoserelevanz ergeben (Torhorst et al., 2001). Die parallel durchgefihrte
GrofRschnittuntersuchung, durchgefuhrt an dem Block, der auch fur die Herstellung
des TMAs verwendet wurde, hatte zwar knapp doppelt so viele p53 positive Falle
ergeben wie bei den TMA Untersuchungen (40% versus 20%), aber keine statistisch
signifikante Prognoserelevanz. Eine zusatzlich durchgefuhrte Analyse von vier
Gruppen, stratifiziert nach den TMA- und Grof3schnittanalysen, hatte bei Patienten mit
einer p53-Positivitat in GrofRschnitten, aber nicht an TMAs eine identisch gute
Prognose gezeigt wie bei Tumoren, welche am TMA und an Grof3schnitten p53 negativ
bewertet worden waren. Diese Ergebnisse der Torhorst Studie legen den Schluss
nahe, dass in dieser Grof3schnittuntersuchung entweder Farbeartefakte oder aber
fokale p53 Expressionen ohne biologische Relevanz gefunden worden waren. Es ist
also moglich, dass die geringe Gewebemenge, welche in einem TMA zur
Untersuchung gelangt, insofern einen Vorteil darstellt, als dass biologisch relevante

Verdanderungen moglicherweise im gesamten Tumor vorkommen, wahrend nur fokal
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anzutreffende Verdnderungen madglicherweise oft weniger relevant sind, als viele
Untersucher denken. Seit der Erstbeschreibung 1998 haben tausende von Studien die
Tissue Microarray Methode genutzt und unter Verwendung dieser Methode zahlreiche
valide Daten erhoben. Die Validitat der Methode wird auch dadurch offensichtlich, dass
alle in der Routine etablierten Prognosemarker, welche an groRen Tumorkollektiven
(an Tissue Microarrays) untersucht worden waren, die erwartete Prognoserelevanz
auch am TMA gezeigt haben. Dazu gehéren beispielsweise die prognostische
Bedeutung der Expression von Ostrogenrezeptor, Progesteronrezeptor oder HER2
beim Mammakarzinom (Moeder et al., 2007), die Expression von Ki-67 beim
Harnblasen- oder Mammakarzinom (Vetterlein et al., 2017, Ruiz et al., 2006) ,
beziehungsweise das Vorliegen von p53 Mutationen und PTEN-Deletionen beim
Prostatakarzinom (Lotan et al., 2011, Kluth et al., 2014).

Die Immunhistochemie ist das Standardverfahren fiir die Untersuchung von Proteinen
an Gewebeschnitten. Immunhistochemische Untersuchungen werden taglich in jedem
Pathologieinstitut in westlichen Gesellschaften durchgefihrt. Die
immunhistochemischen Methoden sind aus der Routinediagnostik nicht wegzudenken
und spielen eine grol3e Rolle bei Tumortypisierung, der Tumoridentifikation, der
Aggressivitatsbeurteilung von Tumoren, fur die Analyse pradiktiver Parameter und
auch fur die Identifizierung von Mikroorganismen. Trotz der breiten Anwendung der
Immunhistochemie ist die Methode weltweit wenig standardisiert. Fur die meisten
Anwendungen verwenden Pathologen unterschiedliche Antikdrper, von denen im
Einzelfall nicht genau dokumentiert ist, wie sie sich bei bestimmten Anwendungen
verhalten. Die Variabilitat immunhistochemischer Untersuchungen kommt auch in der
vorbestehenden Literatur zum Thema Muc5AC in Tumoren zum Ausdruck. Die in den
evaluierten Studien zur Muc5AC Expression in Tumoren verwendeten Antikorper sind
in Tabelle 5 dargestellt. Es handelt sich allein um zehn verschiedene Antikorper, die
innerhalb der Studien angegeben worden waren. Zudem kamen diese unter
Verwendung unterschiedlicher Protokolle und unterschiedlicher Auswertungskriterien

zur Anwendung.

