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1. Einleitung

1. Einleitung

Mucin-1 (MUCI) ist ein etablierter Tumormarker, der von einer Vielzahl epithelialer Tumoren
exprimiert wird (1, 2). Neben seinem Nutzen als Serum-Tumormarker, unter anderem beim
Mammakarzinom, hat sich MUCI1 als potenzieller Angriffspunkt (target) zielgerichteter
Tumor-Immuntherapien bewiesen (3, 4). Vor allem fiir Brustkrebs, eine Erkrankung, die auf
Grund einer global steigenden Inzidenz und ihrer - in Abhingigkeit der Tumorbiologie -
limitierten Therapiemdglichkeiten eine enorme Krankheitslast bewirkt, stellt die Identifizierung

universell zuginglicher Tumorantigene, wie MUC], einen groflen Nutzen dar (5, 6, 7).

MUCIT ist ein stark glykosyliertes membranstindiges Glykoprotein, das auf epithelialen
Oberflichen exprimiert wird. Die extrazellulire Domidne von MUCI beinhaltet eine variable
Anzahl an sich wiederholenden Aminosduren-Sequenzen (tandem repeats). Jede dieser
Sequenzen besteht aus 20 Aminoséuren, die wiederum fiinf potenziellen O-
Glykosylierungsstellen an Serin- und Threonin-Seitenketten enthalten (8). Eine verdnderte
Enzymaktivitdt im Tumorgewebe fiihrt iiber Modifikationen an der Tandem-Repeat-Doméne
zu der Entstehung verdnderter tumorassoziierter Kohlenhydrat-Strukturen auf MUCI. Dies hat
wiederum eine Konformationsdnderung des gesamten MUCI1-Molekiils zur Folge. Die so
entstandenen tumorassoziierten Glykopeptid-Epitope stellen neue immunogene Strukturen dar,
welche von verschiedenen synthetisch hergestellten MUCI-Antikorpern detektiert werden
konnen (9-11).

Das in dieser Arbeit untersuchte farget TA-MUCI stellt ein solches tumorassoziiertes MUCI -
Glykopeptid-Epitop dar. Es konnte bereits gezeigt werden, dass TA-MUCT in der Lage ist, eine
effektive und spezifische Anti-Tumor-Immunantwort im Mammakarzinom zu bewirken (12,
13). Dies fiihrte zu der Entwicklung des monoklonalen Antikoérpers GGSK-1/30, mit dem es
moglich ist, das Tumorantigen TA-MUCI spezifisch nachweisen zu kdnnen (14). In einzelnen
Studien konnten so bereits signifikante Zusammenhénge zwischen der TA-MUCI1-Expression
im Tumorgewebe und der Prognose von Brustkrebspatientinnen gezeigt werden (12, 13, 15).

In dieser Arbeit wurde die Expression von TA-MUCI1 in iiber 200 Mammakarzinomen
untersucht und anhand eines umfangreichen Follow-Up korreliert. Durch die Erkenntnisse
dieser Studie soll es gelingen, die Eignung von TA-MUCI1 als Tumormarker sowie den
diagnostischen und therapeutischen Nutzen von GGSK-1/30 im Mammakarzinom zu

beschreiben.
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2.1 Brustkrebs

2.1.1 Epidemiologie

Brustkrebs stellt weltweit die am hdufigsten diagnostizierte Krebserkrankung und zugleich die
hiufigste Krebstodesursache der Frau dar (6). Im Jahr 2018 wurden weltweit schitzungsweise
iiber 2.000.000 Neuerkrankungen diagnostiziert. Mehr als 600.000 Frauen starben 2018 an den
Folgen von Brustkrebs (7). In Deutschland lag die Zahl an Neuerkrankungen 2016 bei rund
69.000. Bei einem Lebenszeitrisiko von 12,8% erkrankt etwa jede 8. Frau in Deutschland im
Laufe ihres Lebens an Brustkrebs. Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 64 Jahren. Etwa 30%

der Patientinnen sind bei der Diagnosestellung jlinger als 55 Jahre (16, 17).

Trotz einer sukzessiv steigenden Inzidenz konnte in den letzten Jahren, durch die Einfiihrung
konsequenter FritherkennungsmaBBnahmen und einer optimierten systemischen Therapie, ein
Riickgang der Mortalitiit erreicht werden (16, 18). Die relative 5-Jahres-Uberlebensrate liegt in
Deutschland zurzeit bei etwa 88%; im lokalisierten Brustkrebs-Stadium sogar bei 98,8% (19).
Allerdings werden nur etwa 62% aller Mammakarzinome in einem frithen, bzw. lokalisierten
Stadium diagnostiziert. In rund 30% der Félle zeigt sich bei Diagnosestellung bereits ein
regionaler Lymphknotenbefall und in etwa 6% liegt ein metastasiertes Stadium vor (20, 21).

Auf Grund einer stetig steigenden Inzidenz des Mammakarzinoms wird Brustkrebs, trotz aller
bisherigen Fortschritte in der Diagnostik und Therapie, auch in Zukunft eine zunehmende
Krankheitslast mit allen damit einhergehenden enormen gesundheitlichen und 6konomischen
Kosten bewirken (6, 7, 22). Um dem entgegenzuwirken, ist eine Weiterentwicklung effektiverer
diagnostischer und therapeutischer Moglichkeiten, insbesondere im fortgeschrittenen Stadium

und bei Hochrisiko-Tumoren von entscheidender Bedeutung.

2.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Neben einem weiblichen Geschlecht (Geschlechterverteilung: @ >> & (100:1)) gelten
folgende Faktoren als gesicherte oder sehr wahrscheinliche Risikofaktoren des

Mammakarzinoms (23-25):

e Ein Hoheres Alter
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e Hormonelle Risikofaktoren (Frithe Menarche und spéite Menopause, keine/wenige
Schwangerschaften, spdte erste Geburt, kurze Stillzeit, Hormonersatztherapien,
Einnahme oraler Kontrazeptiva)

e Hereditire Faktoren (insb. Mutationen der BRCAI-, BRCA2- und PALB2-Gene)

e Brustkrebs-Anamnese (Risikoldsionen, Brustkrebs der kontralateralen Seite,
proliferative Lésionen mit oder ohne Atypien, nicht-proliferative Lésionen)

e Lebensstil-Faktoren (hoher BMI, iibermiBiger Alkoholkonsum, Nikotinkonsum,
erhohter Konsum gesittigter/tierischer Fettsduren, Diabetes Mellitus Typ 2, geringe
korperliche Aktivitdt)

e Strahlenexposition der Brust und weitere toxische Faktoren

2.1.3 Diagnostik

Die Diagnostik des Mammakarzinoms setzt sich aus einer ausfiithrlichen Anamnese kombiniert
mit einer klinischen Untersuchung, einer apparativen Diagnostik mittels Mammographie und
Ultraschall sowie der histologischen Untersuchung zusammen (17). Die klinische Inspektion
und Palpation der Brust wird Frauen im Rahmen der gesetzlichen Fritherkennungsuntersuchung
ab dem Alter von 30 Jahren als drztliche Mallnahme angeboten. Zudem wird empfohlen, eine
regelméBige Selbstuntersuchung der Brust durchzufithren. Die klinische (Selbst-)
Untersuchung der Brust stellt eine wichtige Ma3inahme der Fritherkennung dar, auch wenn
hierdurch keine Mortalititssenkung gezeigt werden konnte (17, 26). In Deutschland wird
Frauen zwischen dem 50. und 69. Lebensjahr die Teilnahme an einem Mammographie-
Screening-Programm empfohlen. Die Mammographie stellt hierbei die einzige diagnostische
MaBnahme dar, die fiir sich genommen zu einer gesicherten Reduktion der Mortalitét fiihrt (27-
29). Eine Ultraschalluntersuchung der Brust ist, wie die klinische Untersuchung auch, als
alleinige Mallnahme der Brustkrebsdiagnostik unzureichend. Sie sollte jedoch als ergéinzende
MaBnahme angewandt werden, da eine Kombination aus Mammographie und
Ultraschalluntersuchung, im Vergleich zu einer alleinigen Mammographie-Diagnostik, eine
signifikant hohere Diagnoserate bewirkt (30, 31). Insbesondere Frauen mit erhohtem
Brustkrebsrisiko und einer hohen Brustdichte wird daher eine ergénzende
Ultraschalluntersuchung der Brust empfohlen (17). Bei suspekten Untersuchungsbefunden
stehen den Patientinnen als weiterfilhrende Diagnostik interventionelle Verfahren, wie die

Stanzbiopsie oder Vakuumbiopsie von Brust und Lymphknoten zur Verfiigung. Hierbei erfolgt
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eine histologische Aufarbeitung der Proben mit Beurteilung der fiir die Therapie und Prognose

entscheidenden pathomorphologischen Merkmalen.

2.1.4 Klassifikation und Stadien-Einteilung

Histopathologische Klassifikation

Anhand von Biopsie- oder Schnellschnittuntersuchungen kann eine histologische Beurteilung
des Brustkrebsgewebes erfolgen. Man unterscheidet verschiedene histologische Subtypen des
Mammakarzinoms, die sich anhand ihres Ursprungsgewebes und Wachstumsmusters
unterschieden. Die gidngigsten Subtypen sind nach aktueller WHO-Klassifikation folgende:

e Invasive Karzinome ohne speziellen Typ (invasive carcinoma of no special type, NST)

e Invasiv-lobuldre Karzinome

e Muzindse Karzinome

e Tubuldre Karzinome

e Kiribiforme Karzinome

e Neuroendokrine Tumoren

o Inflammatorische Karzinome

Differenzierungsgrad (Grading)

Eine Einteilung des histologischen Differenzierungsgrades erfolgt anhand verschiedener
Dignitdtskriterien  (Mitoserate, Anteil tubuldrer Strukturen und Ausmall der
Kernpolymorphien). Das Grading wird in einem nach Elston und Ellis modifizierten Scoring-
System unterteilt in (32):

e Gl1-Tumoren: Gut differenziert, geringer Malignitéitsgrad

e G2-Tumoren: MéBig differenziert, mittlerer Malignitdtsgrad

e G3-Tumoren: Schlecht differenziert, hoher Malignitétsgrad

Hormonrezeptor-/ HER2-Status

Im Rahmen der Primirdiagnostik sollten sowohl der Ostrogen- (ER) und
Progesteronrezeptorstatus (PR) als auch die HER2/neu-Expression im Tumorgewebe bestimmt
werden (17). Eine Einteilung der Hormonrezeptor-Expression erfolgt anhand des Anteils
positiv-gefdrbter Tumorzellen in der immunhistochemischen Férbung (33). Der HER2/neu-
Status kann entweder {iber eine immunhistochemisch-nachgewiesene Protein-Uberexpression

oder iiber eine Genamplifikation in der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung bestimmt werden
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(34). Das triple-negative Mammakarzinom als Sonderfall zeichnet sich durch einen negativen
Ostrogen- und Progesteronrezeptor sowie eine fehlende HER2/neu-Uberexpression im
Tumorgewebe aus. Je nach Hormon- und HER2-Rezeptorstatus ergeben sich fiir die Tumoren
unterschiedliche Therapiemdglichkeiten und -ansprechraten, was wiederum einen

entscheidenden Einfluss auf die Prognose hat (35).

Ki-67-Proliferationsindex

Ein hoher Proliferationsindex spricht fiir ein schnelles Tumorwachstum. Sehr hohe bzw. sehr
niedrige Werte sollten in der Beurteilung des Tumors beriicksichtigt werden. Ab einer Ki-67-

Positivitdt > 25% kann von einem erhohten Proliferationsrisiko ausgegangen werden (17).

TNM-Klassifikation
In der TNM-Klassifikation werden Primértumor (T) (Tabelle 1), Lymphknoten (L) (Tabelle 2)

und das Vorliegen einer Fernmetastasierung (M) (Tabelle 3) nach Grofe oder Ausmal3 des

Befalls klassifiziert.

Tabelle 1: Einteilung nach T-Stadium (Gréfie und Ausdehnung des Primdrtumors)

Tx Primértumor nicht beurteibar

TO Kein Anhalt fiir Primartumor

Tis Carcinoma in situ

Tis (DCIS) Duktales Carcinoma in situ

Tis (LCIS) Lobuléres Carcinoma in situ

Tis (Paget) M. Paget der Mamille ohne nachweisbaren Tumor

T1 Tumor max. 2 cm im grofiten Durchmesser

T1mi Mikroinvasion (0,1 cm oder weniger)

Tla > (0,1 cm bis max. 0,5 cm

T1b > (0,5 cm bis max. 1 cm

Tlc > 1 cm bis max. 2 cm

T2 Tumor > 2 cm bis max. 5 cm

T3 Tumor > 5 cm

T4 Tumor jeder Grofle mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder Haut

T4a Ausdehnung auf Brustwand (Rippen, Interkostalmuskulatur, Vorderer
Serratusmuskel)

T4b Odem, Ulzeration oder Satellitenkndtchen der Haut der gleichen Brust

T4c Kriterien 4a und 4b
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T4d Entziindliches (inflammatorisches) Karzinom

© Leitlinienprogramm Onkologie | S3-Leitlinie Mammakarzinom | Version 4.1 | September

2018

Tabelle 2: Einteilung nach Nodalstatus (Zahl und Lage befallender Lymphknoten)

Nx Regiondre Lymphknoten konnen nicht beurteilt werden

NO Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in beweglichen ipsilateralen axilliren Lymphknoten Level I und II
N2 Metastase(n) in ipsilateralen axillairen Lymphknoten Level I und II, untereinander

oder an anderen Strukturen fixiert oder in klinisch erkennbaren ipsilateralen
Lymphknoten entlang der A. mammaria interna in Abwesenheit klinisch
erkennbarer axillarer Lymphknotenmetastasen

N2a  Metastase(n) in ipsilateralen axillaren Lymphknoten, untereinander oder an andere
Strukturen fixiert

N2b  Metastase(n) in klinisch erkennbaren ipsilateralen Lymphknoten entlang der A.
mammaria interna in Abwesenheit klinisch erkennbarer axillirer Lymphknoten-
metastasen

N3 Metastase(n) in ipsilateralen infraklavikuldren Lymphknoten (Level III) mit oder
ohne Beteiligung der axilliren Lymphknoten des Level I und II oder in klinisch
erkennbaren ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna in
Anwesenheit axillarer Lymphknotenmetastasen des Level 1 und II oder Metastase(n)
in ipsilateralen supra- klavikuldren Lymphknoten mit oder ohne Beteiligung der
axillaren Lymphknoten oder der Lymphknoten entlang der A. mammaria interna

N3a  Metastase(n) in ipsilateralen infraklavikuldren Lymphknoten

N3b  Metastase(n) in ipsilateralen Lymphknoten entlang der A. mammaria interna in
Anwesenheit axillirer Lymphknotenmetastasen

N3c Metastase(n) in ipsilateralen supraklavikuldren Lymphknoten

© Leitlinienprogramm Onkologie | S3-Leitlinie Mammakarzinom | Version 4.1 | September

2018
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Tabelle 3: Einteilung nach Metastasen-Status

Mx Beurteilung von Fernmetatasen nicht
moglich

MO Keine Fernmetastasen

M1 Fermetastasen

© Leitlinienprogramm Onkologie | S3-Leitlinie Mammakarzinom | Version 4.1 | September

2018

Stadieneinteilung nach UICC/ AJCC
Zusammengefasst werden die TNM-Klassifikationsangaben in der aktuellen UICC/ AJCC-

Klassifikation, nach der sich auch die Therapieempfehlungen richten (Tabelle 4).

Tabelle 4: Stadieneinteilung nach UICC/ AJCC

0

° TiS, NO, MO
I IA e TI1,NO, MO
1B e TO-T1, Nlmic, MO
11 ITA e TO-T1,NI1, MO
e T2, NO, MO
1B e T2,NI, MO
e T3,NO, MO
111 IITA e TO0-T2,N2, MO
e T3,NI-N2, MO
I11B e T4, NO-N2, MO
IIIC o Jedes T, N3, MO
v e Jedes T, jedes N, M1

TNM Classification of Malignant Tumours, Eighth Edition. © 2017 UICC. Published 2017 by
John Wiley & Sons

2.1.5 Prognostische und pridiktive Faktoren

Die Bestimmung prognostischer Faktoren dient als klinische Entscheidungshilfe sowie zur
Einschitzung des Erkrankungsverlaufs. Dariiber hinaus konnen anhand dieser Faktoren
unterschiedliche Patientengruppen miteinander verglichen und der Erfolg einer Therapie
abgeschitzt werden (36). Eine Erhebung der folgenden pathomorphologischen und klinischen

Parameter des Mammakarzinoms wird empfohlen (17, 37-40):
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pTNM-Status

Resektionsrandstatus und Sicherheitsabstinde
Histologischer Typ

Histologisches Grading

Peritumorale Lymphgefainvasion

ER-, PR- und HER2-Status!

Alter

Menopausenstatus?

(Ki-67)

2.1.6 Therapie

Operative Therapie

Der operative Eingriff bildet die Basis in der Brustkrebstherapie. Grundsétzlich sollte bei allen
frithen Mammakarzinomen versucht werden, eine vollstindige Resektion des Tumors zu
erreichen (RO-Status) (17). Ein RO-Status korreliert mit einem niedrigeren Lokalrezidivrisiko
und ist Prognose-entscheidend (41). Als operative Verfahren stehen prinzipiell eine
brusterhaltende Therapie (BET) oder eine vollstindige Mastektomie zur Verfiigung. Eine BET
mit nachfolgender Bestrahlung der Brust ist vor allem bei lokal begrenzten, nicht invasiven
Karzinomen oder bei invasiven Karzinomen mit einer giinstigen Brust-Tumor-Relation
geeignet. Im Falle einer unvollstindigen Entfernung des Tumors, bei Vorliegen eines
inflammatorischen Mammakarzinoms oder bei Kontraindikationen zur Nachbestrahlung, sollte
eine Mastektomie durchgefiihrt werden (17, 41, 42). Weiterer Bestandteil der operativen
Therapie ist die Sentinel-Lymphknoten-Entfernung (SLNB). Dieser Eingriff dient der Erfassung
des Nodalstatus und sollte hinsichtlich der weiteren Therapieplanung und Prognose bei jedem

invasiven Mammakarzinom durchgefiihrt werden (43).

Strahlentherapie

Bei jeder Patientin sollte nach einer brusterhaltenden Therapie eine postoperative
Strahlentherapie der betroffenen Brust erfolgen (17). Dies stellt eine effektive Malnahme dar,
um das Rezidivrisiko und die Brustkrebs-spezifische Mortalitdt zu senken (44) (45). Die

! Fiir den Einsatz einer endokrinen- bzw. zielgerichtete Anti-HER2-Therapie

2 Fiir den Einsatz einer antiostrogenen Therapie
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Radiotherapie kann entweder hypofraktioniert® oder mittels konventioneller Fraktionierung?
durchgefiihrt werden (17, 46, 47). Eine lokale Dosis-Aufsittigung in Form einer Boost-
Bestrahlung kann dariiber hinaus das Riickfallrisiko nach brusterhaltender Operation weiter
reduzieren und sollte bei jeder Patientin < 50 Jahren sowie bei &lteren Patientinnen mit
erhohtem Riickfallrisiko erfolgen (17, 48, 49). Nach einer Mastektomie kann bei Patientinnen
mit erhohtem Rezidivrisiko, konkordant zur BET, eine Bestrahlung der Brust oder der
Lymphabflusswege indiziert sein (17). Auch hier hat die Therapie einen positiven Effekt auf

die lokale und regionale Tumorkontrolle und kann das Riickfallrisiko reduzieren (50).

Systemische Therapie

Als systemische adjuvante Therapiemdglichkeit stehen eine endokrine Therapie, eine
Chemotherapie oder Antikorpertherapien zur Verfiigung. Fiir die Therapieauswahl werden
Faktoren wie die Tumorgrofle, Lymphknotenstatus, Grading, Hormonrezeptor- und HER2-
Status, Menopausen-Status und das Alter beriicksichtigt. Eine adjuvante endokrine Therapie
sollte bei Patientinnen mit ER-/ PR-positiven invasiven Mammakarzinom nach Abschluss der
Chemotherapie, ggf. auch parallel zur Strahlentherapie durchgefiihrt werden (17). Der Umfang
einer endokrinen Therapie und die Wahl des Therapeutikums ist abhdngig vom
Menopausenstatus und dem Risikoprofil der Patientin (51). Eine adjuvante Chemotherapie ist
zunichst bei allen HER2-positiven Tumoren, Tumoren mit hohem Rezidivrisiko und triple-
negativen Tumoren® (TNBC) indiziert. Die eingesetzten Wirkstoffe und Chemotherapie-
Protokolle richten sich auch hier nach dem tumorbedingten Mortalitétsrisiko und dem
Risikoprofil der Patientin (17). Ist eine Chemotherapie indiziert, kann diese auch vor der
Operation (neoadjuvant) durchgefiihrt werden. Hinsichtlich des Gesamtiiberlebens ist dieses
Verfahren einer adjuvanten Chemotherapie gleichwertig (52). Eine Antikorpertherapie wird
zurzeit vor allem bei Patientinnen mit HER2-iliberexprimierenden Tumoren mittels des
monoklonalen Antikérper Trastuzumab angewendet. Bei einer adjuvanten Behandlung mit
Trastuzumab wird eine Kombination mit einer Standardchemotherapie empfohlen, wodurch

eine Reduktion der Rezidivrate und der Mortalitét erreicht werden konnte (17) (53, 54). Weitere

3 Gesamtdosis ca. 40 Gy in 15-16 Fraktionen in 3 bis 5 Wochen
4 Gesamtdosis ca. 50 Gy in 25-28 Fraktionen in 5 bis 6 Wochen

3 ER-, PR- und HER2-negativ
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Therapiemoglichkeiten bei Brustkrebs sind Tyrosinkinase-Inhibitoren, mTOR-Hemmer,

CDK4/6-Inhibitoren und VEGF-Antikorper, zur Zell- bzw. Gefa3-Wachstumshemmung.

Weitere zielgerichtete Ansétze und Therapiekonzepte, wie auch der Einsatz des in dieser Arbeit
getesteten monoklonalen Antikorpers GGSK-1/30, werden derzeit erforscht. Insbesondere bei
Tumoren mit limitierten Therapieoptionen, wie dem TNBC, ist die Etablierung neuer
zielgerichteter Therapiemoglichkeiten mit einer besseren Vertriaglichkeit und Wirksamkeit von

besonderer Bedeutung (55).

2.2 Tumorimmunologie und -Immuntherapie

2.2.1 Die immunologische Situation im Tumor

Die Theorie der Immuniiberwachung von Tumoren

Anfang des 20. Jahrhunderts veroffentlichte Paul Ehrlich seine Theorien zur Entstehung von
Krebs und den immunologischen Mechanismen im Tumor. Den Prozess der Tumorentstehung
unterteilte Ehrlich in zwei Phasen: eine primére Phase mit der Entstehung ,,karzinomatdser
Zelluménderungen®, gefolgt von einer zweiten Phase mit dem Auswachsen (ausdifferenzieren)
verdnderter Zellen zu einem tatsdchlichen Tumor (56). Ehrlich postulierte die These, dass
spezielle Schutzmechanismen des Organismus in der Lage seien, den Ubergang dieser zwei
Phasen, also die Transformation neoplastischer Verdnderungen hin zu einem invasiven
Karzinom zu verhindern. Gestorte oder gar fehlende Schutzmechanismen wiederum fiihrten
laut Ehrlich zu einer deutlich hdufigeren Karzinomentstehung in betroffenen Organismen (56).
Etwa 50 Jahre nach Ehrlich verdffentlichte Lewis Thomas seine Beobachtungen einer gegen
spezifische Tumorantigene gerichteten zelluldren Immunantwort in Krebspatienten. Die
Mechanismen dieser Immunantwort, die laut Thomas vergleichbar mit den Vorgingen einer
Transplantat-AbstoSung waren, erlaubten es dem Immunsystem, das Tumorwachstum effektiv

zu kontrollieren (57).

Im Jahr 1970 formulierten Burnet und Thomas ihre Theorie der Immuniiberwachung
(Immunosurveillance) von Tumoren. Sie postulierten, dass durch die immunogene Wirkung
von Tumoren starke Abwehrmechanismen der angeborenen und adaptiven Immunantwort

ausgelost werden, die letztlich zu einer vollstindigen Tumorregression fithren konnen (58). Die
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Immunosurveillance-Theorie und die Annahme, dass das eigene Immunsystem nicht nur in der
Lage ist korperfremde, sondern auch tumorassoziierte korpereigene Antigene zu erkennen und
diese effektiv zu eliminieren, wurde lange Zeit mangels ausreichender Evidenz kontrovers
diskutiert. Erst einige Jahre spéter konnte anhand experimenteller Studien mit humanen-
Transplantat- und Maus-Modellen gezeigt werden, dass ein intaktes Immunsystem einen
wichtigen Schutz vor der Entstechung von Krebserkrankungen darstellt, und umgekehrt
immunsupprimierte Individuen ein erhohtes Krebsrisiko aufweisen (59-61). Diese neuen
Erkenntnisse fiihrten dazu, dass die Immunosurveillance-Theorie von Burnet und Thomas heute
wieder im Fokus der aktuellen Krebsforschung steht (62).

Durch die Tatsache, dass maligne Tumoren nicht nur in immungeschwéchten, sondern
offensichtlich auch in gesunden und immunkompetenten Organismen entstehen konnen sowie
auf Grund verschiedener weiterer Beobachtungen, erkannte man, dass die Immunosurveillance-
Theorie allein fiir die Beschreibung der komplexen und dynamischen Rolle des Immunsystems
im Tumor unzureichend ist (63). Durch ein erweitertes Verstidndnis der molekularen Natur von
Tumorantigenen gelang es Dunn und Schreiber, die komplexen immunologischen Prozesse
wihrend der Tumorentstehung exakter beschreiben zu konnen. Sie formten hierfiir den Begriff

des Tumor-Immunoeditings (64).

Die ambivalente Rolle des Immunsystems im Tumor

Um zu verstehen, wie es Tumoren moglich ist, trotz der vorhandenen Abwehrmechanismen
eines immunkompetenten Organismus unkontrolliert zu wachsen, versuchte man anhand von
Mausmodellen die immunogene Wirkung von Tumoren genauer zu beschreiben. Hierbei zeigte
sich, dass Tumoren, die innerhalb eines immundefizitiren Umfelds (Organismus) entstanden
waren, eine deutlich hohere Immunogenitit aufwiesen als solche, die sich unter dem
urspriinglichen Einfluss eines kompetenten Immunsystems entwickelt hatten (65). Fiir einen
Nachweis isolierte man Tumorzellen aus sowohl immunsupprimierten als auch
immunkompetenten Mausen und implantierte diese jeweils gesunden Individuen. Anschlieend
beobachtete man die hierdurch ausgeloste Immunreaktion im gesunden Organismus des
,» ransplantat-Empfangers. Es zeigte sich, dass jene Tumorzellen, die in einem
immundefizitdren Organismus entstanden waren, vom Empfianger-Organismus héufiger
abgestoBen wurden und zudem ein langsameres Zellwachstum aufwiesen als solche
Tumorzellen, die sich unter urspriinglich immunkompetenten Bedingungen entwickelt hatten

(65-67). Hieraus schlussfolgerte man, dass ein abgeschwéchter oder sogar fehlender Einfluss
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des Immunsystems wihrend der Tumorentstehung zu einer erhdhten Immunogenitét der
entstandenen Tumorzellen fiihrt, was wiederum in einer verstarkten anti-Tumor-Immunantwort
des Organismus resultiert. Umgekehrt schienen unter dem Einfluss eines kompetenten
Immunsystems solche Tumorvarianten zu entstehen, denen es moglich war, eine Immunantwort

zu umgehen und in ein Stadium des unkontrollierten Wachstums iiberzugehen (68).

Fir diesen wéhrend der Tumorentstehung stattfindenden Prozess der ,,immunologischen
Prigung“ durch das Immunsystem formten Dunn und Schreiber den Begriff des Tumor-
Imprintings (64). Wéhrend dem Immunsystem gemdl der Immunosurveillance-Theorie eine
rein protektive Funktion zugeschrieben wird, spielt das Immunsystem in der Immunoediting-
Theorie von Dunn und Schreiber eine ambivalente Rolle und ist in der Lage, iiber Mechanismen

wie dem Tumor-I/mprinting auch Tumor- begilinstigende Effekte zu haben (63).

Die Immunoediting-Theorie

Der Prozess des Tumor-Immunoeditings umfasst drei parallel ablaufende Phasen: (i) eine Phase
der Tumor-Elimination (elimination), (ii.) eine Phase des dynamischen Gleichgewichts
(equilibrium), (iii.) die Phase des Entweichens von Tumoren (escape). Die Phase der
Elimination entspricht einer Uberwachung (Immunosurveillance) des Tumors durch das
Immunsystem. Uber adaptive und angeborene Abwehrmechanismen gelingt es dem
Immunsystem, eine zielgerichtete Detektion und Elimination von Tumorzellen zu erreichen
(69). Diejenigen Tumorzellen, die diesem Elimination-Prozess zunéchst entweichen konnen,
gehen in eine Phase des dynamischen Gleichgewichts iiber (Phase ii). Einige Tumorzellen
werden in dieser Phase weiterhin durch das Immunsystem erkannt und zerstért und das
Tumorwachstum so in Schach gehalten. Gleichzeitig {ibt das Immunsystem einen
Selektionsdruck auf die verbliebenen genetisch instabilen Tumorzellen aus. Uber
Mutationsprozesse fiihrt dieser Selektionsdruck zu der Entstehung immer neuer Tumorzell-
Varianten, die sich durch eine reduzierte Immunogenitit und eine immer stirkere
Immunresistenz auszeichnen (70). Die Prozesse des dynamischen Gleichgewichts und die
damit einhergehenden genetischen Verdnderungen konnen iiber mehrere Jahre andauern, um
schlieBlich in einer mitunter vollstindigen Unempfindlichkeit der entstandenen Tumorzell-
Varianten gegeniiber dem Immunsystem zu resultieren (71). In der dritten Phase des
Immunoeditings, dem Tumor-Escape, gelingt es Tumorzellen schlieBlich, durch ihre erworbene

,immunogene Unsichtbarkeit* einer Zerstorung durch das Immunsystem zu entgehen (64, 72).
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Zudem bedienen sich Tumoren weiterer Escape-Mechanismen, wie bspw. der Exprimierung
korpereigener tumorassoziierter Antigene (TAAs) und einer auf Grund von Selbsttoleranz-

Mechanismen hierauf abgeschwéchten Immunantwort des Organismus (73, 74).

Die drei Phasen des Immunoeditings sind keine chronologisch voneinander getrennt
ablaufenden Prozesse, sondern spiegeln das gleichzeitige und kontinuierliche Zusammenspiel
zwischen dem Immunsystem und Tumoren wider. Wahrend der Tumorentstehung findet ein
stetiger Ubergang zwischen den verschiedenen Phasen statt. Je nach Immunstatus und
Tumorbiologie fiihrt dies, teilweise auch noch nach mehreren Jahren, zu variablen Tumor-
Auspriagungen und unterschiedlichen klinischen Verldufen (64, 71). Fiir Tumoren, die durch
das Immunsystem vollstindig zerstort wurden, stellt die Phase der Elimination den Endpunkt
des Immunoeditings dar. Verbliebende, nicht zerstorte Tumorzellen koénnen durch einen
andauernden Selektionsdruck des Immunsystems in ihrer Immunogenitit so geformt werden,
dass sie in der Lage sind, einer Elimination vollstdndig zu entgehen und unkontrolliert zu

wachsen (63, 72).

Durch den einerseits hemmenden und andererseits fordernden Einfluss auf das
Tumorwachstum spielt das Immunsystem in der Tumorentstehung eine ambivalente Rolle. Die
Moglichkeiten, das Immunsystem zu kontrollieren und so die immunologischen Vorgénge im
Tumor zu beeinflussen, bieten enormes Potenzial fiir therapeutische Ansidtze der gezielten

Krebstherapie.

2.2.2 Immuntherapeutische Ansitze

Tumorantigene

Eine effektive Immuniiberwachung von Tumoren erfordert die Identifizierung
tumorspezifischer und/oder tumorassoziierter Antigene. Tumorspezifische-Antigene (TSAs)
entstechen durch Mutationsprozesse im Tumorgewebe und lassen sich ausschlieBlich
(spezifisch) auf Tumorzellen nachweisen. Tumorassoziierte-Antigene (TAAs) hingegen
werden sowohl auf der Oberfliche von Tumorzellen als auch auf den Pendants des
korrespondierenden gesunden Gewebes exprimiert (63). Im Gegensatz zu den korpereigenen,
tumorassoziierten Antigenen (=Selbst-Antigenen) sind tumorspezifische Antigene (=Neo-
Antigene) auf Grund ihrer immunogenen Wirkung in der Lage, eine effektive T-Zell-

Immunantwort auszuldsen, ohne hierbei durch Mechanismen der Immuntoleranz limitiert zu
13
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werden (75). Man fand heraus, dass Mause, die zuvor mit Tumorzellen infiziert wurden,
nachfolgend gegen eine erneute Ubertragung durch denselben Tumor geschiitzt waren. Diesen
Schutz fiihrte man auf eine erworbene Immunantwort gegen spezifische Strukturen auf den
Tumorzellen zuriick, wodurch die ersten Tumorantigene identifiziert wurden (76). Durch in
vitro-Nachweisverfahren, unter Verwendung synthetisch-hergestellter Antikorper und
zytotoxischer T-Zellen, wurden Ende des 20. Jahrhunderts bereits mehrere Dutzend und heute

iiber 2000 spezifischer Tumorantigene beschrieben (77) (78).

Anhand einer durch Tumorantigene ausgeldsten Immunantwort, bspw. durch den Einsatz
therapeutischer monoklonaler Antikdrper und Tumorvakzine zur Induktion einer gerichteten T-
Zell-Immunantwort, ergaben sich zunichst neue und tumorspezifische Therapiemoglichkeiten
(79). Dennoch blieben die Erfolge einer so generierten Anti-Tumor-Immunantwort hinter den
Erwartungen zuriick. Ursdchlich hierfiir sah man die Tatsache an, dass die liberwiegende
Mehrheit der identifizierten Tumor-Antigene eben keine tumorspezifischen, sondern
tumorassoziierte, aus korpereigenen Peptiden entstandene ,,Selbst-Antigene™ darstellen,
weshalb eine dagegen gerichtete Immunantwort auf Grund der Selbsttoleranz limitiert ist und

folglich schwicher ausfillt (78).

Die Unterscheidung zwischen Eigen und Fremd

Im Gegensatz zu den durch Mutation entstandenen tumorspezifischen (Neo)-Antigenen (TSAs)
- die im engeren Sinne nicht Tumor- sondern Patientenspezifisch bezeichnet werden miissen
und sich dadurch schon fiir ein universelles Therapiekonzept disqualifizieren - stellen
tumorassoziierte Antigene (TAAs) keine individuellen Zufallsprodukte dar. Sie sind vielmehr
verdnderte (Multi-)Peptid-Derivate eines im gesunden Gewebe exprimierten Proteins. Sie
konnen daher als Selbst-Tumorantigene (engl.: shared tumor-associated Antigene) bezeichnet
werden. Trotz der Annahme, dass eine gegen diese Tumorantigene gerichtete Immunantwort
auf Grund einer erhaltenen Selbsttoleranz gegeniiber korpereigenen Strukturen inadéquat
ausfallen miisste, konnten dennoch effektive anti-TAAs-T-Zell-Immunantworten im Tumor
beobachtet werden (80). Es muss dem Immunsystem also moglich sein, zwischen den

tumorassoziierten Selbst-Antigenen und ihren kdrpereigenen Pendants zu unterscheiden.

Mit Hilfe monoklonaler Antikdrper konnte gezeigt werden, dass unter anderem das

membranstindige Glykoproteine MUC1, welches ein solches tumorassoziiertes Selbst-Antigen
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darstellt, in deutlich hoheren Maflen im Tumorgewebe exprimiert wird als im Gesunden (9).
Dieser quantitative Unterschied schien es dem Immunsystem zu ermdglichen, zwischen dem
tumorassoziierten MUCI1-Selbst-Antigen und dem MUCI-Glykoprotein im Gesunden
unterscheiden zu konnen (80). Neben einem quantitativen Unterschied fand sich zudem ein
qualitativer Unterschied in der Molekiilstruktur des Tumor-Antigens. Auf tumorassoziierten
MUCTI lieBen sich charakteristische Molekiilmodifikationen nachweisen, die zu der Entstehung
neuer tumorassoziierter Epitope fithren und dem Immunsystem als neue immunogene-
Zielstrukturen (fargets) dienen (80, 81). Das Immunsystem erkennt das tumorassoziierte MUC1
folglich nicht mehr als Eigen. Zugleich stellt das aberrante MUCI1 fiir das Immunsystem aber
auch keine vo6llig fremde Struktur dar. Vielmehr wird das quantitativ und qualitativ verdnderte

MUCI1 vom Immunsystem als ,,entartetes Selbst-Antigen* (abnormal-self-AG) erkannt (80).

Neben einer einfachen Unterscheidung in Eigen und Fremd, gelingt es dem Immunsystem also,
in entartet-Selbst bzw. ,,ehemals-Eigen “ zu unterscheiden. Auf Grundlage dieser Erkenntnis
lassen sich zwei fiir die Immuntherapie essentiellen Hypothesen formulieren:

1.  Tumorassoziierte Antigene werden nicht als korpereigene Antigene erkannt. Fiir das
Immunsystem stellen sie aberrante, nicht mehr als Eigen erkennbare Strukturen dar. Die
Mechanismen der Selbsttoleranz und eine hierdurch bedingte abgeschwéchte T-Zell-
Immunantwort liefern daher keine ausreichende Erklirung fiir die beobachtete
ineffektive Immunantwort gegeniiber tumorassoziierten Antigenen.

ii.  Wenn TAAs aberrante Formen ehemals kdrpereigener Proteine darstellen und dadurch
vom Immunsystem folglich nicht mehr als Eigen, sondern entartet-Eigen erkannt
werden, scheint es plausibel, dass anhand dieser Zielstrukturen eine effektive
Immunantwort gegen Tumoren erzeugt werden kann, ohne hierbei die Prinzipien der

Selbsttoleranz zu verletzen.

Die Identifizierung eines universellen tumorassoziierten Antigens ist fiir die Entwicklung einer
effektiven und vertrdglichen Immuntherapie von entscheidender Bedeutung. Das bereits
angesprochene membransténdige Glykoprotein MUC1 war eines der ersten Tumorantigene, fiir
das eine effektive tumorspezifische Immunantwort nachgewiesen werden konnte (80). Es stellt
heute ein hiufig untersuchtes und vielversprechendes Target fiir die Krebsimmuntherapie dar

(82).
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2.3 Muzine

2.3.1 Die Familie der Muzine — Biologie, Funktion und Besonderheiten

Der Schutz von Epithelien

Das Epithelgewebe besteht aus einem Komplex geschlossener Zellverbinde. Als Deckschicht
iiberzieht es die dufleren Korperoberflichen und kleidet die Korperhohlen, Driisen- und
Hohlorgane im Inneren aus. Es schiitzt die Organe vor mechanischen, thermischen und
chemischen Einfliissen und dient zugleich als Barriere fiir das Eindringen von Keimen und das
Austreten von Fliissigkeiten. Epithelien sind polar differenziert. Sie besitzen einen nach auflen
zum Lumen hin gerichteten apikalen und einen an das darunterliegende Bindegewebe
grenzenden basalen Pol. Durch die polare Ausrichtung ergeben sich strukturelle und
funktionelle Unterschiede fiir die verschiedenen Seiten einer Epithelzelle. Zur
Aufrechterhaltung der physiologischen Zellstruktur und -funktionen benétigt die Epithelzelle
selbst bestindige Abwehrmechanismen. Spezielle auf Epithelzellen exprimierte Glykoproteine,
die Muzine, spielen hierbei als integraler Bestandteil der mukdsen Schutzschicht eine
entscheidende Rolle (2, 9). Diese Schutzschicht dient der Epithelzelle einerseits als
physikalische Barriere gegeniiber Mikroorganismen und chemischen Einfliissen. Andererseits
steht die muzindse Oberfliche der Epithelzelle in stindigem Kontakt mit der lokalen
Mikroflora, was zur Aufrechterhaltung des physiologischen Milieus auf Epithelien beitragt. Um
diese Funktionen zu gewihrleisten, miissen die muzindsen Schutzschichten in der Lage sein,
kontinuierlich und zugleich dynamisch auf lokale Verdnderungen im Gewebe zu reagieren (1,

83-85).

Entziindungsreaktionen im Gewebe fiihren zu einer lokalen Immunantwort auf der Epithelzelle.
Uber verschiedene Mechanismen resultiert diese Immunantwort in einer biochemischen
Modifikation epithelstaindiger Muzine. Die Verdnderungen in der Molekiilstruktur fiihren unter
anderem zu einer Volumenzunahme und einer verdnderten Beschaffenheit der muzindsen
Schutzschicht, was der Epithelzelle einen verstidrkten physikalischen Schutz bietet (1, 86).
Dariiber hinaus flihren Verdnderungen in der Muzin-Struktur dazu, dass sich neue intra- und
extrazelluldre Molekiil-Interaktionen ergeben. Weit verzweigte, nach extrazelluldr gerichtete,
Kohlenhydrat-Strukturen auf den Muzinen dienen als Oberflichenrezeptor und leiten
Informationen aus der Umgebung, bzw. externe Stimuli, mittels Signaltransduktion in die

Epithelzelle weiter. Uber diese Signalwege werden die fiir die Reparatur- und
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Uberlebensmechanismen der Zelle essentiellen Vorginge der Zell-Proliferation, -Differen-

zierung und -Apoptose koordiniert (85).

Die im Rahmen von Entziindungsprozessen ablaufenden Muzin-abhédngigen Verdnderungen
spielen dariiber hinaus eine entscheidende Rolle in der Entstehung epithelialer Tumoren. Es
lassen sich hierbei die gleichen charakteristischen Verdnderungen in der Molekiilstruktur von
Muzinen beobachten, was Einfluss auf die Tumorkontrolle durch das Immunsystem und somit
auf das weitere Tumorwachstum hat (1, 87, 88). Fiir das Verstindnis der komplexen, Muzin-
abhéngigen Vorginge wihrend der Tumorgenese ist eine Betrachtung des Aufbaus und der

biologischen Funktion von Muzinen essenziell.

Die Grundstruktur von Muzinen

Muzine sind komplexe Glykoproteine, deren Grundstruktur aus einem mit Kohlenhydratketten
verkniipften Protein-Riickgrat gebildet wird. Innerhalb des Protein-Riickgrats findet sich bei
allen Muzinen eine charakteristische Proteindoméne. Diese besteht aus sich wiederholenden
Aminosduren-Sequenzen, mit einem hohen Anteil an Prolin, Threonin und Serin (tandem
Repeat-, PTS-Domine). Die Sequenzabfolgen und die Anzahl an Repeats pro PTS-Doméne
sind hierbei sehr variabel, wodurch sich starke Unterschiede innerhalb der Proteindoménen
verschiedener Muzin-Typen ergeben. Die Seitenketten der tandem repeat-Domine bilden die
Ansatzstellen fiir die posttranslationale Modifikationen des Proteinkerns in Form von O- bzw.
N-glykosidischen Kohlenhydrat-Verkniipfungen (1, 89-91). Im ersten Schritt dieser
Glykosylierungsprozesse wird ein N-Acetyl-D-galactosamin-Rest (D-GalNAc) an die Serin-
und Threonin-Seitenketten der tandem-repeat Doméne angefligt. Katalysiert wird dieser Schritt
durch eine Gruppe von Isoenzymen, den Polypeptide-N-acetylgalactosaminyltransferasen.
Diese Glykosyltransferasen werden gewebe- bzw. organspezifisch exprimiert und reagieren
sensibel auf Umgebungsreaktionen im jeweiligen Gewebe. Im Rahmen von
Entziindungsreaktionen entstehen so, je nach ortsstdndiger Transferasen-Aktivitdt, spezifische

und charakteristische Verdnderungen im Glykosylierungsmuster der Muzine (8, 92, 93).

Die klassische Struktur der so entstandenen O-glykosidischen Kohlenhydrateinheiten besteht
aus drei Regionen: (i) Einer Kernregion, die aus einem an den Peptidseitenketten gebundenen
GalNAc-O-Rest sowie meist einem zusétzlichen Monosaccharid (GalNAc oder GlcNAc)

besteht, (ii.) einem zentral gelegenen Kohlenhydrat-Riickgrat, das als Verlingerung der
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Kernregion dient und (iii.) einer peripheren Region, welche endstindig-gebundene duBlerst
variable Oligosaccharidketten aufweist (8, 81). Auf Grund einer unterschiedlichen
Glykosylierungsdichte - also der Anzahl O-glykosidisch angefiigter Zuckerreste pro jeweiliger
Serin- und Threonin-Seitenkette - ergibt sich fiir die periphere Region eine grofle Variabilitét.
Verstiarkt wird diese noch durch posttranslationale Modifikationen der Kohlenhydratketten,
bspw. mittels Acetylierung, Sulfatierung und weiterer Glykosylierung. Hierdurch ergeben sich
fir die endstindigen Kohlenhydrat-Strukturen auf Muzinen groBe makromolekulare
Unterschiede (in Grofe, Gewicht und Reichweite) sowie Unterschiede in ihrer biochemischen

Funktion und Eigenschaften (1, 85, 94).

Neben der Vielzahl an O-glykosidischen Kohlenhydrat-Strukturen enthalten Muzine zudem
verschiedene N-glykosidische Glykane. Eine Verkniipfung dieser N-Glykane an die
entstehende Proteinstruktur wiahrend der Biosynthese fiihrt zu biochemischen Modifikationen
des Molekiils und hat Einfluss auf Prozesse wihrend der Biosynthese, wie bspw. der Faltung

und Aggregation des Muzin-Proteins (95, 96).