41



Antikorper Hersteller Referenz

CLH2 NovoCastra (Newcastle, UK) (Do et al., 2013)

45M1 Neomarkers (Fremont, USA) (Sun et al., 2005)

NCL-HGM-45M1 | NovoCastra (Newcastle, UK) (Kunze et al., 2001)

RGM A. Einhard (Rotterdam, NL) (Lopez-Ferrer et al., 2001)

LUM5-1 Dr. | Carlstedt (Lund, Sweden) (Arul et al., 2000)

M1 Neomarkers (Fremont, USA) (Biemer-Huttmann et al., 2000)

M5P-b1 Veterans Affairs Medical Center | (Sasaki et al., 1998)
(Minneapolis, USA)

NCL-MUC-5AC Leica Biosystems (Wetzlar, DE) (Wang and El-Bahrawy, 2014)

Ab-1 Thermo Scientific (Waltham, USA) (Sopha et al., 2013)

Anti-MUC5AC Novocastra (Newcastle, UK) (Sanada et al., 2006a)

Tabelle 5: Gegenuiberstellung der in den Studien aus der Literaturrecherche genutzten
Antikorper

Fir die Definition einer Muc5AC Positivitat schwankten die Kriterien zwischen >0% bis
zu >30% der gefarbten Tumorzellen (Yeh et al., 2005, Kang et al., 2012). Die in dieser
Studie erhobenen Daten passen aber insofern gut zur existierenden Literatur, als dass
unsere Daten zeigen, dass die Muc5AC Expression insbesondere in
Adenokarzinomen aus dem Magen-Darm-Trakt und der Lunge zu finden ist, wie die
Abbildung 35 nochmals verdeutlicht. Die groften Haufigkeiten der Muc5AC
Expression fanden sich in Adenokarzinomen des Oesophagus und Pankreas- sowie
Magenkarzinomenen. Interessant sind die Befunde aus dem Kolon, wo Kolonadenome
unabhéngig vom Differenzierungsgrad deutlich haufiger positiv waren (60-64%) als
Kolonkarzinome, bei denen eine Positivitat nur bei 17% der Tumoren zu beobachten
war. Wenn dazu bertcksichtigt wird, dass eine Muc5AC Expression in normaler
Kolonschleimhaut nicht beobachtet werden konnte, sprechen die erhobenen Befunde
fur eine komplexe Rolle von Muc5AC in der Entstehung von Kolonkarzinomen. Unsere
Befunde zeigen, dass es im Rahmen der Entstehung eines Kolonadenoms es zu einer
vermehrten Muc5AC Expression in den betroffenen Epithelien kommt. Die in
Kolonkarzinomen meist geringere Expression von Muc5AC als in Kolonadenomen
konnte durch zwei Szenarien erklart werden. Eine mogliche Erklarung liegt in der
Reduktion der Muc5AC Expression im Rahmen der Progression vom Adenom zum
Karzinom. Die alternative Erklarung ware, dass eine ausgepragte Muc5AC Expression

in Kolonadenomen gegen eine maligne Transformation der Adenome spricht.
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Abbildung 35: Gegenuberstellung der Ergebnisse der Literaturrecherche und der Ergebnisse
des MTA
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Dass keiner der untersuchten Tumortypen in allen Fallen Muc5AC positiv war,
schrankt die diagnostische Nutzung der Muc5AC Immunhistochemie fur die
Zuordnung einer Metastase zu einem bestimmten Ausgangsorgan ein. Ein negativer
Ausfall der Muc5AC Expression schliel3t keine einzige mogliche Differentialdiagnose
aus. Allerdings gibt es eine gréRere Zahl von Tumoren, welche mit grof3er Konstanz
Muc5AC negativ sind. Dazu gehdren die Tumorentitditen Neuroendokriner Tumor,
Nebennierenkarzinom,  Onkozytom, Hepatozellulares Karzinom, lobuléres
Mammakarzinom und Plattenepithelkarzinom des Mundbodens, wo sowohl in der
aktuellen Studie als auch in mindestens einer vorangegangenen Studie in keinem
einzigen Fall eine Muc5AC Positivitat berichtet worden war. Diese Tumoren kénnen
beim Vorliegen einer Muc5AC Positivitdt wohl weitgehend differentialdiagnostisch
ausgeschlossen werden. Die friher publizierten Studien hatten insgesamt ca. 80
verschiedene Tumortypen und Subtypen auf die Expression von Muc5AC untersucht.
Die aktuelle Untersuchung beinhaltet 47 weitere Tumortypen und Subtypen, die nie
auf eine Muc5AC Expression untersucht worden waren (siehe Anhang Tabelle 7).
Diese Liste beinhaltet zahlreiche wichtige Tumorarten, welche ebenfalls nie Muc5AC
positiv waren und deswegen differentialdiagnostisch beim Vorliegen einer Muc5AC
Expression auch weitgehend ausgeschlossen werden kénnen. Dazu gehdren das
maligne Melanom, Merkelzellkarzinome, Plattenepithelkarzinome des Larynx, der
Vagina und der Vulva, weitere Subtypen des Mammakarzinoms (medullar und
tubular), weitere Subtypen des Nierenzellkarzinoms (papillar und chromophob),
Seminome und embryonale Karzinome des Hodens, papillare, follikulare und
anaplastische Schilddrisenkarzinome, maligne Lymphome und zahlreiche Sarkome.
Acht verschiedene Tumortypen wurden in unserer Untersuchung erstmal als Muc5AC
positiv beschrieben. Dazu gehort das grol3zellige Bronchialkarzinom, das kleinzellige
Harnblasenkarzinom, der maligne Millersche Mischtumor, der Whartin-Tumor der
Parotis, neuroendokrine Tumore des Pankreas, Plattenepithelkarzinome des
Analkanals, Dottersacktumore des Hodens und das medullare Schilddriisenkarzinom.
Die grol3e Zahl der in dieser Studie erstmals untersuchten Tumoren illustriert den Wert
einer Multitumorarray-Untersuchung im Vergleich zu einer Evaluation der
bestehenden Literatur, wenn es darum geht, die Bedeutung eines bestimmten Proteins
zu Kklaren. Die friheren Untersuchungen haben sich stark auf ausgewahlte
Tumortypen konzentriert wie Karzinome des Kolon, Pankreas und Magen (Yonezawa
etal., 2002, Losi et al., 2004, Gulmann et al., 2003). Die hierzu durchgefiihrten Studien
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haben zu stark divergenten Ergebnissen gefiihrt mit publizierten H&aufigkeiten von
zwischen nahe bei 0% und nahe bei 90% (Beispiel Kolon Adenokarzinom) der
untersuchten Falle, sodass die Evaluation der Literatur keine Klarheit Gber die
tatsachliche Bedeutung von Muc5AC in diesen Tumoren erlaubt (Chu and Weiss,
2004, Shin et al.,, 2010). Wahrend das Kolonkarzinom in 28 Studien und das
Pankreaskarzinom (Pankreas/Papille Adenokarzinom) in 14 Studien untersucht
worden war, wurden nur 6 andere Entitdten mehr als 5 mal (10 mal Adenokarzinom
des Oesophagus, 10 mal Adenokarzinom der Lunge, 7 mal Pankreas duktales
Karzinom, 7 mal Ovarialkarzinom muzin®s, 7 mal Cholangiozellulares Karzinom, 6 mal
Magenkarzinom diffuser Typ) und 14 Entitaten 2-5 mal untersucht (5 mal
Mammakarzinom muzinds, 5 mal Mammakarzinom NST, 5 mal Ovarialkarzinom
endometrioid, 4 mal Urothelkarzihnom, 4 mal Ovarialkarzinom ser6s, 4 mal
Mammakarzinom lobular, 3 mal Colonadenom high grade, 3 mal Magenkarzinom
intestinaler Typ, 3 mal Prostatakarzinom, 2 mal Endometriumkarzinom endometrioid,
2 mal Dunndarm Adenokarzinom, 2 mal Zervix Adenokarzinom, 2 mal
Hepatozellulares Karzinom, 2 mal Parotis Pleomorphes Adenom). 47 von 82 in dieser
Studie untersuchten Tumortypen und Subtypen (57%) waren hingegen nie in einer
immunhistochemischen Studie beziglich einer Muc5AC Expression analysiert
worden.