Eine charakteristische Muzin-Proteindoméne kann bis zu 500 einzelner Aminosiuresequenz-
Abfolgen (repeats) enthalten. Ein Repeat enthdlt wiederum, je nach Linge, 5-100 potentielle
Glykosylierungsstellen. Fiir jedes Muzin-Molekiil ergibt sich so eine enorme Vielzahl an O-
glykosidischen Kohlenhydrateinheiten. Sie machen einen Grofteil der molekularen Masse von
Muzinen aus und definieren iiber ihre biochemischen Eigenschaften die raumliche Struktur,
Eigenschaften und Funktionen der Muzine. Anhand gemeinsamer Charakteristika kann eine

allgemeine Unterteilung der Muzine in zwei Hauptformen erfolgen (1):

Die sekretorischen Muzine

Die Gruppe der sekretorischen Muzine besteht aus den Gel-bildenden Unterformen MUC2,
MUCSAC, MUC5B, MUC6 und MUC19 (97-101) sowie den nicht-Gel-bildenden Muzinen
MUC7, MUCS8 und MUC9 (102-104). Neben einer zentral gelegenen stark glykosylierten PTS-
Domine weisen sekretorische Muzine meist weitere charakteristische Proteinstrukturen auf;
wie bspw. die VWF-Typ C- und D-, Cystin-Knoten- und CysD-Domine (105, 106). Uber
Disulfidbriicken und nicht-kovalente Wasserstoffverbindungen an den cysteinreichen
Proteindoménen findet eine Zusammenlagerung einzelner sekretorischer Muzine zu grofen

Oligomeren statt. Im Golgi-Apparat unterliegen diese Makromolekiile zunichst einer
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ausgeprigten O-Glykosylierung und werden anschlieBend posttranslational, bspw. durch
Hydratation und Sialysierung, weiter modifiziert. Im Trans-Golgi-Netzwerk erfolgen dann die
Akkumulation und Verpackung der fertigen Molekiile in Becherzell-Vesikeln (85, 105). Die
Prozesse der Verpackung und Sekretion sind abhédngig von pH-Wert-Verdnderungen und der
Calciumionen-Konzentration innerhalb der Granula. So kénnen bspw. Entziindungsreaktionen
im Gewebe, liber einen steigenden pH-Wert und eine absinkende Ca?'-Konzentration, die
sofortige Freisetzung sekretorischer Muzine bewirken (107, 108). Auf Grund dieser
biochemischen Vorginge und der Féhigkeit zur Zusammenlagerung von polaren
Makromolekiilen sind die sekretorischen Muzine in der Lage, bei Bedarf eine ausgeprigte
Volumenzunahme und damit Verdnderungen in der Beschaffenheit der muzindsen

Schutzschicht zu bewirken (85, 109).

Die membranstindigen Muzine
Die membranstindigen Muzine (MUC1, MUC3A/B, MUC4, MUC12, MUCI13, MUCI5,
MUC16, MUC17, MUC20 und MUC?21) sind iiber eine Transmembrandoméine, die zudem

einen kurzen zytoplasmatischen Anteil enthdlt, an der apikalen Zellmembran verankert.
Weiterhin enthalten sie eine stark glykosylierte Ektodoméne (PTS-/ tandem-repeat-Domdine),
die mit ihren verzweigten Kohlenhydrat-Strukturen weit iiber die Zelloberflache hinausragt und
einen Bestandteil der muzindsen Schutzschicht auf Epithelien bildet. Uber spezielle
Kohlenhydrat-Strukturen innerhalb der Ektodoméne sind membranstindige Muzine zudem in
der Lage, in Interaktion mit Nachbarzellen und dem molekularen Umfeld zu treten (1, 85, 110).
Neben einer zytoplasmatischen, einer membranstéindigen und einer extrazelluliren Doméne
enthalten membranstindige Muzine weitere charakteristische Peptid-Doménen. Eine dieser
Dominen, die sich in fast allen membranstindigen Muzinen wiederfindet, ist die SEA- (sea-
urchin sperm protein, enterokinase and agrin-) Doméne. Die SEA-Doméne besitzt sowohl
(auto-)proteolytische als auch Protein-bindende Eigenschaften, wodurch es innerhalb dieser
Domine zur Zusammenlagerung neuer nicht-kovalenter Molekiil-Untereinheiten kommt. Die
membranstindigen Muzine erhalten hierdurch die Féhigkeit, bei Bedarf die nicht-kovalent
gebundene extrazelluldre Untereinheit (Ektodoméne) in die muzindse Gelschicht abzugeben.
Nach Freisetzung der Ektodomine verbleiben die membranstéindigen Untereinheiten an der
Zellmembran verankert, wo sie als neu exprimierter Rezeptor fiir Liganden-Interaktionen auf

der Epithelzelle dienen kénnen (111, 112).
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Einige membranstindige Muzine besitzen eine weitere, nach aulen gerichtete Juxtamembran-
Domine. Die Peptidsequenzen dieser Dominen weisen groe Ahnlichkeit zu den Strukturen
verschiedener regulatorischer Proteine, wie den EGF-Rezeptoren und Zytokinen, auf. Diese
deshalb auch EGF-like-Doméne genannte Juxtamembran-Domine spielt eine weitere wichtige
Rolle in der Rezeptor-Liganden-Interaktion von Muzinen auf der Zelloberfliche (113-115).
Zusétzlich zu ihrer Schutzfunktion konnen membranstindige Muzine iiber diese Mechanismen
als Mediator und Regulator von Signalwegen und Zell-Zell-Interaktionen, bspw. im Rahmen

entziindlicher oder maligner Prozesse der Epithelzelle, dienen (1, 115, 116).

2.3.2 Muzine und Krebs

Der Verlust der Zellpolaritit

Epithelien bilden eine schiitzende Schicht auf der Oberflache verschiedener Organsysteme und
innerhalb der Ausfiihrungsgénge von Korperdriisen. Die apikale Seite der Epithelzelle ist dem
duBeren Umfeld, bzw. dem Lumen der Ausfiihrungsgénge zugewandt. Sowohl die Sezernierung
als auch die Expression der sekretorischen und membranstindigen Muzine finden an der
apikalen Zellmembran statt. Durch Entziindungs- und Stressreaktionen im Gewebe kommt es
zu einem Verlust der Zellpolaritit von Epithelien. Hierdurch werden verschiedene
Proliferations- und Uberlebensmechanismen der Epithelzellen aktiviert und die normalerweise
strikt apikal exprimierten Muzin-Molekiille werden {iber die gesamte Zellmembran
repositioniert, wodurch diese wiederum neue Zell-Zell-Interaktionen mit basolateral

exprimierten Molekiilen eingehen kdnnen (9).

Der Verlust der Zellpolaritit kann iiber eine Herunterregulierung von Adhésionsmolekiilen in
einer Auflésung von Zell-Zellkontakte und letztlich in einem vollstindigen Verlust der
epithelialen Eigenschaften einer Zelle resultieren. Dieser Ubergang wird als epithelial-
mesenchymale-Transition (EMT) bezeichnet (117). Ausgeldst durch verschiedene Reize kann
der Vorgang der EMT in der Ausbildung invasiv wachsender Tumorzellen mit
stammzellartigen Charakter resultieren (9, 118). In Tumorgeweben mit einer dauerhaften EMT-
Aktivierung konnen die membranstindigen Muzine bspw. mit den basolateral exprimierten
Rezeptor-Tyrosinkinasen interagieren und scheinbar als Promotor eines zunehmenden

Polarititsverlusts und einer weiteren Tumorprogression fungieren (9, 119).
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Der Einfluss von Muzinen auf die Signalwege der Tumorzelle

Im Unterschied zu den sekretorischen Muzinen haben membranstindige Muzine einen
entscheidenden Einfluss auf die zelluliren Signalwege fiir Wachstums- und
Uberlebensprozesse der Zelle (1, 85). Eine vermehrte Expression der membranstindigen
Muzine auf epithelialen Tumoren fiihrt zu einer verstarkten Aktivierung zelluldrer Signalwege,
was sich die Tumoren fiir die Proliferation und Progression zunutze machen (9).

Das auf Tumorzellen verstirkt exprimierte, membranstindige Muzin MUCI ist bspw. durch
die Interaktion mit Rezeptor-Tyrosinkinasen in der Lage, EGF- und ERBB-Rezeptor-abhédngige
Signalwege der Onkogenese zu aktivieren (120). Im Gegensatz zu einem zelluldren
Polarititsverlust der Epithelzelle, der auch im Rahmen von physiologischen
Entziindungsreaktionen auftritt, scheint eine Interaktion zwischen MUCI und Rezeptor-

Tyrosinkinasen ausschlielich im Tumor stattzufinden (9).

Zusitzlich zu einer membranstindigen Aktivierung ist die zytoplasmatische Untereinheit von
MUCI1 (MUCI1-C) in der Lage, weitere Tumorprogression-begiinstigende Signalwege, wie den
WNT-B-Catenin-, p53- und NF-xB-Signalweg, zu regulieren (9, 121, 122). Neben MUCI
konnte auch fiir MUC4, einem weiteren membranstindigen Muzin, gezeigt werden, dass dieses
in der Lage ist, in verschiedene Signalwege einzugreifen und hierdurch die Apoptose von
Tumorzellen zu inhibieren. Dariiber hinaus begiinstigt eine Uberexpression von MUC4 auf

Tumorzellen das invasive Wachstum und die Entstehung von Metastasen (123-125).

Muzine als Tumor-targets

Aufgrund der charakteristischen Molekiilmodifikationen und einer nachweisbaren
Uberexpression im Tumorgewebe sowie durch den Einfluss auf Tumorprogress-fordernde
Signalwege stellen membranstindige Muzine eine attraktive Zielstruktur (target) fiir
potenzielle Antikdrper und Tumor-Vakzine dar. Ein besonderes Augenmerk liegt hierbei auf
den tumorassoziierten Verdnderungen im Glykosylierungsmuster, die aus einer gestorten
Synthese des Muzin-Peptids auf Grund einer verdnderten Glykosyltransferasen-Aktivitit im
Tumorgewebe resultieren. Diese aberranten Kohlenhydrat-Epitope werden auf der Tumorzelle
exprimiert und konnen Einfluss auf die Tumor-Morphologie und -Aktivitdt haben (10, 126).
Auf der Oberflidche von Tumorzellen des Mamma- und Kolonkarzinoms konnten bereits einige
dieser spezifischen Kohlenhydrat-Epitope nachgewiesen und als valide Tumormarker

beschrieben werden (9, 119).
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In Bezug auf MUCI konnten in verschiedenen Studien sowohl eine vermehrte Expression im
Tumorgewebe als auch ein charakteristisches Glykosylierungsmuster im Mammakarzinom
nachgewiesen werden. Eine erhohte MUCI-Expression zeigte sich in etwa 90% aller
Brustkrebs-Tumoren und war hdufig mit einer prognostisch giinstigeren Tumorbiologie und
einem verminderten Risiko fiir Fernmetastasen assoziiert (127-129). Neben den Verdnderungen
im Glykosylierungsmuster konnte zudem ein prognostisch bedeutsamer Einfluss hinsichtlich
des subzelluldren Verteilungsmusters von MUC1 im Tumorgewebe nachgewiesen werden (85,

130).

2.4 MUC1

2.4.1 MUC1 in Krebs

Die beiden Untereinheiten von MUC1

MUCI wird als einzelnes Polypeptid translatiert und anschlieBend durch Autoproteolyse an der
SEA-Domine in zwei Untereinheiten (MUC1-C und MUCI1-N) gespalten. Die Untereinheiten
bilden anschliefend wieder einen stabilen nicht-kovalent gebundenen Heterodimer-Komplex
auf der Zellmembran (131, 132). Die in der Zellmembran verankerte MUC1-C-Untereinheit
besteht aus einem extrazelluldren, einem transmembrandsen und einem zytoplasmatischen
Anteil. Uber die transmembrandse Doméne von MUC1-C wird die MUC1-N-Untereinheit an
der apikalen Zellmembran verankert und kann hier in die mukdse Schutzschicht von Epithelien
sezerniert werden. Nach Freisetzung der terminalen Untereinheit bleibt die MUCI-C-
Untereinheit zellmembrangebunden und fungiert als potentieller Rezeptor auf der Epithelzelle

(119, 133).

In malignen Brustdriisenzellen kommt es zu einem Verlust der apikalen/basalen Zellpolaritit,
was darin resultiert, dass der MUC1-C/MUC-N-Komplex iiber die gesamte Zellmembran
exprimiert wird (134). MUCI-N, das auf der Oberflache von Tumorzellen abgesondert wird,
kann sich in stark erhohter frei zirkulierender Form im Blutplasma von Brustkrebspatientinnen
nachweisen lassen (135). Die normalerweise apikal exprimierte MUC1-C-Untereinheit kann
auf Grund des Zell-Polarititsverlusts in neue Interaktionen mit basolateral exprimierten

Rezeptor-Tyrosinkinasen treten (119). Zusétzlich zu den Verdnderungen im subzelluliren
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Expressionsmuster lassen sich in tiber 90% der invasiven Mammakarzinome zudem verstérkte

Expressionen von MUCI1 nachweisen, was aus den genetischen Verdnderungen und einer

fehlregulierten Transkription des Glykoproteins im Tumorgewebe resultiert (127, 128, 130).

Die onkogene Wirkung von MUC1-C

Wie bereits dargelegt, geht eine aberrante Expression von MUC1 im Tumorgewebe mit einer
verstdrkten Bindung und Aktivierung basolateral exprimierter Rezeptor-Tyrosinkinase (RTKs),
wie EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), einher. Eine glykosylierte Seitenkette der
extrazelluliren Domine von MUCI1-C dient hierbei als Briicke fiir den neu gebildeten MUC1-
C/RTKs-Komplex (136). Verschiedene EGFR-abhingige Signalwege, die eine maligne
Transformation der Tumorzellen begiinstigen kdnnen, werden durch diese Bindung von
MUCI1-C aktiviert (116, 119). Zudem ist MUCI1-C auch iiber die zytoplasmatische Doméne in
der Lage, in weitere Proliferations- und Uberlebensmechanismen der Tumorzellen
einzugreifen. Durch eine Interaktion mit verschiedenen Transkriptionsfaktoren dient MUC1-C
als Induktor unter anderem der eigenen Genexpressionen, was sich in einer nachweisbaren
Erhohung der MUC1-mRNA und einem Anstieg der MUC1-Proteinsynthese im Tumorgewebe
widerspiegelt (119, 137, 138).

In verschiedenen Arbeiten konnten weitere MUC 1 -induzierbare Gene identifiziert werden, die
mitunter eine Zellproliferation- und Tumorprogress-fordernde Wirkung zeigten. Die Prozesse
der (Auto-)Induktion korrelieren hierbei mit der intrazelluliren Akkumulation von MUCI-C,
die wiederum unmittelbar mit dem Ausmal der Expression auf der Tumorzelle zusammenhéngt
(139). Im Rahmen der intrazelluliren Akkumulierung von MUCI-C findet eine
Zusammenlagerung einzelner MUC1-C-Molekiile zu Homodimeren statt. Die Dimerisierung
gelingt durch kovalente Bindungen innerhalb einer charakteristischen Cystein-Glutamin-
Cystein- (CQC-) Sequenz der MUCI1-C-Domine. Das CQC-Motiv von MUCI1-C dient daher
verschiedenen neu entwickelten zellmembrangéingigen Therapeutika als Angriffspunkt in der
Krebstherapie (140, 141). Zusétzlich zu einem Weitertransport von MUCI1-C in den Zellkern
findet ein Transport zu den Mitochondrien statt. Gebunden an der dufleren Mitochondrien-
Membran ist MUCI-C in der Lage, Apoptose-Signale der Zelle zu unterdriicken und so das
Uberleben der Tumorzelle zu begiinstigen (142).
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2.4.2 MUC1 als Tumorantigen

Die Zuginglichkeit von MUCI auf der Tumorzelle

Neben einem mdglichen Eingriff in die onkogenen Mechanismen von MUCI1-C auf zellulédrer
Ebene, dienen immunogene Strukturen innerhalb der endstindigen tandem-repeat-Doméne von
MUCI-N und innerhalb der extrazelluliren Domdne von MUCI1-C verschiedenen neu
entwickelten Antikorpern als mogliche Angriffspunkte (143, 144). Wie bereits erwéhnt, wird
die nicht-kovalent gebundene MUC1-N-Untereinheit auf der Tumorzelloberfliche abgesondert
und kann im Blutplasma von Brustkrebspatientinnen nachgewiesen werden. Die frei
zirkulierenden MUCI-N-Molekiile stellen eine potentielle Barriere fiir die Zuginglichkeit
systemisch verabreichter Anti-MUC1-Antikorper dar, da diese bereits vor Erreichen der
Zielstrukturen auf der Tumorzelloberfliche im Blutplasma ,,abgefangen* werden kénnen (119,
135, 145). Die membranstdndige MUC1-C-Untereinheit hingegen bleibt dauerhaft auf der
Zelloberfliche gebunden. Aus diesem Grund stellen die hier enthaltenen immunogenen
Kohlenhydrat-Strukturen zugéngliche und damit potenziell geeignetere MUCI1-Epitope als

therapeutische Zielstrukturen im Tumorgewebe dar (146).

Die Entstehung tumorassoziierter Kohlenhydrat-Antigene

Die extrazellulire Doméne von MUCI beinhaltet eine Vielzahl O-glykosidisch gebundener
Kohlenhydrat-Strukturen, die weit {iber die Zelloberflache hinausragen und héufig endstéindige
Sialinsdure-Reste aufweisen (9). Eine verminderte Glykosyltransferasen-Aktivitit im
Tumorgewebe filihrt zu einer unvollstdndigen Glykosylierung von MUCI1 auf Tumorzellen.
Dadurch kommt es zu der Entstehung neuer und verkiirzter tumorassoziierter Kohlenhydrat-
Antigene (tumor-associated carbohydrate-antigens, TACA) (10). Die Grundstruktur der
physiologisch exprimierten MUCI1-Glykane wird aus einem O-glykosidisch an Serin oder
Threonin gebundenen Mono- oder Disaccharid-Rest gebildet (Core-2-O-Glykan-Ser/Thr).
Durch eine verminderte Aktivitit der Glykosyltransferase Core-2-b1,6-N-Acetylglucosamin-
transferase findet eine normale Synthese dieser Core-2-O-Glykan-Strukturen im Tumor héufig
nicht statt. Die fiir die endsténdige Sialylierung verantwortlichen Sialyltransferasen (a2,3- und
a2,6-Sialyltransferase-I) hingegen werden im Tumorgewebe hdufig verstirkt exprimiert. Dies
fihrt zu einer tbermiBigen Sialylierung der verkiirzten O-Glykane, mit einer daraus
resultierenden biochemischen Modifizierung des gesamten MUC1-Molekiils (81, 146). Beide

tumorassoziierten Verdnderungen, eine verminderte Glykosylierung einerseits und eine
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verstirkte Sialylierung andererseits, miinden in der Entstehung charakteristischer
tumorassoziierter MUC1-Kohlenhydratantigene. Anhand ihrer Grundstrukturen lassen sich

diese in vier Gruppen unterteilen (10):

1. Das Thomsen-noveau-Antigen (Tn; GalNAc-al1-O-Ser/Thr), das aus einem an Serin- oder
Threonin gebundenen einzelnem GalNAc-Kohlenhydrat besteht.

2. Das Thomsen-Friedenreich-, oder auch Core-1-Antigen (T; Galp1-3GalNAc-al-O-Ser/Thr),
bei dem ein weiterer Galaktose-Rest an das O-glykosidisch gebundene GalNAc angefiigt wird.
3. und 4.: Die beiden sialysierten Varianten STn- und ST-Antigen, die jeweils ein zusdtzliches
Sialinsdure-Derivat (Neu5Ac) an dem Glykan-Rest eines Thomsen-noveau- oder Thomsen-

Friedenreich-Antigen aufweisen (10).

Die neu entstandenen Kohlenhydratstrukturen haben Einfluss auf die rdumliche Struktur und
die biochemischen Eigenschaften des gesamten MUCI1-Molekiils. Durch eine verminderte
Synthese der normalerweise weit verzweigten Kohlenhydratstrukturen liegt das im Gesunden
unzuginglich ,,abgeschirmte® Proteinriickgrat von MUC1 im Tumorgewebe hingegen frei. Es
ist dadurch einerseits zugéinglich fiir den Abbau durch extrazelluldre Proteasen und bietet
andererseits einen Ansatzpunkt fiir synthetisch hergestellte MUC1-Antikdrper. Neben dem
Proteinriickgrat stellen jedoch auch die neu entstandenen (sialysierten) Kohlenhydrat-Epitope
auf MUCI potenzielle Zielstrukturen dar (147). Die Identifizierung eines solchen spezifischen
sialysierten Kohlenhydrat-Epitops von MUCI im Mammakarzinom, dem in dieser Arbeit
untersuchten 74A-MUCI, fiihrte bereits zu der Entwicklung eines hiergegen gerichteten anti-
Tumor-Vakzins und schlieBlich zu der Synthese des monoklonalen anti- TA-MUCI-
Antikorpers GGSK-1/30 (14).

2.4.3 Die Identifizierung des neuen tumorassoziierten Glykopeptids TA-MUC1

Die Entwicklung spezifischer Tumor-Vakzine

Durch die Identifizierung tumorassoziierter Kohlenhydrat-Antigene gelang es, MUCI-
spezifische T-Zellen aus dem Serum von Brustkrebspatientinnen zu isolieren (148). In
verschiedenen Tiermodellen konnte gezeigt werden, dass eine gegen tumorassoziiertes MUC1
gerichtete T-Zell-Immunantwort in der Lage ist, die Entstehung neuer Tumorzellen zu
verhindern und eine Tumorregression zu bewirken, ohne hierbei eine gegen gesunde Zellen

gerichtete Autoimmunantwort auszuldsen (80, 149). Bisher lieB sich eine so induzierte T-Zell-
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Immunantwort im Mammakarzinom nicht beobachten. Insbesondere im frithen Tumorstadium
machen sich Tumorzellen unterschiedliche immunsuppressive Mechanismen der Zelle zu
Nutze, um eine tumorspezifische Immuntoleranz zu generieren, die unter anderem in der
Unterdriickung einer effektiven T-Zell-Immunantwort resultiert (150, 151).

Durch den Einsatz tumorspezifischer Vakzine, soll das Immunsystem angeregt werden,
Mechanismen der Immuntoleranz zu umgehen und entartete selbst-Antigene als Fremd zu
erkennen, um so Tumorzellen mit Hilfe der eigenen Abwehrmechanismen zu bekdmpfen. Eine
so induzierte Immunantwort kann dabei unterschiedliche humorale und zelluldre
Abwehrmechanismen beinhalten (152):

1. Eine Aktivierung zytotoxischer CD8+-T-Zellen, die in der Lage sind, Tumorantigen-
exprimierende Tumorzellen zu binden und direkt zu zerstoren.

2. Die Aktivierung verschiedener CD4+-T-Zellen, die in der Lage sind, das AusmaB, die Dauer
und die Effektivitdt der ausgeldsten Immunantwort zu modulieren.

3. Die Aktivierung von B-Zellen, was eine Produktion von Tumorantigen-spezifischen

Antikorpern im Sinne einer humoralen Immunantwort bewirkt.

Die Identifizierung von TA-MUCI1

Auf Grund der Tatsache, dass die im Tumorgewebe verdndert-exprimierten Glykosyl- und
Sialyltransferasen in ihrer Funktion nie vollstdndig gestort sind, ist es nachvollziehbar, dass
sich neben den aberranten Kohlenhydrat-Strukturen vereinzelt auch normale unverdnderte
Glykane auf MUC1-Molekiilen im Tumor wiederfinden. Es ist daher moglich, dass der Einsatz
von MUCI-spezifischen Antikorpern in der Immuntherapie in einer potenziell schwer-
wiegenden Autoimmun-Reaktion resultiert, da sich die jeweiligen MUCI-Epitope der
verwendeten Antikdrper auch auf MUC1-Molekiilen gesunder Epithelzellen wiederfinden (14).
Da sich ,,reine* tumorassoziierte MUC1-Epitope nur schwer aus Tumorzellen isolieren lassen,
miissen diese in synthetischen Verfahren hergestellt werden (14, 153). Doch auch die
synthetisch hergestellten MUCI1-Glykopeptide werden vom Immunsystem zunéchst als
korpereigene, nicht-immunogene Strukturen erkannt, weshalb sie in ihrer Grundform fiir die
Entwicklung wirksamer Tumor-Vakzine und letztlich zur Generierung spezifischer anti-
MUCI1-Antikorper ungeeignet sind (154). Um die Mechanismen der Immuntoleranz zu
umgehen, miissen die synthetisierten Glykopeptid-Epitope innerhalb des Vakzins mit einem

Immunsystem-stimulierenden Partner kombiniert werden. Das Ausmaf der durch das Vakzin
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induzierten selektiven Immunantwort ist dabei abhéngig von seinem jeweiligen Glykopeptid-

Epitop (14).