Es ist anzumerken, dass die Ergebnisse dieser Studie spezifisch sind fur die
verwendeten Reagenzien und Untersuchungsverfahren. Fir den Antikorper
,MUCS5AC* (GenomeMe, IHC625-100) kann fir eine Verdinnung von 1 zu 1350 bei
einem hitzeinduzierten Epitop-Demaskierungsverfahren und einem pH von 7,8 sowie
einer Dauer von 5 Minuten bei 121 Grad (Autoklav) unter Verwendung der
beschriebenen Auswertungskriterien konstatiert werden, dass eine Positivitat bei
verschiedenen Adenokarzinomen aus dem Gastrointestinaltrakt, dem weiblichen
Genitaltrakt und der Lunge gefunden werden kann. Eine Muc5AC Positivitat ist aber
bei Plattenepithelkarzinomen und anderen wichtigen Tumoren wie dem
Urothelkarzinom, bei Hodentumoren, Nierenzellkarzinomen aller A,
Leberzellkarzinomen, dem Prostatakarzinom, dem malignen Melanom und
mesenchymalen oder hdmatologischen Neoplasien kaum je anzutreffen. Ein positiver
Muc5AC Nachweis spricht in einem Adenokarzinom also stark gegen ein
Schilddrisen-, Prostata- oder Mammakarzinom. Die in dieser Studie publizierten

Daten stellen fur den verwendeten Antikdrper und die verwendeten experimentellen
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Bedingungen eine wichtige Validierung dar, die es strenggenommen erst erlaubt,
diesen Antikorper diagnostisch zu nutzen. Fir die Zukunft musste gefordert werden,
dass ahnliche Validierungen fur alle Antikdrper vorliegen, welche kommerziell
erwerbbar sind. Optimaler Weise wirden die so validierten Antikdrper auch in Kits
abgegeben, die den Anwender darin unterstitzen, die validierten experimentellen
Bedingungen reproduzieren zu kénnen.

Die biologische Bedeutung der Muc5AC Expression in den Tumorarten mit haufiger
Expression wie beim Pankreaskarzinom, Osophaguskarzinom, Adenokarzinom der
Lunge und dem muzinésen Ovarialkarzinom ist unklar und méglicherweise zwischen
einzelnen Tumortypen unterschiedlich. Fur das Magenkarzinom wurde eine
ungunstige Prognose bei Tumoren mit verminderter Muc5AC Expression berichtet
(Baldus et al., 2002, llhan et al., 2010), wé&hrend beim Kolon- und beim
Pankreaskarzinom eine unginstigere Prognose bei Muc5AC positiven Tumoren
berichtet wurde (Kocer et al., 2002, Yonezawa et al., 1999, Jinfeng et al., 2003, Higashi
et al., 2015). Die durchgefuhrten Studien zeichnen sich jedoch nicht durch eine sehr
hohe Fallzahl aus, sodass weitere Validierungen dieser Ergebnisse nétig waren. Fir
das Lungenkarzinom wurde kirzlich eine Assoziation zwischen vermehrter Muc5AC
Expression und dem Vorliegen einer KRAS-Mutationen berichtet (Bauer et al., 2018).
Beim Kolonkarzinom wurde Uber eine Beziehung zwischen der Muc5AC Expression
und dem sogenanntem serratiertem Pathway und einer Tumorlokalisation im
rechtsseitigen Kolon berichtet (Renaud et al., 2016).

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Studie, dass eine Muc5AC Expression in
multiplen verschiedenen Tumortypen vorkommt, insbesondere bei Adenokarzinomen
des Kolons, Oesophagus, Pankreas und Magen. Das weitgehende Fehlen einer
Muc5AC Positivitat in Karzinomen der Mamma, der Prostata, der Schilddruse, des
Urothels oder der Hoden spricht fir eine diagnostische Nutzbarkeit von Muc5AC zum
Ausschluss dieser Neoplasien. Bei 47 von 82 in dieser Studie untersuchten
Tumortypen und Subtypen gab es bisher keine Untersuchungen zur Muc5AC
Immunhistochemie. Diese Tatsache unterstreicht die Bedeutung von Multitumorarrays

fur die Abklarung von mdglichen diagnostischen Bedeutungen von Antikdrpern.
5. Zusammenfassung

Muc5AC ist ein Muzinprotein, welches physiologisch vor allem in respiratorischem

Epithel, Magen- und Gallenblase exprimiert wird. Muc5AC ist ein potentielles
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Therapieziel und wird als mdglicher Parameter flr die Zuordnung von Metastasen
unklaren Ursprungs vorgeschlagen. Die bisherige Literatur zur Haufigkeit der
Expression von Muc5AC in verschieden Tumorarten ist teilweise widerspruchlich. Aus
diesem Grund wurde in der vorliegenden Studie Muc5AC in einem Kollektiv von 2684
Tumoren und 76 verschiedenen Normalgewebstypen in einem Tissue Microarray
Format immunhistochemisch untersucht. Eine Muc5AC Expression fand sich in
verschiedenen Normalgeweben einschlief3lich respiratorischer Schleimhaut von
Nasennebenhdhlen und von Bronchien, Magenschleimhaut, Gallenblasenepithel und
endozervikalen Drisen. Zumindest eine geringgradige schwache Positivitat fur
Muc5AC wurde in 31 von 82 (38%) verschiedenen Tumortypen gefunden. In 21 von
82 Tumortypen (26%) wies mindestens ein Tumor eine starke Muc5AC Expression
auf. Am haufigsten fand sich eine Muc5AC Expression in den Kategorien
Adenokarzinome des Oesophagus (71,8%), Kolonadenome (high-low grade, 60-
63,6%), duktale Adenokarzinome des Pankreas (63,6%), Magenkarzinome intestinaler
Typ (56,7%), Ovarialkarzinome muzinés (45,5%) und Magenkarzinome diffuser Typ
(44,4%). Mehrere Klinisch relevante Tumoren zeigten niemals eine Muc5AC Farbung.
Dazu gehdrte das Prostatakarzinom (n=46), das klarzellige Nierenzellkarzinom (n=46),
das Hepatozellulare Karzinom (n=48), Plattenepithelkarzinome des Oesophagus
(n=31), der Lunge (n=24), des Mundbodens (n=42) und der Vulva (n=33), das lobulére
Mammakarzinom (n=29), maligne Melanome (n=44), malignes Mesotheliom (n=37),
papillare  (n=43) und chromophobe (n=45) Nierenzellkarzinome, Seminom des
Hodens (n=50), embryonales Karzinom des Hodens (n=44) sowie alle untersuchten
Lymphome und Sarkome. Die hohe Pravalenz der Muc5AC Expression in
gastrointestinalen, pulmonalen und pankreatischen Adenokarzinomen bei
weitgehendem Fehlen einer Muc5AC Expression in anderen wichtigen Tumorarten wie
Adenokarzinomen der Prostata, der Mamma oder Schilddriisenkarzinomen spricht far
eine mdgliche diagnostische Nutzlichkeit der Muc5AC Immunhistochemie. Da
allerdings viele Tumortypen haufig Muc5AC exprimieren und keiner dieser
Tumortypen Muc5AC immer exprimiert, kann die Muc5AC Immunhistochemie nur in
Kombination mit anderen Markern zur Zuordnung unklarer Tumormanifestationen zu

einem bestimmten Primartumor nutzlich sein.
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6. Abstract