In einer Zusammenarbeit zwischen dem Institut fiir organische Chemie und dem Institut fiir
Immunologie der Universititsmedizin Mainz wurden drei neue MUCI-spezifische
Tumorvakzine entwickelt, die gegen verschiedene Glykopeptid-Strukturen von
tumorassoziierten MUCI gerichtet sind (14). Drei verschiedene synthetische MUC1-(Glyko-
)Peptide dienten als Immunantwort-definierendes B-Zell-Epitop innerhalb des Vakzins. Ein
Tetanus-Toxoid (TTox) wurde als immunogen wirksamer Triger verwendet. Das Tetanus-
Toxoid enthélt potenzielle T-Zell-Epitope (Th-Zell-Epitope) die in der Lage sind, eine effektive
T-Helferzell-Antwort zu induzieren, was wiederum in einer humoralen Immunantwort und in
der Ausreifung Antikorper-produzierender B-Zellen resultiert. Th- und B-Zell-Epitop wurden
von einem flexiblen Spacer-Molekiil innerhalb des Vakzins voneinander getrennt, was eine
gegenseitige  Beeinflussung der beiden Komponenten und eine  mogliche

Konformationséinderung verhindert.

Die synthetisierten MUCI1-B-Zell-Epitope enthielten jeweils eine definierte Sequenz der
tandem-repeat-Struktur von MUCI, die hier um zwei weitere Aminosduren (Pro und Ala) auf
eine 22-Aminosduren-lange Peptid-Sequenz verldngert und weiter modifiziert wurde. Das B-
Zell-Epitop des ersten anti-TA-MUC1-Vakzins (V1) bestand aus einer verldngerten 27-mer
Peptid-Sequenz mit einem glykosidisch gebundenen GalNAc-Rest am Serin 22 (Tn-Antigen/
GalNAc-a1-O-Ser22). Das Vakzin (V2), das spiter zur Generierung des Antikorpers GGSK-
1/30 fiihrte, enthielt die 22-mer Basissequenz und einen sialysierten GalNAc-Rest an der Serin-
Seitenkette in Position 17 (STn-Antigen/ Neu5Ac-GalNAc-a1-O-Serl7). Zur Darlegung der
Bedeutsamkeit des glykosylierten Anteils als immunogene Struktur, wurde zudem ein drittes
Vakzin (V3) hergestellt, welches lediglich die nicht-glykosylierte 22-Aminosduren lange
Peptid-Sequenz enthielt.

Mit den verschiedenen Vakzinen immunisierte man dann BALB/c-Méuse und beschrieb die
durch das jeweilige MUC1-B-Zell-Epitop ausgeldste spezifische Immunantwort. Anhand jeder
der drei Vakzine gelang es, groBe Mengen (Glyko)Peptid-Epitop-spezifische Antikdrper zu
generieren. Mittels der so gewonnenen Antikorper-Seren wurden anschlieBend MUC1 -positive

Brustkrebszellen (T47D-Zellen) inkubiert (14). Die durch das Vakzin-3 induzierten

27



2. Literaturdiskussion

Antikorper, die gegen das nicht-glykosylierte, reine Peptid-Epitop von MUCI gerichtet waren,
wiesen hierbei so gut wie keine spezifische Tumorzell-Bindung auf. Vakzin-2-Antikorper, die
gegen ein sialyliertes Glykopeptid, bestehend aus der gleichen Peptidsequenz wie V3 gerichtet
waren, wiesen hingegen eine starke T47D-Zell-Bindungsrate auf.

Durch diesen Vergleich konnte man beweisen, dass eine zusétzliche Glykosylierung des B-
Zell-Epitops obligatorisch fiir die Induktion einer Immunantwort gegen tumorassoziiertes
MUCT ist. Interessanterweise zeigten Vakzin-1-induzierte Antikorper, die ebenfalls gegen ein
Glykopeptid-Epitop mit einer langeren Peptidsequenz und einer kiirzeren Glykan-Struktur (Tn-
Antigen an Ser22) gerichtet waren, zwar ebenfalls eine positive, jedoch deutlich schwéchere
Tumorzell-Bindung. Es schien also, dass sowohl die Linge der Peptidsequenz und die
Expression verschiedener Glykanstrukturen als auch das Verhiltnis dieser beiden
Komponenten innerhalb des B-Zell-Epitops entscheidend fiir die Induktion einer anti-MUCI -

Immunantwort sind (14).

Aufgrund der vielversprechenden Ergebnisse bzgl. einer durch das V2-Glykopeptid-Epitop
ausgelosten Immunantwort gegen MUCI, wurde der gegen das V2-Epitop gerichtete
monoklonale IgG-Antikdrper GGSK-1/30 mittels Hybridom-Technik synthetisiert. Zum
Nachweis einer tumorspezifischen Expression seines Glykopeptids TA-MUC1 wurde zunéchst
die Antikorperbindung von GGSK-1/30 im gesunden Brustdriisengewebe beurteilt. GGSK-
1/30 zeigte dabei keinerlei Bindung von unveridndert glykosylierten MUC1 auf gesunden
Epithelzellen. Das GGSK-1/30-Epitop TA-MUC1 bewies damit eine tumorspezifische
Expression, bei einer zugleich nachweisbaren hohen Bindungsaffinitit im Tumorgewebe (14).
Mittels synthetisch hergestellter MUCI1-Glykopeptid-Vakzine, bestehend aus einem
immunstimulierenden Th-Zell-Epitop und einer immunselektiven Glykopeptid-B-Zell-
Komponente, lieBen sich hohe Titer MUC1-spezifischer Antikorper induzieren. Verschiedene
Faktoren, wie die Linge der Peptidsequenz, das jeweilige gebundene Kohlenhydrat-Antigen,
die Position der glykosidischen Bindung am Peptid sowie das Verhiltnis der Komponenten

zueinander waren dabei ausschlaggebend fiir die Wirksamkeit des Vakzins.

Die durch das MUCI1-B-Zell-Epitop TA-MUCI1 ausgeloste effektive und tumorspezifische
Immunantwort liegt in der spezifischen Struktur des Glykopeptid-Epitopes begriindet. TA-
MUCIT scheint die Struktur von verdndert glykosylierten MUC1-Molekiilen auf Tumorzellen
exakt widerzuspiegeln. Mit Hilfe des monoklonalen Antikorpers GGSK-1/30 ldsst sich TA-
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MUCTI sehr sensitiv und exklusiv im Tumorgewebe nachweisen (14). TA-MUCI scheint einen
geeigneten Tumormarker im Brustkrebsgewebe darzustellen, dessen potenzieller

diagnostischer und therapeutischer Nutzen es in diesen und weiteren Studien zu evaluieren gilt.

2.5 Zielsetzung der Dissertation

Biochemische Verdnderungen im Tumorgewebe bewirken die Entstehung aberranter
Glykosylierungsmuster des Glykoproteins MUC1 auf Brustkrebszellen. Die Identifizierung
eines neuen tumorassoziierten MUCI-Epitops TA-MUCI1 fiihrte zur Entwicklung des
monoklonalen  Antikdrpers ~ GGSK-1/30.  Anhand eines immunhistochemischen
Nachweisverfahrens durch GGSK-1/30 wurde in dieser Arbeit die Expression von TA-MUCI1
im Mammakarzinom untersucht. Ziel war es, die Eignung von TA-MUCI als Tumormarker
und therapeutische Zielstruktur im Mammakarzinom anhand des Expressionsmusters im
Brustkrebsgewebe und durch Korrelations- und Uberlebenszeitanalysen zu beurteilen. Dabei
wurden sowohl die Gesamtexpression als auch die subzelluldre Lokalisation von TA-MUCI1 im
Tumorgewebe beriicksichtig und als unabhéngige Prognostikatoren untersucht. Ein besonderes
Augenmerk dieser Arbeit lag auf dem Kollektiv triple-negativer-Brustkrebspatientinnen, da
insbesondere flir das TNBC noch immer limitierte Therapieoptionen zur Verfligung stehen und
der potenzielle Einsatz des TA-MUCI-Antikorpers GGSK-1/30 als neue therapeutische

Moglichkeit hier von besonderer Bedeutung war.

29



3. Material und Methoden

3. Material und Methoden

3.1 Materialien

1. Gerite

Tabelle 5: Verwendete Gerdte mit Hersteller

Dampfgarer MultiGourmet Braun GmbH, Kronberg im Taunus
Kamera (DFC290) Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Laborwaage
Mikroskop (22EB) Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Mikroskop (DMRB) Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Pipetten (1-10 ul, 10-100 pl, 100-1000 pl) Eppendorf AG, Hamburg
Pipettierhilfe (accu-jet ® pro) BRAND GMBH + CO KG, Wertheim
Vortex-Schiittler VF2 IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen
im Breisgau
Wiérme und Trockenschrank (Heraeus Thermo Fisher Scientific GmbH,
Function Line UT6) Dreireich, Deutschland

II. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 6: Verwendete Verbrauchsmaterialien mit Hersteller

Dako Pen (S2002) Agilent Technologies Denmark ApS,
Glostrup, Ddnemark
Einweg-Pipetten Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Menzel™ Deckgliser (24 x 32 mm, 24 x 50  Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
mm, 24 x 60 mm)

Objektriger (FLEX IHC Microscope Agilent Technologies Denmark ApS,
Slides, Code-Nr.: K8020) Glostrup, Ddnemark

Objektrager Menzel (Superfrost plus) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Pipettenspitzen (10 p, 100 pl, 1000 ul) Eppendorf AG, Hamburg

Polypropylen Réhrchen (5 ml, 15 ml) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
ReaktionsgefaBe (1,5 ml, 2 ml) Sarstedt AG & Co. KG, Niimbrecht
Reaktionsgefdfle (5 ml) Eppendorf AG, Hamburg

Serologische Pipetten (1 ml, 5 ml) Greiner Bio One International GmbH, A-

4550 Kremsmiinster, AUT
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II1. Gebrauchsmaterialien

Tabelle 7: Verwendete Gebrauchsmaterialien mit Hersteller

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Deckglaspinzette

Edelstahlpinzette (flach und spitz)

Farbetrog aus Glas mit Halterung

Laborflaschen

Messzylinder (Duran®,
250 ml)

Objekttrager-Halterung (48 Plitze)

Trichter

IV. Chemikalien

Carl Roth GmbH + Co. KG

Carl Roth GmbH + Co. KG

Hirschmann Laborgerdate GmbH & Co. KG, Eberstadt

Eppendorf AG, Hamburg

Vitlab GmbH, Grof3ostheim

Tabelle 8: Verwendete Chemikalien mit Ref.-Nr. und Hersteller

DAKO REAL™ Antibody Diluent

S2022

Ethanol 99,8% (vergéllt mit IPA, 127194.1212

MEK und Bitrex reinst)

Mayer’s Himalaunlosung

Mikroskopie-Einschlussmittel

1092490500

Rinderserumalbumin (BSA, Bovine A2153-100G

Serum Albumin)

Spiillésung (Ampuwa®)

Wasserstoffperoxid 30%
(ROTIPURAN® p.a., ISO,
stabilisiert)

Xylol Isomerengemisch

1088813

8070.2

131769.1612
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AppliChem GmbH, Darmstadt

Merck KGaA, Darmstadt
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Sigma-Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim

Fresenius Kabi Deutschland
GmbH®, 61346 Bad Homburg

Carl Roth GmbH + Co. KG

AppliChem GmbH, Darmstadt
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V. Kits

Dako REAL™ EnVision™ Detection System, Peroxidase/ DAB,

Rabbit/ Mouse - K5007 (Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK)

Enthélt:
1. Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV) (100 ml)
ii. Dako REAL™ Substrate Buffer (250 ml)
iii. Dako REAL™ DAB+ Chromogen (5 ml, 50x konzentriert

V1. Puffer und Losungen

PBS-Puffer:

02 g KCl

02g KH2PO; (wasserfrei)
8g NaCl

09¢g Na;HPO4 (wasserfrei)
Add11 Aqua dest.

pH = 7,4 einstellen

Puffer low-pH fiir Demaskierung:
Target Retrieval Solution, Citrate pH 6 (10x) - S1699 (Dako Denmark A/S, Glostrup, DNK)

VII. AntikOrper

Tabelle 9: Verwendeter Primdrantikorper

GGSK-1/30 1/30 0,02 pg/ml Institut fiir Immunologie, Universitidtsmedizin
Mainz
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3.2 Methoden

3.2.1 Patientenkollektiv und Datenerhebung

Das ausgewdhlte Kollektiv bestand aus 241 Brustkrebspatientinnen, die im Rahmen eines
erstdiagnostizierten Mammakarzinoms im Zeitraum von 2009 bis 2016 an der
Universititsmedizin operiert wurden. Fiir jede Patientin lagen Gewebeproben im Sinne
pathologisch aufbereiteter Schnellschnitte sowie asservierte Vollblut- und Plasmaproben vor.
Ein Biobank-Ethikantrag fiir die Material- und Datennutzung wurde zuvor genehmigt.
Patientinnen mit primdr metastasiertem Mammakarzinom (M1-Status) wurden nicht
miteingeschlossen. Dariiber hinaus erfolgte keine weitere Eingrenzung oder Vorauswahl
hinsichtlich sonstiger Tumor- oder Patientenmerkmale.

Zur Follow-Up-Erhebung wurden elektronische Patientenakten, archivierte Tumor-Boards und
Pathologie-Berichte  hinsichtlich  klinischer Daten (Erstdiagnose- und OP-Daten,
Uberlebenszeitriumen, Auftreten von Metastasen und Rezidive, erfolgte Therapien etc.) und
histopathologischer Tumormerkmale (Hormonrezeptorstatus, Tumorhistologie, TNM-Stadien
etc.) ausgewertet. Nach Bewilligung eines Antrages konnte zudem Einsicht in das Krebsregister
Rheinland-Pfalz genommen werden, wodurch es moglich war, zuvor nicht erfasste

Uberlebenszeitriume und Todesfille zu ergiéinzen.

3.2.2 Immunhistochemie

Untersuchte Proben

Bei den untersuchten Patienten-Proben handelte es sich um in Formalin fixiertes und in Paraffin
eingebettetes Brustkrebsgewebe, bereitgestellt durch das Institut fiir Pathologie der
Universititsmedizin Mainz. Zur weiteren Untersuchung wurden die Paraffinblocke mittels
Rotationsmikrotom in einer Dicke von 2 um zugeschnitten und im Wasserbad auf die
Objekttrager aufgebracht. Nach dem Antrocknen auf einer Warmeplatte wurden die Schnitte
dann bei 37 °C tiber Nacht in einem Brutschrank inkubiert.

Als Positivkontrolle fiir jeden Farbe-Durchgang dienten MCF7-Brustkrebszellen, die MUCI in
hohem Mafe auf ihrer Zelloberfldche exprimieren (155). Eine Negativkontrolle erfolgte anhand
gesunder Brustgewebeschnitte. Zudem wurde in jedem Féarbe-Durchgang ein Pendant-Schnitt
des untersuchten Tumorblocks lediglich mit Substrat-Puffer anstelle des Primérantikorpers

GGSK-1/30 inkubiert, was als technische Negativkontrolle diente.
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Entparaffinierung

Um das auf den Objekttragern aufgetragene Tumorgewebe und die hier exprimierten Antigene
fiir die weiteren Schritte zugéinglich zu machen, wurden die Schnitte zunéchst entparaffiniert.
Hierfiir erfolgte eine Inkubation mit Xylol gefolgt von einer Rehydrierung der Schnitte durch

eine absteigende Alkoholreihe:

Xylol 10 min
Xylol 10 min
Xylol 10 min
Ethanol (99,8%) 2 min
Ethanol (99,8%) 2 min
Ethanol (96%) 2 min
Ethanol (70%) 2 min

Im Anschluss wurden die Schnitte in destilliertem Wasser gewaschen und hier bis zur weiteren

Verarbeitung in diesem belassen.

Antigendemaskierung

Eine Fixierung des Gewebes in Formalin (Formaldehyd) fiihrt iiber eine Ausbildung von
Hydroxymethylgruppen und Schiffschen-Basen zu einer molekularen Quervernetzung von
Proteinen. Die Antigenitét des Proteins wird veridndert und potenzielle Epitope werden fiir eine
immunhistologische Untersuchung mittels Antikdrper unzugénglich (156). Dieser Prozess kann
durch eine Antigendemaskierung mittels enzymatischer Vorbehandlung oder Hitze-induziert
teilweise oder vollstindig riickgidngig gemacht werden (157, 158). In dieser Arbeit wurde eine
Hitze-Demaskierung gewihlt und die Schnitte in einer pH 6-Citratpuffer-Losung fiir
30 Minuten bei 100 °C in einem Dampfgarer erhitzt. AnschlieBend wurden die abgekiihlten

Schnitte in Aqua dest. gewaschen.

Hemmung der endogenen Enzymaktivitéit

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase-Aktivitdt und zur Vermeidung einer unspezifischen
Hintergrundfarbung erfolgte eine Behandlung der Schnitte mit 30% Wasserstoffperoxid (H202)
fiir 10 Minuten. AnschlieBend wurden die Schnitte erneut in Aqua dest. gewaschen. Um eine
optimale Benetzung der Antikdrper fiir diesen und die nachfolgenden Schritte zu ermoglichen,
wurden die Objekttrager in eine feuchte Kammer gelegt und der Tumorgewebeschnitt mittels

Fettstiftes umrandet.
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BSA-Block

Zur Absittigung freier Bindungsstellen und um eine optimale Antikorper-Bindung zu
gewihrleisten erfolgte eine zusitzliche Inkubation der Schnitte mit 3% BSA-Block fiir 30 min.
In zuvor durchgefiihrten Testfarbungen zeigte sich dadurch eine deutlich verbesserte

Antikorperbindung.

Spezifische Fiarbung

Die nachfolgende immunhistologische Farbung erfolgte im Sinne einer indirekten Nachweis-
Methode des gesuchten Antigens 7A-MUCI in einem Zwei-Schritt-Verfahren. Als
Primérantikdrper diente hierbei der monoklonale Antikdrper GGSK-1/30. Fir die
nachfolgenden Schritte wurde ein Dako REAL™ EnVision™-Kit verwendet. Bei dem
verwendeten Zweitantikorper handelte es sich um ein Peroxidase-konjugiertes Polymer, das
auch Antikorper gegen Kaninchen- bzw. Maus-Immunglobuline enthilt (159).

Die Reaktion wurde mit dem ebenfalls im Kit enthaltenen Dako REAL™ DAB+ Chromogen

sichtbar gemacht. Das Féarbeprotokoll stellte sich zusammengefasst wie folgt dar:

1. GGSK-1/30 (0,02 pg/ ml) 30 min
2. PBS 3 x 2 min
3. Dako REAL™ EnVision™/HRP, Rabbit/Mouse (ENV) 30 min
4. PBS 3 x 2 min
5. Dako REAL™ DAB+ Chromogen, 1:50 in Substratpuffer 5 min

Nach diesen Schritten wurden die Tumorschnitte aus der Kammer in Farbetroge umgesetzt und

fiir 10 min unter flieBendem Leitungswasser gewaschen.

GGSK-1/30-Férbung
GGSK-1/30 ist ein mittels Hybridom-Technik synthetisch hergestellter monoklonaler 1gG1-

Antikorper, der gegen ein spezifisches Glykopeptid-Epitop auf MUCI gerichtet ist. Ausgehend
von der urspriinglichen in vitro eingesetzten Konzentration von 1 pg/ ml (Verdiinnung
1:10000), wurden die Tumorschnitte in mehreren Testlaufen mit unterschiedlichen Antikdrper-
Konzentrationen gefdrbt und hinsichtlich der geeignetsten Férbeintensitit beurteilt. In
Zusammenarbeit mit Herrn Dr. Jorg Jédkel, einem erfahrenen gynikologischen Pathologen,
wurde eine Konzentration von 0,02 pg/ml (Verdinnung 1:500000) als geeignetste
Antikorperkonzentration definiert.

Nachfolgend sind immunhistochemische Féarbungen des gleichen Tumorprdparats mit

unterschiedlichen GGSK-1/30-Verdiinnungen dargestellt (Abb. 1).
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Abbildung 1: Beispiele von immunhistochemischen Fdrbungen in unterschiedlicher
Antikorper-Konzentration.

Dargestellt sind Bildausschnitte von immunhistochemischen Fdrbungen des gleichen
Tumorprdparats in unterschiedlicher Verdiinnung des Primdrantikorper GGSK-1/30.

Konzentration: a) 1 ug/ml, b) 0,02 ug/ml, c) 0,01 ug/ml

Gegenfiarbung und Einbettung

Zur Gegenfarbung im Gewebe erfolgte eine Hintergrundfarbung mit Hamatoxylin. Hierfiir
wurden die Schnitte fiir 5 min in Mayer’s Hdmalaunlosung (1:5 in Wasser verdiinnt) gefarbt
und im Anschluss erneut fiir 10 min unter flieBendem Leitungswasser gewaschen. Im letzten

Schritt folgte die Dehydrierung der Schnitte in einer aufsteigenden Alkoholreihe gefolgt von

Xylol:

Ethanol (70%) 2 min
Ethanol (96%) 2 min
Ethanol (99,8%) 2 min
Ethanol (99,8%) 2 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
Xylol 5 min
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AbschlieBend wurden die gefarbten Gewebeschnitte mit Deckgldsern eingeschlossen und iiber

Nacht bei Raumtemperatur getrocknet.

3.2.3 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die mittels GGSK-1/30 nachgewiesene TA-MUCI1-Expression im Tumorgewebe wurde von
Herrn Dr. med. Jorg Jékel aus dem Institut fiir Pathologie der Universitdtsmedizin-Mainz und
zwel weiteren geschulten Gutachtern an einem Leitz-Lichtmikroskop (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar) unabhingig voneinander evaluiert. Fiir die Bewertung der Tumorschnitte
wurde ein semiquantitativer Score im Sinne des Immunoreactivity Scores (IRS) nach Remmele
und Stegner gewéhlt (160). Der prozentuale Anteil positiv gefarbter Tumorzellen (0 = keine
Féarbung, 1 = <10%; 2 = 11-50 %, 3 = 51-80 %, 4 = >80 %) und die vorherrschende
Férbeintensitdt (0 = keine, 1 = schwach, 2 = moderat und 3 = stark) werden hierbei multipliziert
und ergeben einen immunoreactivity Score (IRS) von 0-12.

Neben einer semiquantitativen Auswertung mittels IRS erfolgte auch eine qualitative
Auswertung hinsichtlich der subzelluldren Lokalisation von TA-MUCI. Unterschieden wurde
hierbei zwischen einer rein membranstindigen (m), einer rein zytoplasmatischen (c), einer
gemischten, liberwiegend membranstindigen (mc) und einer gemischten, iiberwiegend
zytoplasmatischen (cm) TA-MUCI1-Expression im Tumorgewebe.

Sofern im Tumorschnitt enthalten, wurden auch Carcinoma in situ-Anteile (DCIS oder LCIS)
separat hinsichtlich der Gesamtexpression (IRS) und der subzelluldren Lokalisation von TA-
MUCI beurteilt.