Muc5AC is a gel-forming protein which is physiologically expressed in the respiratory
epithelium, the stomach and the gall bladder. Muc5AC is a potential therapeutic target
and is suggested as a possible parameter for the assignment of metastases of unclear
origin. The previous literature on the commonness of the expression of Muc5AC in
various tumor types is partly contradicting. For this reason, Muc5AC was examined
immunohistochemically in a group of 2684 tumors and 76 different normal tissue types
in a tissue microarray format in the present study. Muc5AC expression was found in
various normal tissues including the respiratory mucosa of the paranasal sinuses, the
bronchi, gastric mucosa, gallbladder epithelium and endocervical glands. At least a
weak positivity for Muc5AC was found in 31 of 82 (38%) different tumor types. In 21 of
82 tumor types (26%) at least one tumor showed strong Muc5AC expression. Most
often, Muc5AC expression was found in the tumor entities adenocarcinomas of the
esophagus (71.8%), colon adenomas (high-low grade, 60-63.6%), ductal
adenocarcinomas of the pancreas (63.6%), gastric carcinomas of the intestinal type
(56.7%), mucinous ovarian carcinomas (45.5%) and diffuse gastric carcinomas
(44.4%). Several clinically relevant tumors never showed Muc5AC staining. These
included prostate carcinomas (n = 46), clear cell renal cell carcinomas (n = 46),
hepatocellular carcinomas (n = 48), squamous cell carcinomas of the esophagus (n =
31), the lungs (n = 24), the floor of the mouth (n = 42) and the vulva (n = 33), lobular
breast carcinoma (n = 29), malignant melanoma (n = 44), malignant mesothelioma (n
= 37), papillary (n = 43) and chromophobic (n = 45) renal cell carcinomas , Seminomas
of the testicle (n = 50), embryonic carcinomas of the testicle (n = 44) and all examined
lymphomas and sarcomas. The high prevalence of Muc5AC expression in
gastrointestinal, pulmonary and pancreatic adenocarcinomas, with the broadly
absence of MucbAC expression in other important tumor types such as
adenocarcinomas of the prostate, breast or thyroid carcinomas, suggests a possible
diagnostic usefulness of Muc5AC immunohistochemistry. However, since many tumor
types frequently express Muc5AC and none of these tumor types always express
Muc5AC, Muc5AC immunohistochemistry can only be useful in combination with other

markers for assigning unclear tumor manifestations to a specific primary tumor.
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11. Anhang

Tabelle 6: Ergebnisse der Auswertung der Literaturrecherche

Entitat Studie Expression
Mundboden Plattenepithelkarzinom (Terada, 2012) 0,00%
Lunge Plattenepithelkarzinom (Lopez-Ferrer et al., 2001) 28,57%
Lunge kleinzelliges Karzinom (Lopez-Ferrer et al., 2001) 9,09%
Parotis Pleomorphes Adenom (Hamada et al., 2004) 22,22%
(Mahomed, 2011) 12,24%
Mammakarzinom lobular (Bartosch et al., 2015) 0,00%
(Kasashima et al., 2007) 0,00%
(Lau et al., 2004) 0,00%
(Ohashi et al., 2016) 0,00%
Osophagus Plattenepithelkarzinom (Labouvie et al., 1999) 7,50%
Hepatozellulares Karzinom (Lau et al., 2004) 0,00%
(Lee et al., 2003) 0,00%
Nierenzellkarzinom klarzellig (Zhang et al., 2017) 39,37%
Onkozytom (Akiyama et al., 2009) 0,00%
Prostatakarzinom (Cozzi et al., 2005) 0,00%
(Lau et al., 2004) 0,00%
(Zhang et al., 1998) 9,09%
Nebennieren-Karzinom (Lau et al., 2004) 0,00%
Neuroendokriner Tumor (NET) (Domori et al., 2014) 0,00%
Urothelkarzinom pTa (Broede et al., 2016) 60,00%
(Kunze et al., 2001) 19,29%
(Lau et al., 2004) 0,00%
(Stojnev et al., 2014) 11,13%
Ovarialkarzinom seros (Han et al., 2010) 0,00%
(Sugai et al., 2008) 0,00%
Ovarialkarzinom endometrioid (Sugai et al., 2008) 0,00%
Mammakarzinom NST (=invasiv (Bartosch et al., 2015) 0,00%
duktale) (Do et al., 2013) 4,64%
(Lau et al., 2004) 0,00%
(Matsukita et al., 2003) 4,35%
(Ohashi et al., 2016) 22,22%
Teratom (Mall et al., 2007) 100,00%