Im Folgenden sind beispielhafte GGSK-1/30-Fiarbungen einiger Tumorschnitte mit
unterschiedlicher Férbeintensitit und verschiedenen Expressionsmustern von TA-MUCI
dargestellt (Abb. 2-5). Weiterhin finden sich Beispiele der Positivkontrollen mit MCF7-
Brustkrebszellen und Negativkontrollen mit gesunden Brustdriisengewebe (Abb. 6 und 7).
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Abbildung 2: Beispiel: gemischt, iiberwiegend membranstindiges Expressionsmuster (mc)
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Ausschnitt eines Tumorschnitts mit gemischter, tiberwiegend membranstindiger TA-MUCI-
Expression (mc), Anteil positiv gefdrbter Tumorzellen > 80 % (4) Fdrbeintensitdt moderat (2)
=IRS von 8, a) 100x, b) 200x
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berwiegend zytoplasmatisches Expressionsmuster (cm)

i

ty

: gemisch

Beispiel:

Abbildung 3:
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Ausschnitt eines Tumorschnitts mit gemischter, iiberwiegend zytoplasmatischer TA-MUCI-

Expression (cm), Anteil positiv gefirbter Tumorzellen im gesamten Schnitt 51 — 80 % (3)
Fdrbeintensitdt stark (3) = IRS von 9; a) x200, b) x400
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Abbildung 4: Beispiel: rein zytoplasmatisches Expressionsmuster (c)
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Ausschnitt eines Tumorschnitts mit ausschlieflich zytoplasmatischer TA-MUCI-Expression
(c), Anteil positiv gefdrbter Tumorzellen im gesamten Schnitt 11 — 50 % (2) Fdrbeintensitdt
stark (3) = IRS von 6, a) x200, b) x400

AN
R % FN

Abbildung 5: Beispiel Duktales Carcinoma in situ (DCIS)
Ausschnitt eines positiv gefdrbten Carcinoma in situ im Tumorschnitt. Anteil positiv gefdrbter

Tumorzellen > 80 % (4) Fdrbeintensitdt stark (3) = IRS von 12; (x100-fache Vergrofserung)
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Abbildung 6: Beispiel Positiv-Kontrolle.
Positivkontrolle mit MCF7-Brustkrebs-Zelllinie (x200-fache Vergréflerung).

Abbildung 7: Beispiel Immunhistochemische-Negativkontrolle.
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Negativkontrolle mit gesundem Brustdriisengewebe. Eine spezifische Zellfdrbung von gesunden
Brustdriisenzellen mit GGSK1/30 ist nicht erkennbar. Es zeigt sich eine unspezifische

Farbereaktion mit Sekret im Lumen der Ausfiihrungsgdnge.

3.2.4 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung wurde mit IBM®-SPSS®-Statistics, Version 23.0, durchgefiihrt. Im
ersten Teil erfolgte eine deskriptive Analyse der im Rahmen des Follow-Up erhobenen
klinischen und pathologischen Daten. Fiir kategoriale Variablen wurden die absoluten und
relativen Haufigkeiten, fiir stetige Variablen der Mittelwert mit zugehdriger
Standardabweichung und 95%-Konfidenzintervall angegeben. P-Werte kleiner als 0,05 werden
als statistisch signifikant angegeben. Im Rahmen eines explorativen Studiendesigns erfolgte die
Interpretation der p-Werte jedoch vor dem Hintergrund einer statistischen Auffdlligkeit. Fiir
das Gesamtiiberleben®, das metastasenfreie Uberleben’ (MFS) und das krankheitsfreie
Uberleben® (DFS) lag der Kaplan-Meier-Schiitzer in der gesamten Beobachtungszeit iiber 50%.
In diesem Fall war die mediane Uberlebenszeit nicht zu bestimmen. Die 5- und 10-Jahres-
Uberlebensraten wurden anhand von Uberlebenstabellen ermittelt.

Mittels nichtparametrischer statistischer Tests (Mann-Whitney-U- oder Kruskal-Wallis-Test”)
wurde im zweiten Teil die Verteilung der TA-MUC1-Expression iiber die kategorialen Follow-
Up-Variablen untersucht. Die Ergebnisse wurden in Boxplot-Diagrammen dargestellt. Bei
Variablen mit mehr als zwei Auspridgungen erfolgte ein paarweiser Vergleich, bei dem die
nicht-adjustierten p-Werte angegeben wurden. Anhand von Kreuztabellen wurde die Verteilung
der TA-MUCI1-Expression anhand von Median-Gruppen dargestellt. Zur Untersuchung der
Verteilung wurden hierfiir Hypothesentests (Chi-Quadrat- und Likelihood-Quotienten-Test!?)
durchgefiihrt. Als statistisches ZusammenhangsmaB wurde der jeweilige Phi-Koeffizient!! oder

Cramérs-V angegeben. Zur weiteren Spezifizierung der signifikanten Zusammenhénge erfolgte

6 Zeit von Erstdiagnose (ED) bis Zeitpunkt des Todes - oder Ende des Beobachtungszeitraums.

7 Zeit von ED bis zum Auftreten einer Fernmetastase - oder Ende des Beobachtungszeitraums

8 Zeit von ED bis zum Auftreten einer Fernmetastase u./o. Rezidiv - oder Ende des Beobachtungszeitraums
9 Kruskal-Wallis-Test bei mehr als zwei Merkmalsauspragungen der untersuchten Variablen.

10 | ikelihood-Quotienten-Test bei Werten < 5 in Giber 20% der Zellen.

I phi-Koeffizient bei 2x2-Kreuztabellen.
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ein auf den standardisierten Residuen basierender post-hoc-Chi? Test mit Bonferroni-Korrektur
der p-Werte (161). Durch die selektive Korrektur wurde hierbei lediglich zum lokalen
Signifikanzniveau a getestet, das globale Signifikanzniveau wurde nicht gehalten.

Im letzten Teil wurden anhand des Kaplan-Meier-Schéitzers Ereigniszeitanalysen fiir das
Gesamtiiberleben, das MFS und das DFS durchgefiihrt. Die Uberlebenszeiten wurden hierbei
mittels Log-Rank-Test verglichen. Zensierte Patienten'> wurden in die Analysen
eingeschlossen. In einer multivariaten Cox-Regressionsanalyse wurde im Falle einer

13 im Anschluss der Einfluss

gleichmiBigen Uberlegenheit in den Uberlebenszeitkurven
kategorialer Variablen auf das Gesamtiiberleben, das MFS und das DFS tiberpriift. Die
Entscheidung zum Einschluss der jeweiligen Variablen basierte auf den Ergebnissen univariater
Analysen sowie logischer klinischer Uberlegungen. Als Methode wurde eine Riickwiirts-
Selektion mit Modellpriifung mittels Likelihood-Ratio-Statistik gewéhlt (Riickwérts LR). Fiir
alle Ereigniszeitanalysen erfolgte vorab ein Ausschluss der Fille ohne Follow-Up-

Informationen (lost-to-Followup).

12 patienten ohne Eintreten eines Ereignisses wahrend des gesamten Beobachtungszeitraums

13 Entspricht einem proportionalen Hazard
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4. Ergebnisse

4.1 Deskriptive Statistik des Patientenkollektivs

Patientenbezogene Daten:

Im Rahmen des Follow-Up wurden die klinischen und tumorbezogenen Daten fiir das in dieser
Arbeit untersuchte Patientenkollektiv erhoben (Tabelle 10). In sieben Féllen konnten neben den
Informationen aus Pathologie- und Tumorboard-Berichten bei Erstdiagnose keine zusdtzlichen
Daten im weiteren Krankheitsverlauf generiert werden (lost-to-Follow-Up). Die Follow-Up-
Rate betrug 97,1% (234/241). Der mittlere Follow-Up-Zeitraum lag bei 5,9 Jahren (SD + 2,3
Jahre, 95% - Kl 5,6-6,2). Uber den gesamten Beobachtungszeitraum wurden 35 Sterbefille
dokumentiert. Die mittlere 5-Jahres-Uberlebensrate betrug 92,3%. Die 10-Jahres-
Uberlebensrate lag bei 85%. Das mittlere Patientenalter bei Erstdiagnose betrug 60,3 Jahre
(SDas: £+ 12,7 Jahre, 95%-KlIu 58,7-61,9).

Tabelle 10: Follow-Up: Patientenbezogen-Daten
ED: Erstdiagnose; OS: overall survival. MFS: metastasis free survival. DFS: disease free

survival; *: nicht bestimmbar

Patientenstatus lebt 199 82,6
verstorben 35 14,5
lost-to-follow-Up 7 2.9

Rate M + SD (Jahre) 95 % -KI i

Alter bei ED 60,3 (£ 12,7) 58,7—-61,9

Gesamtiiberleben *14

5-Jahres-OS 92,3%

10-Jahres-OS 85,0%

MES &

5-Jahres-MFS 92,7%

10-Jahres-MFS 90,2%

DFS *

14 Mediane Uberlebenszeit ist nicht zu bestimmen. Bis zur maximalen Beobachtungszeit ist fiir weniger als die
Halfte der Patientinnen ein Ereignis eingetreten (Kaplan-Meier-Schatzer > 50 %)

48



4. Ergebnisse

5-Jahres-DFS 88,8%
10-Jahres-DFS 85,8%
Follow-Up-Zeitraum (Jahre) 5,9 (£2,3) 5,662
Follow-Up-Rate 97,1%

Tumorbezogene-Daten:

Eine histopathologische Einteilung der Tumorschnitte erfolgte anhand der aktuellen AWMF
S3-Leitlinie des Mammakarzinoms (162). 44,8% der untersuchten Tumoren wiesen ein pT1-
Stadium auf, 46,5% waren als pT2 klassifiziert und in 7,9% zeigte sich ein bereits
fortgeschrittenes pT3-Stadium. Ein GrofBiteil der Patientinnen (64,7%) wies bei
Diagnosestellung einen negativen Lymphknotenstatus auf. In 34,9% der Tumoren zeigte sich
ein positiver Lymphknotenbefall, wobei in 17,4% der Fille ein pN1- und in jeweils 6,6% ein
pN2- bzw. pN3-Stadium vorlag. Die iiberwiegende Mehrheit der Tumoren wies ein hoheres
Tumorgrading auf (G2=46,5%; G3=37,3%); nur in 154% der Fille lag ein besser
differenziertes G1-Stadium vor. In 74,3% der Tumorschnitte licBen sich, neben Anteilen eines
invasiven Karzinoms, zusitzliche Anteile eines duktalen (DCIS) oder lobuldren Carcinoma in
situ (LCIS) nachweisen. Der Anteil des triple-negativen Mammakarzinom-Subtyps (TNBC)
am Gesamtkollektiv lag bei 17%. Alle weiteren histopathologischen Tumordaten sind im

Folgenden dargestellt (Tabelle 11).

Tabelle 11: Follow-Up: Tumorbezogene-Daten
NST: Invasives Karzinom ohne speziellen Typ; CIS: Carcinoma in Situ; ER: Ostrogenrezeptor;

PR: Progesteronrezeptor, (*): prozentualer Anteil nicht bestimmbar.

Histologie NST 189 78,4
lobulér 31 12,9
gemischt 12 5,0
muzinds 6 2,5
tubulér 2 0,8
kribiform 1 0,4

Lokalisation unifokal 199 82,6
multifokal 42 17,4

Grading Gl 37 15,4
G2 112 46,5
G3 90 37,3
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M

Weitere Klassifikation

Residual

CIS

ER-positiv
PR-positiv
HER2-positiv

TNBC

Intrinsische Subtypen

Weitere Risikogruppen

Klinische-Daten:

Alle im Kollektiv untersuchten Brustkrebspatientinnen wurden im Rahmen einer Erstdiagnose
eines Mammakarzinoms an der Klinik und Poliklinik fiir Geburtshilfe und Frauengesundheit
der Universitdtsmedizin Mainz operiert. Im weiteren Verlauf wurden 25 Lokalrezidive (10,4%)

und 23 Fernmetastasen (9,5%) dokumentiert.

15 L uminal A und B wurde nur fiir die Patienten bestimmt, bei denen ein Ki-67-Wert zu bestimmen war (n=96)

pTl
pT2
pT3
pTx
pNO
pN1
pN2
pN3
pNx
MO

L1
\"2!
Pnl
RO
R1

Luminal A
Luminal B
Risiko 1'¢
Risiko 2!7
Risiko 3'8

16 Hormonrezeptor positiv (ER und/ oder PR) und Her2-negativ

17 Hormonrezeptor positiv (ER und/ oder PR) und Her2-positiv

18 Hormonrezeptor negativ und Her2-positiv

50

108
112
19

156
52
16
16

234

63
12
12
225
16
179
183
164
26
42
46
25
173
12
14

0,8
44,8
46,5
7,9

0,8
64,7
21,6
6,6

6,6

0,4
97,1
2,9
26,1
5,0

5,0
93,4
6,6 %
74,3 %
75,9 %
68,0 %
10,8 %
17,4 %

()15

71,8 %
5,0 %
5.8%
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Tabelle 12: Follow-Up: Daten zum klinischen Verlauf

Fernmetastasen 23 9.5

Rezidiv Gesamt 25 10,4
Lokalrezidiv 1 16
Lokalrezidiv 2 4
Lymphknoten-Rezidiv 5

Nachresektion 42 17,4

Uberleben und Prognose:

Innerhalb des Beobachtungszeitraums wurden 35 Todesfdlle dokumentiert. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate lag bei 92,3%. Die 10-Jahres-Uberlebensrate betrug 85%. Bei einem Vergleich
der Uberlebenszeitkurven verschiedener Merkmalsgruppen zeigten sich signifikante
Unterschiede in Bezug auf das Alter bei Erstdiagnose (<55 J vs. >55 J), das T-Stadium (T1 vs.
T2/ T3), den Lymphknotenstatus (NO vs. N1-N3) und das krankheitsfreie Uberleben (Event;
nein vs. ja) (Tabelle 13)

Tabelle 13: Follow-Up: Uberleben- und Prognose-Daten

5 Jahre 10 Jahre
Gesamtkollektiv 234 92,3 89,3
Alter 0,004
<55 90 95,6 —
>55 144 90,3 79,9
Histologie ns
kein NST 51 90,2 —
NST 183 92,8 85,2
T-Status 0,001
T1 103 96,1 94,2
T2+ T3 129 89,1 —
N-Status 0,001
NO 150 953 90,7
N1-N3 83 86,7 —
Grading 0,051
Gl +G2 144 95,1 —
G3 88 87,5 79,5
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Event!® < 0,001
nein 201 95,5 91,0
ja 33 72,7 _

4.2 TA-MUC1-Expression im Mammakarzinom

TA-MUCI1-Expression im Tumor und im gesunden Brustdriisengewebe

Von den 241 untersuchten Mammakarzinom-Schnitten des Gesamtkollektivs lieBen sich in vier
Féllen keine invasiven Tumorzellen und lediglich Anteile nicht-invasiver Karzinomvorstufen
(DCIS o. LIN) nachweisen. In 92,4% (n=219/237) der invasiven Mammakarzinome konnte
eine eindeutig positive TA-MUCI1-Expression im Tumorgewebe nachgewiesen werden
(IRS>2). In den fibrigen, als negativ bewerteten Tumorschnitten (n=18; 7,6%) war eine
schwache Farbeintensitidt (IRS 1-2) bzw. keine sichtbare Firbereaktion im Tumorgewebe
nachweisbar. Der Median der Gesamtexpression von TA-MUCI im Tumorgewebe lag bei
einem IRS von 8. 43,5% der Tumoren wiesen eine TA-MUC1-Expression unterhalb (IRS 0-6)
und 56,5% oberhalb des Medians (IRS 8-12) auf (4bb. 8).

Im Gewebe gesunder Brustdriisenschnitte war keinerlei sichtbare TA-MUCI-Expression

nachweisbar.

19 Fernmetastase und/ oder Rezidiv im Verlauf des Beobachtungszeitraums
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Abbildung §8: Verteilung der TA-MUC [-Expression im Tumorgewebe.

Dargestellt ist die Hdufigkeitsverteilung der Gesamtexpression von TA-MUCI im
Tumorgewebe. Eine Bewertung der TA-MUC I-Expression erfolgte anhand des IRS (IRS 0 bis
12). Da auf Grund der Berechnung des IRS (Firbeintensitdt (0-3) multipliziert mit Anteil
positiven Zellen (0-4)) Werte von 1, 5 oder 7 nicht moglich sind, sind diese in der Skalierung
nicht dargestellt. Mit einem Median von 8§ lief sich in einer Mehrzahl der Tumorschnitte eine
ausgeprdgte, eindeutig positive TA-MUCI-Expression nachweisen. Weniger als 8% der
Tumoren zeigten eine negative TA-MUC-Expression im Tumorgewebe (IRS 0-2).

Verteilung der subzelluldren Lokalisation im Tumorgewebe

Neben der Gesamtexpression von TA-MUC1 wurde zudem das subzelluldre Verteilungsmuster
im Tumorgewebe beurteilt. Hierbei erfolgte eine Unterteilung in vier subzelluldre
Expressionsmuster: rein membranstindig (m), rein zytoplasmatisch (c), gemischt, mit
iiberwiegend zytoplasmatischen-Anteilen (cm) und gemischt, mit {iberwiegend
membranstindigen Anteilen (mc).

Am hidufigsten zeigte sich eine gemischte, iiberwiegend zytoplasmatische TA-MCUI-
Expression im Tumorgewebe (cm=73,8%). Weniger hiufig lie sich ein membranstindig-

betontes Expressionsmuster nachweisen (mc=13,5%). Nur in 11,8% der Fille wurde TA-
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MUCI rein zytoplasmatisch exprimiert. Eine rein membranstindige Expression m, ohne

zytoplasmatische Anteile (m), war in keinem der Tumorschnitte nachweisbar (Abbildung 9).

[Jdoppelt-negativ

M cin cytoplasmatisch
Bwc

[ [ell

Abbildung 9: Verteilung des subzelluldren Expressionsmusters von TA-MUCI im
Tumorgewebe.

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der subzelluldren Expressionsmuster von TA-MUCI
im Gesamtkollektiv (n=237). In einer Mehrzahl der Tumorschnitte zeigte sich eine gemischte,
zytoplasmatisch-betonte TA-MUC [-Expression (cm). In den itibrigen Tumoren war TA-MUCI
etwa zu gleichen Anteilen gemischt, iiberwiegend membranstindig (mc) oder rein
zytoplasmatisch exprimiert (c). In zwei Tumorschnitten war keine sichtbare TA-MUCI-

Expression nachweisbar (doppelt-negativ)

TA-MUCI1-Expression im duktalen Carcinoma in situ

In 88 Tumorproben konnten, neben invasiven Tumorzellen, auch Anteile nicht-invasiver

Karzinomvorstufen im Sinne eines duktalen Carcinoma in situ (DCIS) nachgewiesen werden.
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In 92% der untersuchten DCIS zeigte sich eine eindeutig positive TA-MUC1-Expression
(IRS >2). Der Median der Gesamtexpression lag bei einem IRS von 6. Etwa 57% wiesen eine
TA-MUCI1-Expression unterhalb des Medians auf (IRS <4). Rund 43% zeigten eine
Expression oberhalb des Medians (IRS 6-12) (Abb. 10). In Bezug auf die subzellulére
Lokalisation lie sich in mehr als 80% der DCIS ein gemischtes, liberwiegend
zytoplasmatisches Expressionsmuster nachweisen (cm). Rund 6% zeigten eine {iberwiegend
membranstindige Expression (mc) und in etwa 14% wurde TA-MUCI rein zytoplasmatisch

exprimiert (c) (Abb. 11).

30

207

Prozent

10

3 4 6 8
TA-MUC1-Expression im DCIS

Abbildung 10: Verteilung der TA-MUC I-Expression im DCIS.

Dargestellt ist die Hdufigkeitsverteilung der Gesamtexpression von TA-MUC1 im DCIS anhand
des IRS. Bei einem Median von 6 lief3 sich in einer Mehrzahl der DCIS eine eindeutig
ausgeprdgte TA-MUC1-Expression nachweisen. Nur 8% der DCIS zeigten eine negative TA-
MUCI-Expression (IRS 1-2).
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M rcin zytoplasmatisch
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Abbildung 11: Verteilung des subzelluldren-Expressionsmusters von TA-MUCI im DCIS.

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der subzelluldren Expressionsmuster von TA-MUCI
im DCIS. In einer iiberwiegenden Mehrzahl der Tumorschnitte zeigte sich eine gemischte,
zytoplasmatisch-betonte TA-MUC1-Expression (cm). Weit weniger hdufig wurde TA-MUCI

rein zytoplasmatisch im DCIS exprimiert (c) und nur selten lief3 sich eine iiberwiegend

membranstindige Lokalisation nachweisen (mc).
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4.3 Korrelation zwischen der Gesamtexpression von TA-MUC1 und histopathologischen

Tumormerkmalen

Anhand von Korrelationsanalysen wurden die Zusammenhinge zwischen der TA-MUCI-
Expression im Tumorgewebe und histopathologischen Tumormerkmalen untersucht. Hierbei
wurde zunéchst die Verteilung der mittels GGSK-1/30 ermittelten Féarbeintensitdt (resp. IRS)
zwischen den verschiedenen Merkmalsgruppen verglichen. Zudem wurde das Kollektiv anhand
des Medians in zwei Vergleichsgruppen unterteilt und die Verteilung der
Merkmalsauspragungen innerhalb der beiden Gruppen gegeniibergestellt. Anhand der
Ergebnisse lieBen sich Riickschliisse zum Verhalten von TA-MUC1 im Mammakarzinom in

Abhiangigkeit von histopathologischen Tumormerkmalen herstellen.

TA-MUCI1-Expression in Bezug auf den histologischen Subtyp

In den Analysen zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der TA-MUCI-
Expression im Tumorgewebe und der Tumorhistologie (Kruskal-Wallis-Test: p<0,001).

Die niedrigste Gesamtexpression von TA-MUCI im Tumorgewebe wiesen muzindse
Karzinome auf. Invasiv-lobuldre-Karzinome zeigten die hochste Gesamtexpression. Im
paarweise-Vergleich mit NST-Karzinomen lie sich eine signifikant héhere TA-MUCI-
Expression flir Tumoren vom invasiv-lobuldren Typ nachweisen (p=0,045). Zudem zeigte sich
auch beim Vergleich von invasiv-lobuldren Karzinomen mit Tumoren vom muzindsen Typ ein
signifikanter Unterschied mit stirkerer TA-MUCI1-Expression in lobuldren Karzinomen
(p <0,001). Muzindse Karzinome hingegen wiesen eine signifikant niedrigere
Gesamtexpression als NST-Karzinomen auf (p=0,002) (4bb.12).

Im zweiten Schritt wurde die Verteilung der Median-Gruppen innerhalb der histologischen
Subtypen betrachtet. Mittels Hypothesentests lieBen sich dabei ebenfalls signifikante
Zusammenhdnge zwischen der TA-MUCI1-Expression und der Tumorhistologie nachweisen
(Chi-Test: p=0,004; ¢.: 0,235). Im Post-hoc-Test war der signifikante Unterschied in der
Gruppe der muzindsen Karzinome nachweisbar. Innerhalb dieser Gruppe zeigte sich weniger
hiufig als erwartet eine TA-MUCI-Expression oberhalb und hdufiger als erwartet eine
Gesamtexpression unterhalb des Medians (post-hoc-Chi?: p=0,047).

Weiterhin lie8 sich in der Verteilung der Median-Gruppen erkennen, dass TA-MUCI innerhalb
der Gruppe der lobuldren Karzinome hdufiger oberhalb des Medians exprimiert wurde als

innerhalb der Vergleichsgruppen (4bb. 13).
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Abbildung 12: Verteilung der TA-MUC 1-Expression tiber die Tumorhistologie.

Tumorhistologie

Box-Plot-Diagramm mit Median, 75%- und 25%-Perzentile, Minimum/ Maximum und

Ausreiflern.

Dargestellt ist die Verteilung der TA-MUC [-Expression im Tumorgewebe in Abhdngigkeit der

histologischen Subtypen. Muzinose Tumoren zeigten die niedrigste, lobulire Karzinome die

hochste Gesamtexpression im Tumorgewebe. Zwischen den histologischen Subtypen zeigten

sich signifikante Unterschiede in der Verteilung der TA-MUCI-Expression im Tumorgewebe.