66



Urothelkarzinom T2-4 (Broede et al., 2016) 60,00%
(Kunze et al., 2001) 19,29%
(Lau et al., 2004) 0,00%
(Stojnev et al., 2014) 11,13%
Mammakarzinom muzinos (Bartosch et al., 2015) 25,00%
(Kim et al., 2012) 7,69%
(Lau et al., 2004) 0,00%
(Matsukita et al., 2003) 11,76%
(Ohashi et al., 2016) 0,00%
Endometriumkarzinom seros (Moritani et al., 2005) 0,00%
Colon Adenokarzinom (Betge et al., 2016) 49,87%
(Biemer-Huttmann et al., 2000) 40,86%
(Broede et al., 2016) 18,18%
(Chu and Weiss, 2004) 88,89%
(Gurbuz and Kloppel, 2004) 20,00%
(Hirano et al., 2012) 30,59%
(Imai et al., 2013) 42.86%
(Imai et al., 2013) 54,32%
(Imai et al., 2013) 46,67%
(Kesari et al., 2015) 24,00%
(Kocer et al., 2002) 52,38%
(Lau et al., 2004) 26,32%
(Lau et al., 2004) 0,00%
(Lee et al., 2003) 5,88%
(Losi et al., 2004) 38,97%
(Matsuda et al., 2010) 15,11%
(Nguyen et al., 2006) 9,09%
(Nishida et al., 2014) 17,36%
(Park et al., 2006) 48,96%
(Park et al., 2006) 13,27%
(Park et al., 2007) 6,00%
(Shin et al., 2010) 2,44%
(Strickland et al., 2016) 84,21%
(Terada, 2013) 33,33%
(Walsh et al., 2013) 49,46%
(Wang and El-Bahrawy, 2014) 42,86%
(Yu et al., 2007) 44,00%
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Colon Adenokarzinom (Zhang et al., 2007) 81,25%
Lunge Adenokarzinome (Awaya et al., 2004) 72,41%
(Duruisseaux et al., 2017) 11,11%
(Duruisseaux et al., 2017) 64,00%
(Hishida et al., 2011) 40,00%
(Kim et al., 2015b) 18,72%
(Lau et al., 2004) 14,29%
(Lopez-Ferrer et al., 2001) 15,38%
(Nakajima et al., 2018) 10,37%
(Park et al., 2007) 10,00%
(Tsuta et al., 2006) 20,00%
Cholangiozellulares Karzinom (Jan et al., 2004) 0,00%
(Chu et al., 2005) 50,00%
(Lau et al., 2004) 45,45%
(Mall et al., 2010) 46,15%
(Sasaki et al., 1998) 62,50%
(Wang and El-Bahrawy, 2014) 16,67%
(Yeh et al., 2005) 40,00%
Zervix Adenokarzinom (Mitsuhashi et al., 2004) 53,19%
(Riethdorf et al., 2000) 13,64%
Lunge bronchioalveolares Karzinom  (Tsuta et al., 2006) 97,50%
Dunndarm Adenokarzinom (Gurbuz and Kloppel, 2004) 35,71%
(Lee et al., 2003) 30,43%
Endometriumkarzinom endometrioid (Baker et al., 2006) 12,50%
(Moritani et al., 2005) 8,33%
Pankreas/Papille Adenokarzinom (Aloysius et al., 2010) 100,00%
(Chu et al., 2005) 66,67%
(de Paiva Haddad et al., 2010) 68,89%
(Gurbuz and Kloppel, 2004) 54,55%
(Han et al., 2010) 100,00%
(Kawabata et al., 2010) 44,19%
(Lee et al., 2003) 28,21%
(Lee et al., 2003) 70,37%
(Park et al., 2007) 58,00%
(Sanada et al., 2006b) 83,33%
(Sessa et al., 2007) 43,40%
(Takikita et al., 2009) 61,49%
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Pankreas/Papille Adenokarzinom (Yonezawa et al., 2002) 32,61%
(Zhou et al., 2004) 55,81%
Magenkarzinom diffuser Typ (Gulmann et al., 2003) 52,78%
(Gurbuz et al., 2002) 80,70%
(Kang et al., 2012) 35,71%
(Leteurtre et al., 2006) 75,00%
(Liu et al., 2007) 73,68%
(Reis et al., 1997) 83,33%
Ovarialkarzinom muzinés (Ji et al., 2002) 100,00%
(Ji et al., 2002) 97,56%
(Strickland et al., 2016) 90,00%
(Strickland et al., 2016) 33,33%
(Sugai et al., 2008) 72,73%
(Wang and El-Bahrawy, 2014) 100,00%
(Wang and El-Bahrawy, 2014) 94,12%
(Wang and El-Bahrawy, 2015) 94,74%
Magenkarzinom intestinaler Typ (Gulmann et al., 2003) 47,62%
(Gurbuz et al., 2002) 67,06%
(Kang et al., 2012) 19,15%
(Leteurtre et al., 2006) 85,71%
(Liu et al., 2007) 51,11%
(Reis et al., 1997) 59,26%
(Sun et al., 2005) 27,08%
Colonadenom, high grade (Kim et al., 2015a) 9,52%
(Mizoshita et al., 2007) 28,57%
(Mizoshita et al., 2007) 0,00%
Pankreas duktales Adenokarzinom (Chu et al., 2005) 86,96%
(Liu et al., 2012) 66,67%
(Lok et al., 2014) 66,67%
(Sierzega et al., 2016) 85,15%
(Sopha et al., 2013) 94,44%
(Wang and El-Bahrawy, 2014) 94,44%
(Lau et al., 2004) 72,73%
Colonadenom, low grade (Kim et al., 2015a) 11,90%
Osophagus Adenokarzinom (Arul et al., 2000) 0,00%
(Flucke et al., 2003) 83,33%
(Flucke et al., 2003) 65,52%
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Osophagus Adenokarzinom