Die Ergebnisse des paarweise-Vergleichs sind als adjustierte p-Werte angegeben (4-J).

58



4. Ergebnisse

Median-TA-Muc1-

Expression
100 ClIrRs 0-6
WRS 8-12

80
=
S 607
N
o
S
o

40

20

0

NST lobular gemischt muzinés sonstige

Tumorhistologie

Abbildung 13: Verteilung der Median-Gruppen von TA-MUCI in Tumoren unterschiedlicher
Histologie.

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung der Median-Gruppen in Abhdngigkeit der
histologischen Subtypen. Die Prozentangaben beziehen sich auf den Gesamtprozentsatz fiir
jede Tumorhistologie-Gruppe (x-Achsen-Kategorie). Innerhalb der Gruppe von invasiv-
lobuldren Tumoren zeigte sich in ca. 80% der Fille eine TA-MUC1-Expression oberhalb des
Medians. Muzinose Tumoren hingegen wiesen in allen untersuchten Proben eine

Gesamtexpression unterhalb des Medians auf-

TA-MUCI1-Expression in Bezug auf das Tumor-Grading

In den Analysen lieB sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen der TA-MUCI1 -
Expression im Tumorgewebe und dem Differenzierungsgrad (Grading) nachweisen (p=0,001).
Tumoren im G2- und G3-Stadium wiesen die stirkste TA-MUC1-Expression im Tumorgewebe
auf.

Im Paarweise-Vergleich zeigten G1-Tumoren eine signifikant schwéchere Gesamtexpression

als Tumoren des G2-Stadiums (p=0,002). Auch im Vergleich von G3- mit G2-Tumoren zeigte
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sich ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der TA-MUCI1-Expression (p=0,038)
(Abb.14). Mittels Chi-Quadrat-Tests lieBen sich ebenfalls signifikante Unterschiede in der
Verteilung der Mediangruppen-Zugehorigkeit in Abhéngigkeit vom Grading-Stadium
nachweisen (Chi*-Test: p=0,002; ¢.: 0,229). Im Post-Hoc-Test war hierbei ein signifikanter
Unterschied in der Gruppe der G2-Tumoren nachweisbar. Diese wiesen haufiger als erwartet
eine TA-MUCI1-Expression oberhalb des Medians und weniger hdufig als erwartet eine
Expression unterhalb des Medians auf (post-hoc-Chi?>=0,007). G1-Tumoren zeigten innerhalb
ihrer Gruppe zudem prozentual hédufiger eine Expression unterhalb des Medians als die

Vergleichsgruppen (4bb. 15).

A: p =0,001
127 B:p=0,14
C: p=0,013

i

4

IRS-TA-Muc1 im Tumorgewebe

1
G1 G2 G3
Grading

Abbildung 14: Verteilung der TA-MUCI-Expression in Abhdngigkeit der Grading-Stadien.

Box-Plot-Diagramm mit Median, 75%- und 25%-Perzentile sowie Minimum/ Maximum.
Dargestellt ist die Verteilung der TA-MUCI-Expression im Tumorgewebe unterteilt nach
Grading-Stadien. GI1-Tumoren wiesen eine signifikant niedrigere TA-MUCI-Expression im
Tumorgewebe auf als Tumoren im G2-Stadium. Auch im Vergleich von G2- mit G3-Tumoren

zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der IRS-Werte.
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Abbildung 15: Verteilung der Median-Gruppen von TA-MUCI in Abhdngigkeit der Grading-
Stadien.

Dargestellt ist der prozentuale Anteil der Mediangruppen innerhalb der jeweiligen Grading-
Stadien. Uber 60% der G1-Tumoren wiesen eine TA-MUCI-Expression unterhalb des Medians
auf, wohingegen fast 70% der G2-Tumoren eine Expression oberhalb des Medians zeigten. In
der Gruppe von G3-Tumoren wurde TA-MUC1 etwa gleich hdufig unterhalb wie oberhalb des

Medians exprimiert.

TA-MUCI1-Expression in Bezug auf den Progesteronrezeptor-Status

In Progesteronrezeptor (PR)-positiven Tumoren wurde TA-MUCI stérker exprimiert als im
Tumorgewebe PR-negativer Tumoren (4bb. 16). In den Varianzanalysen zeigte hierbei eine
statistisch nicht aufféllige Korrelation (Mann-Whitney-U-Test: p=0,051). Dennoch erfolgte
eine genauere Betrachtung der Zusammenhinge mit nachfolgendem Chi-Quadrat-Test, in dem
sich ein statistisch auffdlliger Unterschied in der Verteilung des PR-Status in Abhdngigkeit der
Mediangruppen-Zugehorigkeit nachweisen lieB (Chi?-Test: p=0,017; @: 0,155). (4bb. 17).
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Abbildung 16: Verteilung der TA-MUC I-Expression in Abhdngigkeit des Progesteronrezeptor-
Status.

Box-Plot-Diagramm mit Median, 75%- und 25%-Perzentile und Minimum/ Maximum. PR-
positive Tumoren wiesen eine hohere TA-MUC I-Expression im Tumorgewebe auf als Tumoren
mit negativen PR-Status. Bei einem Signifikanzwert von 0,051 war dieser Unterschied bei

einem Signifikanzniveau von 0,05 statistisch nicht signifikant.
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Abbildung 17: Verteilung der Median-Gruppen von TA-MUCI in Abhdngigkeit vom
Progesteronrezeptor-Status.

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung innerhalb der beiden Gruppen (PR-neg. u. PR-pos.).
PR-positive-Tumoren zeigten in iiber 60% der Fille eine TA-MUCI-Expression oberhalb des
Medians. In der Gruppe der PR-negativen-Tumoren wurde TA-MUC1 hdufiger unterhalb des

Medians exprimiert.

4.4 Korrelation zwischen der subzelluliren Expression von TA-MUC1 wund

histopathologischen Tumormerkmalen

Neben der Gesamtexpression wurde die Bedeutung des subzelluliren Verteilungsmusters von
TA-MUCI im Tumorgewebe beurteilt. Zunidchst wurde der Zusammenhang zwischen der
Gesamtexpression und der subzelluldren Lokalisation von TA-MUCI1 betrachtet. Im Anschluss

erfolgten Korrelationsanalysen mit histopathologischen Tumormerkmalen.

TA-MUCI1-Expression in Abhéngigkeit der subzelluldren Lokalisation

Tumoren mit einem zytoplasmatischen Expressionsmuster zeigten die niedrigste

Gesamtexpression im Tumorgewebe.
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In den Korrelationsanalysen lieB sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem
subzelluldren Verteilungsmuster und der Gesamtexpression von TA-MUCI1 im Tumorgewebe
nachweisen (Kruskal-Wallis: p<0,001) (4bb. 18). Tumoren mit zytoplasmatischem
Expressionsmuster wiesen eine signifikant niedrigere Gesamtexpression von TA-MUCI auf als
MC-und CM-Tumoren (p<0,001) (4bb. 18). Auch in einer Gegeniiberstellung der subzellulidren
Gruppen zeigten sich in allen drei Vergleichen signifikante Unterschiede in der Verteilung der
Gesamtexpression von TA-MUCI (C vs. restliche: p <0,001; mc vs. restliche: p=0,002; CM vs.
restliche: p=0,036) (4bb. 19-21).

Zusitzlich lieBen sich signifikante Unterschiede in der Verteilung der Mediangruppen-
Zugehorigkeit in Abhéngigkeit des subzellulidren Verteilungsmusters nachweisen (Chi2-Test:
p<0,001; @,: 0,337). Im Post-Hoc-Chi-Testzeigte sich dabei eine Signifikanz in der cyz- und
mc-TA-MUCI1-Gruppe. Tumoren mit zytoplasmatischem Expressionsmuster wiesen hiufiger
als erwartet eine Expression unterhalb und weniger hiufig als erwartet oberhalb des Medians
auf (post-hoc-Chi?<0,001). In der mc-Gruppe wurde TA-MUC] haufiger als erwartet oberhalb
und weniger hiufig als erwartet unterhalb des Medians exprimiert (post-hoc-Chi?=0,005) (A4bb.
22).
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Abbildung 18: Verteilung der TA-MUCI-Expression in Abhdngigkeit des subzelluliren
Expressionsmusters.

Box-Plot-Diagramm mit Median, 75%- und 25%-Perzentile, Minimum/ Maximum und
Ausreiffern (¢, °, * *). Tumoren mit zytoplasmatischem Expressionsmuster wiesen eine

signifikant schwdchere Gesamtexpression von TA-MUCI auf als mc- und cm-TA-MUCI-

Tumoren.
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Abbildung 19: Verteilung der TA-MUCI-Expression in Tumoren mit zytoplasmatischem

Expressionsmuster.

Box-Plot-Diagramm mit Median, 75%- und 25%-Perzentile, Minimum/ Maximum und
Ausreiffern (°).
TA-MUC1 wurde in Tumoren mit zytoplasmatischem Expressionsmuster signifikant schwdcher

exprimiert als in Tumoren der Vergleichsgruppe (p<0,001).
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Abbildung 20: Verteilung der TA-MUCI-Expression in Tumoren mit iiberwiegend
membranstindigem Expressionsmuster.

Box-Plot-Diagramm mit Median, 75%- und 25%-Perzentile, Minimum/ Maximum und

Ausreiflern (°, *).
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p=0,036
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Abbildung 21: Verteilung der TA-MUCI-Expression in Tumoren mit iiberwiegend
zytoplasmatischem Expressionsmuster.
Box-Plot-Diagramm mit Median, 75%- und 25%-Perzentile und Minimum/ Maximum.
TA-MUC1 wurde in cm-Tumoren stdrker exprimiert als in Tumoren mit anderem

Expressionsmuster.
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Abbildung 22: Verteilung der Median-Gruppen von TA-MUCI in Abhdngigkeit des
subzelluldren Expressionsmusters.

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung innerhalb der subzelluldren Gruppen. Mc-TA-
MUC-Tumoren zeigten in tiber 80% der Fille eine Gesamtexpression oberhalb des Medians.
Tumoren mit rein zytoplasmatischer Lokalisation wiesen in rund 80% der Fille eine TA-

MUC-Expression unterhalb des Medians auf.

Zusammenhang zwischen subzelluldrer Lokalisation von TA-MUCI1 und der Tumorhistologie

In den Analysen lieB sich ein signifikanter Unterschied im subzelluldren Verteilungsmuster von
TA-MUCI in Abhéngigkeit der Tumorhistologie nachweisen (Chi?-Test: p=0,006; ¢.: 0,261).
Im anschlieBenden Post-Hoc-Test zeigte sich ein signifikanter Unterschied in der Gruppe der
invasiven Karzinome ohne speziellen Typ (NST) und in der Gruppe der muzindsen Tumoren.
NST-Tumoren wiesen hdufiger als erwartet ein gemischtes, iiberwiegend zytoplasmatisches

Expressionsmuster (cm) auf (post-hoc-Chi’>=0,03). Tumore vom muzindsen Subtyp zeigten
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hingegen weniger hédufig als erwartet ein cm-Expressionsmuster (post-hoc-Chi?=0,02) und
hiufiger als erwartet ein rein zytoplasmatisches Verteilungsmuster (post-hoc-Chi?<0,001)
(4bb. 23).

Nach Unterscheidung der Tumoren in NST- und nicht-NST-Karzinome zeigte sich zudem ein
signifikanter Unterschied in der Verteilung der subzelluliren Expressionsmuster (Chi-Test:
p=0,025; ¢,: 0,208). NST-Tumoren wiesen haufiger als erwartet ein cm-Verteilungsmuster auf
(post-hoc-Chi?: p=0,008). In Tumoren der Vergleichsgruppe (nicht-NST) hingegen lieBen sich
hiufiger ein zytoplasmatisches oder iiberwiegend membranstindiges Expressionsmuster
nachweisen (4bb. 24).
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Abbildung 23: Verteilung des subzelluldren Expressionsmusters von TA-MUCI in
Abhdingigkeit der Tumorhistologie.

Dargestellt ist die prozentuale Verteilung innerhalb der jeweiligen Tumorhistologie-Gruppen.
Muzinése Tumoren wiesen hdufig ein rein cytoplasmatisches Verteilungsmuster auf. NST-
Tumoren hingegen zeigten in fast 80% der Fille eine iiberwiegend cytoplasmatische

Lokalisation (cm).
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Abbildung 24: Vergleich des subzelluliren-Expressionsmusters von NST- und nicht-NST-

Tumoren

NST-Tumoren wiesen hdufiger ein iiberwiegend zytoplasmatisches Verteilungsmuster auf (cm).

Tumoren der Vergleichsgruppe zeigten hdufiger eine iiberwiegend membranstindige TA-
MUCI-Lokalisation (mc).
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Abbildung 25: Verteilung der histologischen Subtypen nach subzelluldrem-Expressionsmuster.
Tumoren mit zytoplasmatischen Expressionsmuster waren hdufiger vom muzinosen Subtyp.
Tumoren mit iiberwiegend membranstindigen Verteilungsmuster (mc) hingegen zeigten

hdufiger ein invasiv-lobuldres Karzinom.

Zusammenhang zwischen subzelluldrer TA-MUC1-Lokalisation und Lymphknotenstatus

Anhand des subzelluliren Verteilungsmusters lie} sich ein signifikanter Zusammenhang mit
dem Lymphknotenstatus im Tumorgewebe nachweisen (c vs. restliche: Chi*-Test: p=0,024;
¢p: 0,171) (4bb. 28). Tumoren mit zytoplasmatischem Expressionsmuster wiesen prozentual
hiufiger einen negativen Lymphknotenstatus auf als Tumoren der anderem subzelluldren

Verteilungsmuster (4bb. 29).
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Abbildung 26: Verteilung des Nodal-Status in Tumoren mit zytoplasmatischem

Expressionsmuster und der Vergleichsgruppe.

72



4. Ergebnisse
Tumoren mit zytoplasmatischen Verteilungsmuster wiesen hdufiger einen negativen
Lymphknotenbefall im Tumorgewebe auf als Tumoren mit gemischten subzelluldren

Expressionsmuster (cm, mc).

Zusammenhang zwischen subzellulirer TA-MUCI-Lokalisation und dem HER2-

Rezeptorstatus

Im Gesamtkollektiv wiesen 26 Tumoren (10,8%) einen positiven HER2/neu-Rezeptorstatus
auf. Ein Grofteil der untersuchten Tumorschnitte (n=215; 89,2%) war HER2-negativ.

Es zeigte sich ein tendenziell signifikanter Zusammenhang zwischen dem subzelluldren
Verteilungsmuster von TA-MUC1 und dem HER2-Rezeptorstatus im Tumorgewebe (Chi?-
Test: p=0,058; @p: 0,140). Tumoren mit iiberwiegend membranstindiger TA-MUCI-
Expression (mc) waren hierbei hdufiger HER2-positiv als Tumoren der iibrigen subzellulidren

Verteilungsmuster (c, cm).
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Abbildung 27: Verteilung des HER2-Rezeptorstatus in Abhdngigkeit des subzelluldiren-

Expressionsmusters. (mc vs. restliche).
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mc-Tumoren waren prozentual —hdufiger HER2-Rezeptor-positiv als Tumoren der

Vergleichsgruppe.

Zusammenhang zwischen subzelluldrer TA-MUC]1-Lokalisation und dem molekularen Subtyp

Anhand der Expression des ER-, PR- und HER2/neu-Rezeptorstatus im Tumorgewebe erfolgte
eine Unterteilung der Tumoren in vier Gruppen: Risikogruppe 1: Hormonrezeptor (HR-)
positiv?? und HER2/neu-negativ. Risikogruppe 2: HR-positiv und HER2/neu-positiv.
Risikogruppe 3: HR-negativ und HER2/neu-positiv. Risikogruppe 4: HR-negativ und
HER2/neu-negativ?!. Weiterhin wurden solche Tumoren, fiir die wihrend des Follow-Up
jeweils ein Ki67-Wert ermittelt werden konnte, in die molekularen Subtypen Luminal A (HR-
positiv, HER2-negativ und niedriger KI-67) oder Luminal B (HR-positiv, HER2-negativ/ positiv
und hoher KI-67) unterteilt.

In den Analysen konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem subzelluldren
Verteilungsmuster von TA-MUC1 und dem molekularen Subtyp nachgewiesen werden.
Tumoren mit einem gemischten, liberwiegend zytoplasmatischen Expressionsmuster waren
signifikant seltener dem molekularen Subtyp Luminal A zuzuordnen als Tumoren der {ibrigen
Expressionsmuster (cm vs. Restliche: Chi*-Test: p=0,039; ¢,: 0,210). (4bb. 31).

Tumoren mit {iberwiegend membranstindigen Verteilungsmuster (mc) konnten hingegen
signifikant hdufiger der Risikogruppe 2 zugeordnet werden als Tumoren der Vergleichsgruppe

(mc vs. Restliche: Chi*-Test: p=0,012; ¢,: 0,192) (4bb. 32).

20 ER- und/ oder PR-Rezeptor

21 Entspricht dem triple-negativen-Mammakarzinom (TNBC; ER-, PR- und HER2/neu-negativ).
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Abbildung 28: Verteilung der Risikogruppe ,, Luminal A* in Abhdngigkeit des subzelluldren-

Expressionsmusters.

Cm-Tumoren waren hiufiger dem intrinsischen Subtyp® Luminal A*“ zuzuordnen als Tumoren

der Vergleichsgruppe.
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Abbildung 29: Verteilung der Risikogruppe 2 unterschieden nach subzelluldrem-

Expressionsmuster.

MC-Tumoren waren prozentual héiufiger der Risikogruppe-2 zuzuordnen als Tumoren der

Vergleichsgruppe.

Zusammenhang zwischen subzelluldrer TA-MUCI1-Lokalisation und der Tumorfokalitéit

Es zeigte sich ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen dem subzelluldren
Verteilungsmuster von TA-MUCI und der Tumor-Fokalitit (Chi>-Test: p=0,014; ¢p: 0,167).
Tumoren mit zytoplasmatischen Expressionsmuster (c) wiesen hdufiger als erwartet eine

unifokale und weniger hdufig als erwartet eine multifokale Herdexpression auf post-hoc-
Chi*=0,038) (4bb. 34).
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Abbildung 30: Verteilung der Herdexpression (unifokal vs. multifokal) nach subzellulirem.-

Expressionsmuster.

Innerhalb der Gruppe von zytoplasmatischen Tumoren zeigten sich ausschlieflich unifokale

Herdexpression.
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4.5 TA-MUCI1 in Bezug auf die Prognose des Mammakarzinoms

4.5.1 Einfluss von TA-MUCI1 auf das Gesamtiiberleben

Einfluss der Gesamtexpression von TA-MUCI auf das Gesamtiiberleben

In den Ereigniszeitanalysen mittels Kaplan-Meier-Schitzer wurde der Einfluss der TA-MUCI -
Expression auf das Gesamtiiberleben von Brustkrebspatientinnen untersucht. Zunichst wurden
hierfiir die 3-,5- und 10-Jahres-Uberlebensraten (JUR) bestimmt. AnschlieBend erfolgte ein
Vergleich der Uberlebenszeitkurven mittels Log-Rank-Test. Fiir die Analysen zur
Gesamtexpression von TA-MUCI erfolgte eine Einteilung des Kollektivs in Patientinnen mit
einer TA-MUCI1-Expression unterhalb (IRS 0-6) und oberhalb (IRS 8-12) des Medians. 100
Patientinnen wiesen hierbei eine Gesamtexpression unterhalb und 130 Patientinnen oberhalb
des Medians auf.

Die 3-JUR fiir die Gruppe <Median betrug 93%, die 5-JUR 90% und die 10-JUR 86%. Fiir die
Gruppe >Median lag die 3-JUR bei 97% und die 5-JUR bei 94%, das 10-Jahres-Uberleben
konnte nicht bestimmt werden (Tabelle 14). Die mediane Uberlebenszeit war fiir beide Gruppen
nicht zu ermitteln??. Zum Ende des Beobachtungszeitraums wiesen Patientinnen der Gruppe
>Median eine lingere Uberlebenszeit auf als die Vergleichsgruppe. Jedoch zeigte sich fiir keine
der beiden Gruppen eine gleichmiBige Uberlegenheit iiber den Beobachtungszeitraum (Abb.
32).

Tabelle 14: Vergleich der Uberlebensraten in Abhéingigkeit der TA-MUC1-Expression

mAK-GGSK-1/30
< Median 100 93 90 86
> Median 130 97 94 —

22 Bis zur maximalen Beobachtungszeit (10 Jahre) ist fiir weniger als die Halfte der Patientinnen ein Ereignis (Tod)
eingetreten.
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Abbildung 31: Uberlebenszeitkurven (Gesamtiiberleben) in Abhéingigkeit von der TA-MUCI-
Expression.

Im Vergleich der Kaplan-Meier-Kurven fiir Patientinnen mit einer Expression unterhalb (mAk-
GGSK-1/30 <Median) und oberhalb des Medians (mAk-GGSK-1/30 >Median) zeigte sich fiir
keine der beiden Gruppen eine gleichmdfige Uberlegenheit.

In den multivariaten Cox-Regressionsanalysen ergab sich fiir die TA-MUCI1-Expression im
Tumorgewebe ebenfalls kein signifikanter Einfluss auf das Gesamtiiberleben. Ein hoheres
Patientenalter bei Erstdiagnose (=55 Jahre), eine Risikoldsion im Sinne eines Carcinoma in situ

im Tumorschnitt (CIS=ja), die Tumorgrofe (pT2-pT3) und ein positiver Lymphknotenbefall

(pN1-pN3) waren mit einem unabhéngigen signifikant erhohten Sterberisiko assoziiert (Tabelle
15).
Tabelle 15: Multivariate-Cox-Regression: Vergleich der Sterberaten unterschiedlicher

Einflussfaktoren

untere obere

Alter (< 55 vs. > 55 Jahre) 4.85 1,81 12,99 0,002
Histologie (kein nst vs. Nst) ns
Grading (G1-G2 vs. G3) ns
pT (pT1 vs. pT2 —pT3) 3,18 1,27 7,95 0,013
pN (pNO vs. pN1 — pN3) 2,58 1,23 5,41 0,012
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CIS (nein vs. Ja) 3,00 1,09 8,33 0,034
ER (neg. vs. Pos.) 0,44 0,18 1,05 0,064
PR (neg. vs. Pos.) ns
Her2 (neg. vs. Pos.) 0,13 0,02 1,02 0,052
GGSK-1/30 (< Median vs. > Median) ns

Einfluss der Gesamtexpression von TA-MUCI1 auf das Gesamtiiberleben unterteilt nach

subzelluldrem Verteilungsmuster

Im zweiten Schritt wurde das Gesamtkollektiv anhand des subzelluldren Verteilungsmusters im
Tumorgewebe in drei Subgruppen unterteilt (cy-GGSK-1/3-, mc-GGSK-1/30- und cm-GGSK-
1/30-Patientinnen). Innerhalb dieser Gruppen wurde erneut der Einfluss der TA-MUCI-
Expression auf das Gesamtiiberleben betrachtet. Im Kollektiv von Patientinnen mit
zytoplasmatischen Verteilungsmuster (cyt.-mAK-GGSK-1/30; n=28) wurde TA-MUCI in 11
Fillen unterhalb und in 17 Féllen oberhalb des Medians exprimiert. Fiir die Gruppe <Median
betrug die 3- und 5-JUR die 100%, die 10-JUR konnte nicht bestimmt werden. Fiir die Gruppe
>Median lag die 3- und 5-JUR bei 88%, die 10-JUR lag bei 82 % (Tabelle 16).

Im cyt-mAk-GGSK-1/30-Kollektiv zeigten Patientinnen mit einer Expression unterhalb
des Medians eine gleichmiBig bessere Uberlebenszeit als Patientinnen der Vergleichsgruppe.
Der Unterschied im Verlauf der Uberlebenszeitkurven war statistisch nicht signifikant (Log-
Rank: 0,179) (4bb.33).

Im mc-GGSK-1/30-Kollektiv (n=31) wurde TA-MUCI in fiinf Fillen unterhalb und in 26
Fillen oberhalb des Medians exprimiert. Die 3- und 5-JUR fiir die Gruppe <Median lag bei
60%, fiir die Gruppe >Median betrug die 3-JUR 100% und die 5- JUR lag bei 96%. Die 10-
JUR konnte in beiden Gruppen nicht bestimmt werden. Patientinnen mit einer TA-MUCI-
Expression oberhalb des Medians zeigten im mc-Kollektiv ein signifikant besseres
Gesamtiiberleben als Patientinnen mit einer Expression unterhalb des Medians (Log-Rank:
p=0,047) (Abb.34). Patientinnen mit tiberwiegend zytoplasmatischen Verteilungsmuster (cm-
GGSK-1/30-Kollektiv) (n=169) zeigten in 71 Féllen eine Expression unterhalb und in 98 Fillen
eine Expression oberhalb des Medians. Fiir die Gruppe <Median betrug die 3-JUR 94% und die
5-JUR 92%. In der Gruppe >Median lag die 3-JUR bei 97% und die 5-JUR bei 94%. Fiir keine
der beiden Gruppen zeigte sich eine Uberlegenheit im Verlauf der Uberlebenszeitkurven (Log-

Rank-Test: 0,398) (4bb. 35).
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Tabelle 16: Vergleich der Uberlebensraten in Abhingigkeit der TA-MUCI-Expression,

unterteilt nach subzelluldirem-Verteilungsmuster

cyt.-mAK-GGSK-1/30

< Median 11 100 100 —

> Median 17 88 88 82
mc-mAK-GGSK-1/30

< Median 5 60 60 —

> Median 26 100 96 —
cm-mAK-GGSK-1/30

< Median 71 94 92 —

> Median 98 97 94 —

cyt-mAk-GGSK-1/30

1,0 - R e e S S
_\—4—‘ < Median (IRS 0-3)

0,89

> Median (IRS 4-12)

0,6+

0,4

Kum. Uberleben

0,24

Log Rank: p=0,179
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Abbildung 32: Uberlebenszeitkurven in Abhdngigkeit der Gesamtexpression von TA-MUCI
(zytoplasmatisches Kollektiv).
Patientinnen mit einer Gesamtexpression unterhalb des Medians wiesen in der cyt-TA-MUCI-

Gruppe ein gleichmdflig besseres Gesamtiiberleben auf.
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Abbildung 33: Uberlebenszeitkurven in Abhdngigkeit der Gesamtexpression von TA-MUCI
(mc-Kollektiv).
Patientinnen mit einer Gesamtexpression oberhalb des Medians wiesen ein signifikant besseres

Gesamtiiberleben auf als die Vergleichsgruppe.
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Abbildung 34: Uberlebenszeitkurven in Abhdngigkeit der Gesamtexpression von TA-MUCI
(cm-Kollektiv).

82



4. Ergebnisse
In der cm-TA-MUCI-Gruppe wiesen Patientinnen mit einer Gesamtexpression unterhalb des

Medians zum Ende des Beobachtungszeitraums ein besseres Gesamtiiberleben auf als die

Vergleichsgruppe.

Einfluss der subzelluldren TA-MUCI1-Expression auf das Gesamtiiberleben

28 Patientinnen zeigten ein zytoplasmatisches Expressionsmuster von TA-MUCI1 (cyt-TA-
MUCI) im Tumorgewebe. Die Vergleichsgruppe der anderen Verteilungsmuster bestand aus
206 Fillen. Fiir die cyt-TA-MUC1-Gruppe lag die 3- und 5-JUR bei 93%, die 10-JUR betrug
90%. Fiir die Vergleichsgruppe lag die 3-JUR bei 96% und die 5-JUR bei 92%. Die 10-JUR
konnte nicht bestimmt werden (Tabelle 17).

Patientinnen mit zytoplasmatischer Expression wiesen zum Ende des Beobachtungszeitraums
eine schlechtere Uberlebenszeit auf als Patientinnen der Vergleichsgruppe. Im Verlauf der
Uberlebenszeitkurven zeigte sich kein signifikanter Unterschied (4bb. 36).

31 Patientinnen wiesen ein gemischtes, liberwiegend membransténdiges Verteilungsmuster auf
(mc). Die Vergleichsgruppe bestand aus 203 Fillen. In der mc-Gruppe betrug die 3-JUR 94%
und die 5-JUR 90%. Fiir die Vergleichsgruppe lag die 3-JUR bei 96%, die 5-JUR bei 93% und
die 10-JUR lag bei 85% (Tabelle 17).

Am Ende des Beobachtungszeitraums zeigten Patientinnen mit einer mc-TA-MUCI-
Expression ein besseres Gesamtiiberleben. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im
Verlauf der Uberlebenszeitkurven (4bb. 37).

Bei 169 Patientinnen wurde TA-MUCI1 gemischt, iiberwiegend zytoplasmatisch exprimiert
(cm). Die Vergleichsgruppe bestand aus 65 Patienten. In der cm-Gruppe betrug die 3-JUR 96%
und die 5-JUR 93%. Die 10-JUR konnte nicht bestimmt werden. Fiir die Vergleichsgruppe lag
die 3-JUR bei 94%, die 5-JUR bei 91% und die 10-JUR bei 86% (Tabelle 17).

Am Ende des Beobachtungszeitraums zeigte die cm-Gruppe eine bessere Uberlebenszeit als die
Vergleichsgruppe. Ein signifikanter Unterschied im Verlauf der Uberlebenszeitkurven war
auch hier nicht nachweisbar (4bb. 38).

Da sich hinsichtlich der subzelluldren Lokalisation von TA-MUCI fiir keine der Gruppen eine
gleichmiBige Uberlegenheit im Verlauf der Uberlebenszeitkurven nachweisen lieB, waren die
Bedingungen eines proportionalen Hazard fiir die nachfolgenden multivariaten Cox-

Regressionsanalysen nicht gegeben, weshalb auf eine Darstellung dieser verzichtet wurde.
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Tabelle 17: Vergleich der Uberlebensraten unterteilt nach subzellulirer TA-MUC I-Expression

subzelluldre-Lokalisation

cytoplasmatische 28 93 93 90

Restliche 206 96 92 —
subzellulare-Lokalisation

mc 31 94 90 —

Restliche 203 96 93 85
subzelluldre-Lokalisation

cm 169 96 93 —

Restliche 65 94 91 86
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Abbildung  35: Vergleich der Uberlebenszeitkurven unterteilt nach subzellulirem.
Expressionsmuster (cyt vs. Restliche)
Zum Ende des Beobachtungszeitraums zeigten Patientinnen der cyt-TA-MUCI Gruppe ein

schlechteres Gesamtiiberleben als die Vergleichsgruppe.
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Abbildung 36: Vergleich der Uberlebenszeitkurven unterteilt nach subzellulirem.

Expressionsmuster (mc vs. restliche).
Fiir keine der beiden Gruppen zeigte sich eine gleichmdfige Uberlegenheit im Verlauf der

Uberlebenszeitkurven.

1,0

Restliche

0,87
cm-mAK-GGSK-1/30

0,6

0.4

Kum. Uberleben

0,29
Log Rank: p=0,718

0,0

T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Zeitraum nach Erstdiagnose (Monaten)

Abbildung 37: Vergleich der Uberlebenszeitkurven —unterteilt nach subzellulirem

Expressionsmuster (cm vs. restliche).
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Fiir keine der beiden Gruppen zeigte sich eine gleichmdfige Uberlegenheit im Verlauf der

Uberlebenszeitkurven.

4.5.2 Einfluss von TA-MUC1 auf das Metastasenfreie-Uberleben

Einfluss der Gesamtexpression von TA-MUC1 auf das Metastasenfreie-Uberleben (MFS)

In den Uberlebenszeitanalysen wurde der Einfluss der TA-MUCI-Expression im
Tumorgewebe auf das Metastasenfreie-Uberleben (MFS) von Brustkrebspatientinnen
untersucht. Hierbei erfolgte erneut eine Betrachtung der Gesamtexpression von TA-MUCI
anhand der Mediangruppen (<Median vs. >Median).

In den Uberlebenszeitkurven wiesen Patientinnen mit einer TA-MUC1-Expression oberhalb
des Medians zundchst ein gleichmdBig besseres MFS auf. Zum Ende des
Beobachtungszeitraums war die Uberlebenszeit in der Gruppe >Median jedoch der
Vergleichsgruppe <Median unterlegen (4bb. 38).

In der multivariaten Cox-Analyse ergab sich kein signifikanter Einfluss fiir die
Gesamtexpression von TA-MUCI auf das MFS. Ein positiver Lymphknotenbefall (pN1-pN3)
war mit einem mehr als 4,5-fach erhohten Risiko fiir das Auftreten von Fernmetastasen

assoziiert (HR: 4,505/ p-Wert: 0,003/ 95%-KI: 1,7 — 12,1).
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Abbildung 38: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (MFS) in Abhdngigkeit der TA-MUCI-
Expression

Nach einem zundichst iiberlegenen Verlauf zeigten Patientinnen mit einer Expression oberhalb
des Medians zum Ende des Beobachtungszeitraums ein schlechteres MFS als die

Vergleichsgruppe.

Einfluss der Gesamtexpression von TA-MUCI1 auf das metastasenfreie Uberleben, unterteilt

nach subzelluldren Verteilungsmuster

Patientinnen mit zytoplasmatischer TA-MUCI1-Lokalisation im Tumorgewebe (cyt. -GGSK-
1/30; n=28) wiesen in 11 Fillen eine Gesamtexpression unterhalb und in 17 Féllen oberhalb
des Medians auf. Das MFS der Gruppe >Median war zum Ende des Beobachtungszeitraums
das der Vergleichsgruppe iiberlegen. Der Unterschied im Verlauf der Uberlebenszeitkurven war
statistisch nicht signifikant (4bb. 39).

Im mc-GGSK-1/30-Kollektiv (n=31) wurde TA-MUCI in 5 Fillen unterhalb und in 26 Féllen
oberhalb des Medians exprimiert. Die Gruppe >Median wies iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum ein gleichmifBig besseres MFS als die Vergleichsgruppe auf. Der
Unterschied im Verlauf der Uberlebenszeitkurven war statistisch nicht signifikant (Log-Rank:
p = 0,065) (4bb. 40).

Im cm-GGSK-1/30-Kollektiv (n=169) wurde TA-MUCI1 in 71 Féllen unterhalb und in 98

Féllen oberhalb des Medians exprimiert. Bis zu einem Beobachtungszeitraum von 70 Monaten
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wiesen Patientinnen mit einer Expression oberhalb des Medians ein besseres MFS auf als die
Vergleichsgruppe. Im Verlauf zeigte sich keine Uberlegenheit fiir eine der beiden Gruppen
(Abb. 41).
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Abbildung 39: Uberlebenszeitkurven (MFS) in Abhdngigkeit der Gesamtexpression von TA-
MUCI (zytoplasmatisches Kollektiv).
Im zytoplasmatischen Kollektiv wiesen Patientinnen mit einer TA-MUCI-Expression oberhalb

des Medians iiber einen langen Beobachtungszeitraum ein besseres Gesamtiiberleben auf. Es

zeigte sich keine gleichmdfige Uberlegenheit.
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Abbildung 40: Uberlebenszeitkurven (MFS) in Abhdngigkeit der Gesamtexpression von TA-
MUCI (mc-Kollektiv)

Patientinnen mit einer TA-MUC [-Expression oberhalb des Medians wiesen innerhalb der mc-

TA-MUC1-Gruppe ein gleichmdpfig besseres MF'S auf-
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Abbildung 41: Uberlebenszeitkurven in Abhdngigkeit der Gesamtexpression von TA-MUCI
(cm-Kollektiv)
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Im cm-Kollektiv zeigte sich iiber den Beobachtungszeitraum keine Uberlegenheit fiir eine der

beiden. Median-Gruppen.

FEinfluss der subzelluliren Lokalisation von TA-MUC1 auf das MFS von

Brustkrebspatientinnen

Patientinnen mit zytoplasmatischen Expressionsmuster von TA-MUCI zeigten ein gleichméBig
unterlegenes MFS iiber den gesamten Beobachtungszeitraum. Der Unterschied im Verlauf der
Uberlebenszeitkurven war statistisch nicht signifikant (Abb. 42). In der multivariaten Cox-
Regression erwies sich eine zytoplasmatische TA-MUCI1-Lokalisation, neben einem positiven
Lymphknotenbefall, als unabhédngiger, signifikanter Prognostikator in Bezug auf das MFS.
Patientinnen mit zytoplasmatischen Verteilungsmuster hatten im Vergleich ein etwa 3-fach

erhohtes Risiko fiir Fernmetastasen (HR: 3,32/ p-Wert 0,024/ 95%-KI: 1,2-9,4) (Tabelle 18).
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Abbildung 42: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (MFS) unterteilt nach subzellulirem
Expressionsmuster (cyt vs. Restliche)
Patientinnen mit zytoplasmatischer Expression zeigten ein gleichmdf3ig unterlegenes MF'S iiber

den gesamten Beobachtungszeitraum.
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Tabelle 18: Multivariate Cox-Regression: Einfluss des subzelluldrem Expressionsmusters auf

das MFS (cyt vs. Restliche)

untere obere

Alter (< 55 vs. > 55 Jahre) ns
Histologie (kein nst vs. Nst) ns
Grading (G1-G2 vs. G3) ns
pT (pT1 vs. pT2 — pT3) 2,51 0,80 7,82 0,112
pN (pNO vs. pN1 — pN3) 5,37 1,95 14,79 0,001
CIS (nein vs. Ja) ns
ER (neg. vs. Pos.) ns
PR (neg. vs. Pos.) ns
Her2 (neg. vs. Pos.) ns
GGSK-1/30 (Restliche vs. Cyt) 3,32 1,18 9,40 0,024

31 Patientinnen zeigten ein gemischtes, liberwiegend membranstindiges Verteilungsmuster
von TA-MUCI1 im Tumorgewebe (mc-TA-MUCI). Die Vergleichsgruppe bestand aus 203
Fillen. In den Uberlebenszeitkurven wies die mc-TA-MUC1-Gruppe ein gleichmiBig besseres
MEFS auf als die Vergleichsgruppe (Abb. 43). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im
Verlauf der Uberlebenszeitkurven. In der multivariaten Cox-Analyse erwies sich ein mc-

Verteilungsmuster ohne signifikanten Einfluss auf das Risiko fiir Fernmetastasen (Tabelle 19).
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Abbildung 43: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (MFS) in Abhdngigkeit des subzell-
Expressionsmusters (mc vs. Restliche)

Die mc-TA-MUCI-Gruppe zeigte ein gleichmdfig besseres MFS iiber den gesamten
Beobachtungszeitraum.

Tabelle 19: Multivariate Cox-Regression: Einfluss des subzelluliren Expressionsmusters auf

das MF'S (mc vs. Restliche)

untere obere

Alter (< 55 vs. > 55 Jahre) ns
Histologie (kein nst vs. Nst) ns
Grading (G1-G2 vs. G3) ns
pT (pT1 vs. pT2 — pT3) 2,55 0,82 7,92 0,105
pN (pNO vs. pN1 — pN3) 4,45 1,68 11,83 0,003
CIS (nein vs. Ja) ns
ER (neg. vs. Pos.) ns
PR (neg. vs. Pos.) ns
Her2 (neg. vs. Pos.) ns
GGSK (Restliche vs. Mc) ns

Bei 169 Patientinnen wurde TA-MUCI1 gemischt, iiberwiegend zytoplasmatisch exprimiert
(cm). Die Vergleichsgruppe bestand aus 65 Patientinnen. Es zeigte sich keine gleichmaBige
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Uberlegenheit fiir eine der beiden Gruppen (4bb. 44). Eine anschlieBende multivariate Cox-
Analyse wurde daher nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 44: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (MFS) in Abhéngigkeit des subzelluliiren-
Expressionsmusters (cm vs. Restliche)
In Bezug auf das MFS zeigte sich keine gleichmdpige Uberlegenheit im Verlauf der

Uberlebenszeitkurven.

4.5.3 Einfluss von TA-MUC1 auf das Krankheitsfreie-Uberleben

Einfluss der Gesamtexpression von TA-MUCI auf das DFS von Brustkrebspatientinnen

Patientinnen mit einer TA-MUCI1-Expression oberhalb des Medians zeigten ein gleichméBig
besseres Krankheitsfreies-Uberleben (DFS) iiber den gesamten Beobachtungszeitraum als die
Vergleichsgruppe. Der Unterschied im Verlauf der Uberlebenszeitkurven war statistisch nicht
signifikant (Log-Rank: p = 0,115) (Abb. 45). In der multivariaten Cox-Regression erwies sich
die Gesamtexpression von TA-MUCI als unabhéngiger Prognostikator fiir das Auftreten von
Fernmetastasen und/oder Rezidiv (Disease-Event). Patientinnen mit einer TA-MUCI-
Expression unterhalb des Medians hatten ein um ca. 60% erhohtes Risiko fiir das Auftreten
eines Events im Sinne einer Fernmetastase und/oder eines Rezidivs (<Median vs. >Median:

HR 0,43/ p-Wert: 0,025/ 95%-KI: 0,20-0,90).
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Abbildung 45: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (DFS) in Abhdngigkeit der TA-MUCI-
Expression.
Patientinnen mit einer Expression oberhalb des Medians zeigten ein gleichmdf3ig besseres

DFS.

Tabelle 20: Multivariate Cox-Regression: Einfluss der TA-MUC [-Expression auf das DFS.

untere obere

Alter (<55 vs. >55 Jahre) ns
Histologie (kein nst vs. Nst) ns
Grading (G1-G2 vs. G3) ns
pT (pT1 vs. pT2 — pT3) 2,20 0,94 5,14 0,070
pN (pNO vs. pN1 — pN3) 2,26 1,03 4,93 0,041
CIS (nein vs. Ja) ns
ER (neg. vs. pos.) ns
PR (neg. vs. pos.) ns
Her2 (neg. vs. pos.) 2,37 0,99 5,64 0,051
GGSK-1/30 (<Median vs. >Median) 0,43 0,20 0,90 0,025
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Einfluss der Gesamtexpression von TA-MUCI1 auf das DFS unterteilt nach subzelluldren

Expressionsmuster

Im mc-GGSK-1/30-Kollektiv (n=31) wiesen fiinf Patientinnen eine Expression unterhalb und
26 eine Expression oberhalb des Medians auf. Auch hier zeigte die Gruppe >Median ein iiber
den gesamten Zeitraum gleichmifBig besseres DFS als die Vergleichsgruppe (Log-Rank:
p=0,063) (4bb. 46).

Im ¢cy-GGSK-1/30-Kollektiv wurde TA-MUCI1 in 11 Fillen unterhalb und in 17 Féllen
oberhalb des Medians exprimiert. Die Gruppe >Median zeigte zum Ende des
Beobachtungszeitraums ein besseres DFS. Es zeigte sich keine gleichmiBige Uberlegenheit im
Kurvenverlauf (4bb. 47).

Im e¢m-GGSK-1/30-Kollektiv (n=169) zeigte sich in 71 Tumorschnitten eine Expression
unterhalb und in 98 Féllen eine Expression oberhalb des Medians. Bis zu einem
Beobachtungszeitraum von 100 Monaten hatte die Gruppe >Median ein besseres DFS. Im

Verlauf zeigte sich keine gleichmiBige Uberlegenheit in der Uberlebenszeit (4bb. 48).
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Abbildung 46: Uberlebenszeitkurven (DFS) in Abhdngigkeit der Gesamtexpression von TA-
MUCI (mc-Kollektiv)
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Im mc-Kollektiv zeigte sich fiir Patientinnen mit einer TA-MUCI-Expression oberhalb des

Medians ein gleichmdfiig besseres DFS.
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Abbildung 47: Uberlebenszeitkurven (MFS) in Abhdngigkeit der Gesamtexpression von TA-

MUCI (cyt-Kollektiv)
Im zytoplasmatischen Kollektiv zeigte sich keine gleichmdfige Uberlegenheit in Bezug auf das
DFS.
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Abbildung 48: Uberlebenszeitkurven (MFS) in Abhiingigkeit der Gesamtexpression von TA-
MUCI (ecm-Kollektiv)
Im cm- Kollektiv zeigte sich keine gleichmdige Uberlegenheit in Bezug auf das DFS.

Einfluss der subzelluliren Lokalisation von TA-MUC1 auf das DFS von

Brustkrebspatientinnen

28 Patientinnen wiesen ein zytoplasmatisches Verteilungsmuster von TA-MUCI im
Tumorgewebe auf. Die Vergleichsgruppe der iibrigen Patientinnen bestand aus 206 Féllen.
Patientinnen mit einer zytoplasmatischen Lokalisation zeigten ein gleichmifig schlechteres
DFS als die Vergleichsgruppe (4bb. 49). Der Unterschied im Verlauf der Uberlebenszeitkurven
war statistisch nicht signifikant. In den Regressionsanalysen zeigte sich ein zytoplasmatisches
Verteilungsmuster ohne Einfluss auf das DFS. Ein positiver Lymphknoten-Befall war mit

einem signifikant erhdhten Risiko fiir Fernmetastasen und/oder Rezidiv assoziiert.
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Abbildung 49: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (DFS) in Abhdngigkeit der subzelluliren-
Expression (cyt. vs. Restliche)
Die cyt-TA-MUCI-Gruppe zeigte ein gleichmdfsig schlechteres DFS iiber den gesamten

Beobachtungszeitraum.

Tabelle 21: Multivariate Cox-Regression: Einfluss des subzelluldren Expressionsmusters auf

das DFS (cyt. vs. Restliche)

untere obere

Alter (<55 vs. >55 Jahre) ns
Histologie (kein NST vs. NST) ns
Grading (G1-G2 vs. G3) ns
pT (pT1 vs. pT2 — pT3) 2,20 0,95 5,09 0,064
pN (pNO vs. pN1 — pN3) 2,25 1,07 4,73 0,033
CIS (nein vs. Ja) ns
ER (neg. vs. pos.) ns
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PR (neg. vs. pos.) ns
Her2 (neg. vs. pos.) ns
GGSK-1/30 (Restliche vs. cyt) ns

31 Patientinnen wiesen ein iiberwiegend membranstindiges Verteilungsmuster auf. Die
Vergleichsgruppe bestand aus 203 Féllen. Patientinnen mit einer mc-TA-MUCI1-Expression
zeigten Uber den gesamten Beobachtungszeitraum ein gleichméBig besseres DFS als die
Vergleichsgruppe (Log-Rank: p=0,210) (4bb. 50). In den Regressionsanalysen zeigte sich ein

iiberwiegend membranstindiges Verteilungsmuster ohne Einfluss auf das DFS (Tabelle 22)
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Abbildung 50: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (DFS) in Abhéingigkeit der subzelluléiren
Expression (mc vs. Restliche)
Die mc-TA-MUCI-Gruppe zeigte ein gleichmdfig besseres DFS iiber den gesamten

Beobachtungszeitraum.
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Tabelle 22: Multivariate-Cox-Regression: Einfluss des subzelluldren Expressionsmusters auf

das DFS (mc vs. Restliche)

untere obere

Alter (< 55 vs. > 55 Jahre) ns
Histologie (kein nst vs. Nst) ns
Grading (G1-G2 vs. G3) ns
pT (pT1 vs. pT2 — pT3) 2,29 0,99 5,32 0,054
pN (pNO vs. pN1 — pN3) 1,93 0,90 4,15 0,090
CIS (nein vs. ja) ns
ER (neg. vs. pos.) ns
PR (neg. vs. pos.) ns
Her2 (neg. vs. pos.) 2,60 1,08 6,22 0,032
GGSK-1/30 (Restliche vs. mc) 0,17 0,02 1,30 0,089

169 Patientinnen wiesen ein iiberwiegendes zytoplasmatisches Verteilungsmuster im
Tumorgewebe auf (cm). Die Vergleichsgruppe bestand aus 65 Patientinnen. Im Verlauf der
Uberlebenszeitkurven zeigte sich hinsichtlich des DFS keine Uberlegenheit fiir eine der beiden

Gruppen (4bb. 51). Eine multivariate Cox-Regressionsanalyse wurde nicht durchgefiihrt.
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Abbildung 51: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (DFS) in Abhéingigkeit der subzelluléiren
Expression (cm vs. Restliche)

Es zeigte sich keine gleichmiiffige Uberlegenheit Im Verlauf der Uberlebenszeitkurven.