(Gulmann et al., 2003)
(Gulmann et al., 2003)
(Gulmann et al., 2003)
(Gulmann et al., 2003)

(Lau et al., 2004)
(Szachnowicz et al., 2009)
(Wang and El-Bahrawy, 2014)

33,33%
54,55%
33,33%
53,33%
66,67%
53,85%
53,33%
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Tabelle 7: Entitaten des MTA zu denen keine Literaturdaten bestanden haben

Entitaten des TMA ohne Literaturdaten

Pilomatrixom 0.00%
Basaliom 0.00%
Benigner Naevus 0.00%
Haut Plattenepithelkarzinom 0.00%
Malignes Melanom 0.00%
Merkellzellkarzinom 0.00%
Larynx Plattenepithelkarzinom 0.00%
Malignes Mesotheliom 0.00%
Speicheldriise Basalzelladenom 0.00%
Vagina Plattenepithelkarzinom 0.00%
Vulva Plattenepithelkarzinom 0.00%
Uterus Stromasarkom 0.00%
Brennertumor 0.00%
Mammakarzinom medullar 0.00%
Mammakarzinom tubular 0.00%
Mammakarzinom phylloid 0.00%
Gastrointestinaler Stromatumor (GIST) 0.00%
Nierenzellkarzinom papillar 0.00%
Nierezellkarzinom chromophob 0.00%
Prostatakarzinom kleinzellig 0.00%
Seminom 0.00%
embryonales Karzinom (Hoden) 0.00%
Schilddriisenadenom 0.00%
Schilddriisenkarzinom papillar 0.00%
Schilddriisenkarzinom follikular 0.00%
Schilddriisenkarzinom anaplastisch 0.00%
Nebennieren-Adenom 0.00%
Phaochromozytom 0.00%
Hodgkin-Lymphom 0.00%
Non Hodgkin-Lymphom 0.00%
Thymom 0.00%
Riesenzell-Sehnenscheiden Tumor 0.00%
Granularzelltumor 0.00%
Leiomyom 0.00%
Leiomyosarkom 0.00%
Liposarkom 0.00%
Angiosarkom 0.00%
Osteosarkom 0.00%
Chondrosarkom 0.00%
Schilddrisenkarzinom medullar 3.03%
Dottersacktumor 5.71%
Analkanal Plattenepithelkarzinom 7.69%
Pankreas Neuroendokriner Tumor 8.82%
Parotis Warthin Tumor 8.89%
Karzinosarkom 8.89%
Harnblasenkarzinom kleinzellig 11.11%
Bronchialkarzinom grof3zellig 13.04%
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