4.6 Betrachtung der TA-MUC1-Expression im triple negativen Mammakarzinom

In dieser Arbeit erfolgte eine separate Auswertung hinsichtlich der TA-MUCI1-Expression im
triple-negativen-Mammakarzinom. Mittels Korrelationsanalysen wurden die signifikanten
Zusammenhidnge zwischen der TA-MUCI-Expression und den histopathologischen
Tumormerkmalen ermittelt und die prognostische Bedeutung von TA-MUCI fiir das TNBC-

Kollektiv untersucht.

Patientenbezogene Daten des TNBC-Kollektivs
Innerhalb des Gesamtkollektivs (n=237) lag der Anteil an TNBC-Tumoren bei 17,7% (n=42).

Fiir anndhernd alle TNBC-Patientinnen konnten Tumordaten und Informationen zum
klinischen Verlauf erhoben werden (n=41/42; Follow-Up-Rate: 97,6%). Der mittlere Follow-
Up-Zeitraum betrug 6,3 Jahre (95%-KI: 5,1-7,2 Jahre). Im Beobachtungszeitraum wurden 8
Todesfille im TNBC-Kollektiv dokumentiert. Die 5-Jahres-Uberlebensrate (JUR) lag bei
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82,9% (Vgl. 5-JUR d. Gesamtkollektivs: 92,3%). Die 10-JUR betrug 80,5% (Vgl.
Gesamtkollektiv: 92,3%) (Tabelle 23).

Tabelle 23:Follow-Up (TNBC-Kollektiv): Patientenbezogene-Daten
ED: Erstdiagnose;, GULR: Gesamtiiberlebensrate; MFULR: Metastasenfieieiiberlebensrate;
DFULR. Krankheitsfreieiiberlebensrate; *: nicht bestimmbar.

Patientenstatus lebt 33 78,6%
verstorben 8 19%
lost-to-follow-Up 1 2,4%

Rate M £ SD (Jahre) 95 % - KI

Alter bei ED 61,0 (£ 14,58) 52,0 - 69,0

Gesamtiiberleben *23

5-Jahres-GULR 82,9%

10-Jahres-GULR 80,5%

MFS *

5-Jahres-MFULR 95,1%

10-Jahres-MFULR 95,1%

DFS *

5-Jahres-DFULR 87,8%

10-Jahres-DFULR 85,4%

Follow-Up-Zeitraum 6,3 (+2,6) 51-72

Follow-Up-Rate 97,6%

Tumorbezogene Daten des TNBC-Kollektivs

In Bezug auf die Tumorhistologie wies ein Grofteil der TNBC-Tumoren ein invasives
Karzinom ohne speziellen Typ (NST) auf (n=40; 95,2%). In 88,1% der Félle lag ein G3-
Stadium und in 11,9% der Tumoren ein G2-Stadium vor. In Bezug auf die Tumorgréfle waren
31% der Tumoren als pT1-Stadium klassifiziert, in 61,9% lag ein pT2- und in 4,8% der Fille

ein pT3-Stadium vor. Viele TNBC-Tumoren wiesen bei Diagnosestellung einen negativen

23 Die mediane Uberlebenszeit ist nicht zu bestimmen. Bis zur maximalen Beobachtungszeit ist flir weniger als
die Halfte der Patienten ein Ereignis eingetreten (Kaplan-Meier-Schatzer > 50 %)
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Lymphknotenstatus auf (pNO = 64,3%), 35,7% =zeigten jedoch einen positiven
Lymphknotenbefall (pN1: 21,4%; pN2: 9,5%; pN3: 4,8%). In 54,8% der Tumorschnitte lieBen
sich neben invasiven Karzinomanteilen auch Anteile eines duktalen oder lobuldren Carcinoma

in situ nachweisen (Tabelle 24).

Tabelle 24: Follow-Up (TNBC-Kollektiv): Tumorbezogene-Daten
CIS: Carcinoma in situ; Pnl: Perineural-, V1: Blutgefdf3-; L1: Lymphbahnen-Befall

Histologie NST 40 95,2%
lobulér 2 4,8%
Lokalisation unifokal 38 90,5%
multifokal 4 9,5%
Grading Gl 0
G2 5 11,9%
G3 37 88,1%
pT pT1 13 31%
pT2 26 61,9%
pT3 3 7,1%
pN pNO 27 64,3%
pN1 9 21,4%
pN2 4 9,5%
pN3 2 4,8%
M MO 38 90,5%
Mx 4 9,5%
Weitere Klassifikation L1 u./o. V1 14 33,3%
Pnl 1 2,4%
Residual RO 41 97,6%
R1 1 2,4%
CIS 23 54,8%

Uberleben und Prognose des TNBC-Kollektivs

Innerhalb des Beobachtungszeitraums wurden 8 Todesfdlle dokumentiert. Die 5-Jahres-
Uberlebensrate lag bei 82,9%. Die 10-Jahres-Uberlebensrate betrug 80,5%. Mittels Log-Rank-
Tests wurden die Uberlebenszeitkurven verschiedener Gruppen innerhalb des TNBC-
Kollektivs miteinander verglichen. Hierbei zeigten sich signifikante Unterschiede in den
Uberlebenszeiten in Abhingigkeit von der Tumorhistologie (kein NST vs. NST) des T-
Stadiums (T1 vs. T2/ T3), und des Auftreten von Fernmetastasen und/ oder Rezidiven (Event

nein vs. ja) (Tabelle 25)
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Tabelle 25: Follow-Up (TNBC-Kollektiv): Uberleben- und Prognose-Daten

5 Jahre 10 Jahre

Gesamt 234 82,9 80,5

Alter 0,061
<55 17 94,1 —
>55 24 75 70,8

Histologie 0,002
kein NST 2 — —
NST 39 87,2 84,6

Lokalisation ns
unifokal 37 81,1 78.4
multifokal 4 100 —

T-Stadium 0,032
T1 13 100 —
T2 + T3 28 75 —

N-Stadium ns
NO 27 85,2 81,5
NI1-N3 14 78,6 —

Grading ns
Gl +G2 5 80 —
G3 36 83,3 80,6

Risikolasion ns
nein 19 89,5 84,2
ja 22 77,3 —

Fernmetastase <0,001
nein 39 87,2 84,6
ja 2 — —

Rezidiv ns
nein 37 83,8 83,8
ja 4 50 —

Event?* 0,002
nein 35 88,6 88,6
ja 6 50 —

Gesamtexpression und subzellulire Lokalisation von TA-MUCI1 im TNBC

24 Fernmetastase und/ oder Rezidiv im klinischen Verlauf
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In 90,4% (n=38/42) der Tumoren des TNBC-Kollektivs zeigte sich eine eindeutig positive TA-
MUCI1-Expression (IRS >2). Der Median der TA-MUC1-Expression im TNBC lag bei einem
IRS von 6. In 31% der TNBC-Tumoren zeigte sich eine TA-MUC1-Expression unterhalb des
Medians (IRS 0-4), 69% wiesen eine Expression oberhalb des Medians auf (IRS 6-12) (4bb.
52).

Fir alle TNBC-Schnitte wurde auch die subzelluldre Expression von TA-MUCI im
Tumorgewebe beurteilt. Hierbei lieBen sich in 69,1% der Félle eine gemischte, tiberwiegend
zytoplasmatische TA-MUC1-Expression nachweisen (cm). In 11,9% der Tumorschnitte wurde
TA-MUC1 gemischt, {iberwiegend membranstindig exprimiert (mc). FEine rein
zytoplasmatische Expression von TA-MUCI (c) zeigte sich in 16,7% der Félle. In keinem der
untersuchten TNBC-Schnitte wurde TA-MUCI rein membranstindig exprimiert (m) (Abb. 53).
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IRS TA-Muc1im Tumorgewebe
Abbildung 52: Verteilung der TA-MUC1-Expression im Tumorgewebe (TNBC).
Dargestellt ist die Hdufigkeitsverteilung der IRS-Werte iiber das Kollektiv von TNBC-
Patientinnen (n=42). Die mediane Gesamtexpression lag bei einem IRS von 6. Damit wurde
TA-MUCI im TNBC-Kollektiv weniger stark exprimiert als in Tumoren des Gesamtkollektivs
(Median: IRS=38).

105



4. Ergebnisse

CJdoppelt-negativ

.rein .
cytoplasmatisch

Ewvc

Ecwm

Abbildung 53: Verteilung des subzelluliren Expressionsmusters von TA-MUCI (TNBC)
Im Kreisdiagramm ist die Verteilung der subzelluldren-Expressionsmuster von TA-MUCI

dargestellt. Angegeben sind die prozentualen Anteile am TNBC-Kollektiv (n=237).

Gesamtexpression von TA-MUCI1 im TNBC in Abhéngigkeit der subzelluldren-Lokalisation

In den Korrelationsanalysen zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
Gesamtexpression und der subzelluldren Lokalisation von TA-MUCI (Kruskal-Wallis:
p=0,018). TNBC-Tumoren mit zytoplasmatischen Verteilungsmuster wiesen eine signifikant
niedrigere Gesamtexpression im Tumorgewebe auf als Tumoren mit zytoplasmatisch-
membrandsen Verteilungsmuster (cm) (Paarweise-Vergleich: p<0,046) (4bb. 54). In
Ubereinstimmung hierzu wiesen Tumoren mit zytoplasmatischen Verteilungsmuster bei
Gegeniiberstellung mit den iibrigen Tumoren eine signifikant niedrigere Gesamtexpression auf
(c vs. Restliche: Chi?> p=0,011) (4bb. 55). Cm-TA-MUCI1-Tumoren hingegen zeigten eine

signifikant hohere Gesamtexpression im Tumorgewebe (cm vs. restliche: Chi? p=0,018) (4bb.

56).
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Abbildung 54: Verteilung der TA-MUCI-Expression in Abhdngigkeit des subzelluliren
Expressionsmusters (TNBC)
Dargestellt ist die Verteilung der Gesamtexpression von TA-MUCI iiber die verschiedenen
subzelluldren Lokalisationen. TNBC-Patientinnen mit zytoplasmatischen Verteilungsmuster
wiesen eine signifikant schwdchere Gesamtexpression auf als Patientinnen mit cm-

Verteilungsmuster.
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Abbildung 55: Vergleich der TA-MUC [-Expression; zytoplasmatisch vs. Restliche (TNBC)
Patientinnen mit zytoplasmatischen Verteilungsmuster zeigten bei Gegentiberstellung mit den
tibrigen Fillen eine signifikant schwdchere Gesamtexpression von TA-MUCI im

Tumorgewebe.
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Abbildung 56: Vergleich der TA-MUC-Expression; cm vs. Restliche (TNBC)
Patientinnen mit iiberwiegend zytoplasmatischen Verteilungsmuster (cm) zeigten bei

Gegeniiberstellung mit den iibrigen Fillen eine signifikant hohere Gesamtexpression von TA-

MUC! im Tumorgewebe.

Zusammenhang zwischen dem subzelluldren Verteilungsmuster von TA-MUCI1 und

Risikoldsionen im TNBC

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der subzelluldren Lokalisation von
TA-MUCI und dem Vorliegen einer Risikoldsion (DCIS oder LIN) im Tumor. Tumoren mit
iiberwiegend membransténdigen Verteilungsmuster wiesen signifikant hdufiger Risikoldsionen

im Tumorgewebe auf als Tumoren der Vergleichsgruppe (mc vs. restliche: Chi%: p=0,03;
ov: 0,334) (4bb. 57).

20 B Restliche
B mc

15+

Anzahl

5—

nein ja (DCIS und/ oder LIN)

Risikolasion im Tumorgewebe

Abbildung 57: Verteilung von Risikoldsionen im Tumorschnitt; Vergleich mc vs. restliche
(TNBC)
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Dargestellt ist die Verteilung des tiberwiegend membranstindigen Verteilungsmusters von TA-
MUCI in Abhdngigkeit einer Risikoldsion im Tumor. Tumoren mit einer zusdtzlichen
Risikoldsion im Tumor zeigten hdufiger eine iiberwiegend membranstindige TA-MUCI-

Lokalisation als die Vergleichsgruppe.

Einfluss der TA-MUCI1-Expression auf das Gesamtiiberleben von TNBC-Patientinnen

Im TNBC-Kollektiv wiesen 21 Patientinnen (51%) eine TA-MUC1-Expression unterhalb des
Medians (IRS 0-6) und 20 Patientinnen (49%) eine Expression oberhalb des Medians auf (IRS
8-12). Die 3-, 5- und 10-Jahres-Uberlebensrate (JUR) fiir die Gruppe <Median lag bei 76%. Fiir
die Gruppe >Median lag die 3-JUR bei 95% und die 5-JUR bei 90%, die 10-JUR konnte nicht

bestimmt werden. Patientinnen mit einer TA-MUC1-Expression oberhalb des Medians zeigten
iiber den gesamten Beobachtungszeitraum ein gleichméBig besseres Gesamtiiberleben als die
Vergleichsgruppe (4bb. 58). Der Unterschied war statistisch nicht signifikant (Log-Rank-
Test: p=0,453). In der multivariaten Cox-Analyse ergab sich fiir die Gesamtexpression von TA-

MUCT kein signifikanter Einfluss auf das Gesamtiiberleben.

1,0 H—t
l—\—“:A-MUC1 hoch (IRS 8-12)
0,51
TA-MUC1 niedrig (IRS 0-6)
c
2 06
o
@
£
D
£ s
X
0,2
0.0 Log Rank: p=0,453
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Beobachtungszeitraum in Monaten

Abbildung 58: Vergleich der Uberlebenszeitkurven in Abhéingigkeit der TA-MUC1-Expression
(TNBC)
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Dargestellt ist der Verlauf der Uberlebenszeitkurven von TNBC-Patientinnen mit einer TA-
MUCI-Expression oberhalb und unterhalb des Medians. Patientinnen mit einer Expression
oberhalb des Medians zeigten ein gleichmdflig besseres Gesamtiiberleben iiber den gesamten

Beobachtungszeitraum.

Einfluss des subzelluldren Verteilungsmusters auf das Gesamtiiberleben von TNBC-

Patientinnen

Neben einer Betrachtung der Gesamtexpression wurde zudem der Einfluss des subzelluldren
Verteilungsmusters von TA-MUCI auf das Gesamtiiberleben im TNBC-Kollektiv untersucht.
Patientinnen mit zytoplasmatischer Expression wiesen im Vergleich mit den {iibrigen

Verteilungsmustern die kiirzeste Uberlebenszeit auf (4bb. 59).

Im zweiten Schritt wurden die Uberlebenszeiten der Patientinnen einzelner subzellulirer
Gruppen mit den Uberlebenszeiten der Vergleichsgruppen gegeniibergestellt (c vs. restliche,
mc vs. restliche, cm vs. restliche). Im TNBC-Kollektiv wiesen 7 Patientinnen ein
zytoplasmatisches Verteilungsmuster auf, die Vergleichsgruppe bestand aus 34 Fillen. Die 3-,
5-und 10-JUR fiir die cyt-TA-MUC1-Gruppe lag bei 71%. Fiir die Vergleichsgruppe lag die
3-JUR bei 88% und die 5-JUR bei 85%, die 10-JUR konnte hier nicht bestimmt werden (Tabelle
26). Patientinnen mit einem zytoplasmatischen Expressionsmuster wiesen ein gleichméBig
schlechteres Gesamtiiberleben auf als die Vergleichsgruppe. Der Unterschied im Verlauf der
Uberlebenszeitkurven war statistisch nicht signifikant (Log-Rank: p=0,435) (4bb. 60).

Beim Vergleich der anderen subzelluldren Gruppen (mc vs. restliche und cm vs. restliche)
zeigten sich keine gleichmiBige Uberlegenheit fiir eine der beiden Gruppen (Abb. 61). In den
multivariaten Cox-Analysen konnte fiir keine der subzelluldren Gruppen ein signifikanter

Einfluss auf das Gesamtiiberleben nachgewiesen werden.
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Abbildung 59: Vergleich der Uberlebenszeitkurven in Abhdngigkeit des subzelluliiren
Expressionsmusters (TNBC)

Dargestellt ist der Verlauf der Uberlebenszeitkurven fiir Patientinnen mit unterschiedlichem
subzelluldren Verteilungsmuster von TA-MUCI. Hierbei wiesen Patientinnen mit einer rein

zytoplasmatischen Expression das schlechteste Gesamtiiberleben auf.
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Abbildung 60: Vergleich der Uberlebenszeitkurven; zytoplasmatisch vs. restliche (TNBC)
TNBC-Patientinnen mit einem zytoplasmatischen Verteilungsmuster von TA-MUCI im
Tumorgewebe zeigten ein iiber den gesamten Beobachtungszeitraum schlechteres

Gesamtiiberleben als die Vergleichsgruppe.
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Abbildung 61: Vergleich der Uberlebenszeitkurven; li.: mc vs. Restlich; re.: cm vs. restliche
(TNBC)

Verlauf ~ der  Uberlebenszeitkurven — von — TNBC-Patientinnen — mit  iiberwiegend
membranstindigen (links) und iiberwiegend zytoplasmatischen Verteilungsmuster (rechts). Fiir

keine der beiden Gruppen zeigte sich ein gleichmdfiger Unterschied in den Uberlebenszeiten.
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Tabelle 26: Vergleich der Uberlebensraten in Abhdngigkeit der subzelluliren TA-MUCI-
Expression (TNBC)

3-JUR 5-JUR 10-JUR

mAK-GGSK-1/30

< Median 21 76 76 76

> Median 20 95 90 —
subzellulare-Lokalisation

cyt-GGSK-1/30 7 71 71 71

Restliche 34 88 85 —
subzellulare-Lokalisation

mc-GGSK-1/30 5 80 80 —

Restliche 36 86 83 81
subzellulare-Lokalisation

c¢cm-GGSK-1/30 28 89 86 —

Restliche 13 77 77 77

Einfluss der Gesamtexpression von TA-MUC| auf das metastasenfreie Uberleben (MFS) von

TNBC-Patientinnen

In Bezug auf das metastasenfreie Uberleben zeigte sich in Abhingigkeit der Gesamtexpression
von TA-MUC1 kein Unterschied im Verlauf der Uberlebenszeitkurven von TNBC-
Patientinnen (Abb. 62).
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Abbildung 62: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (MFS) in Anhdngigkeit der TA-MUCI-
Expression (TNBC)

Hinsichtlich des MFS zeigte sich im Verlauf der Uberlebenszeitkurven von TNBC-Patientinnen
mit einer Expression oberhalb und unterhalb des Medians keine Uberlegenheit fiir eine der

beiden Gruppen.

Einfluss des subzelluliren Verteilungsmusters von TA-MUCI1 auf das MFS von TNBC-

Patientinnen

In Bezug auf das MFS wiesen Patientinnen mit zytoplasmatischen Verteilungsmuster einen
schlechteren Verlauf in den Uberlebenszeitkurven auf als Patientinnen der Vergleichsgruppe
(Abb. 63). Auch bei Gegeniiberstellung mit den {iibrigen Fillen (cyt vs. Restliche) zeigten
Patientinnen mit zytoplasmatischen Verteilungsmuster ein gleichméBig schlechteres MFS {iber
den gesamten Beobachtungszeitraum (Abb. 64). Die Gruppe der mc-TA-MUC1-Patientinnen
(mc vs. restliche) wies im Unterschied zur Vergleichsgruppe hingegen einen gleichméaBig
iiberlegenen Verlauf in den Uberlebenszeitkurven auf (Abb. 65). Bei Gegeniiberstellung der
cm-TA-MUC1-Gruppe mit den iibrigen Fillen zeigte sich im Verlauf der Uberlebenszeitkurven
keine gleichmiBige Uberlegenheit fiir eine der beiden Gruppen.
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Abbildung 63: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (MFS) in Abhdngigkeit des subzelluliiren.
Expressionsmusters (TNBC)

Dargestellt ist der Verlauf der Uberlebenszeitkurven fiir Patientinnen mit unterschiedlichem
subzelluldren Verteilungsmuster von TA-MUCI. Hierbei wiesen Patientinnen mit rein

zytoplasmatischer Lokalisation das schlechteste MFS auf.
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Abbildung 64: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (MFS); zytoplasmatisch vs. Restliche
(TNBC)

TNBC-Patientinnen mit einem zytoplasmatischen Verteilungsmuster von TA-MUCI im
Tumorgewebe zeigten ein tiber den gesamten Beobachtungszeitraum schlechteres MFS als die

Vergleichsgruppe.
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Abbildung 65: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (MFS); mc vs. Restliche (TNBC)
TNBC-Patientinnen mit einem tiberwiegend membranstindigen Verteilungsmuster von TA-
MUCI im Tumorgewebe zeigten ein iiber den gesamten Beobachtungszeitraum besseres MFS

als die Vergleichsgruppe.

Einfluss der Gesamtexpression von TA-MUC| auf das krankheitsfreie Uberleben von TNBC-
Patientinnen
In Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben (DFS) wiesen Patientinnen mit einer TA-MUC1 -

Expression oberhalb des Medians einen tendenziell besseren Verlauf in den

Uberlebenszeitkurven auf (4bb. 66).
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Abbildung 66: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (DFS) in Abhiingigkeit der TA-MUCI-
Expression (TNBC)
TNBC-Patientinnen mit einer Gesamtexpression oberhalb des Medians wiesen ein tendenziell

besseres DF'S auf als Patientinnen der Vergleichsgruppe.

Einfluss des subzelluliren Verteilungsmuster von TA-MUCI1 auf das DFS von TNBC-

Patientinnen

In Bezug auf das DFS wiesen Patientinnen mit einem {iberwiegend membranstindigen
Verteilungsmuster ein gleichmiBig besseres DFS auf als die Vergleichsgruppe (4bb. 67).
Patientinnen mit einem iiberwiegend zytoplasmatischen Verteilungsmuster zeigten hingegen

ein gleichmaBig schlechteres DFS (4bb. 68).
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Abbildung 67: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (DFS); mc vs. Restliche (TNBC)

TNBC-Patientinnen mit einem tiberwiegend membranstindigen Verteilungsmuster von TA-
MUCI im Tumorgewebe zeigten ein iiber den gesamten Beobachtungszeitraum tendenziell
besseres DFS als die Vergleichsgruppe, auch wenn dieser Effekt das statistische

Signifikanzniveau nicht erreichte.
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Abbildung 68: Vergleich der Uberlebenszeitkurven (DFS); cm vs. Restliche (TNBC)
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TNBC-Patientinnen mit einem iiberwiegend zytoplasmatischen Verteilungsmuster von TA-

MUC!I im Tumorgewebe (cm) zeigten ein tiiber den gesamten Beobachtungszeitraum

schlechteres DFS als die Vergleichsgruppe.
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5. Diskussion

5.1 TA-MUCI1 ist ein tumorspezifischer und sensitiver Marker im Mammakarzinom

In einem immunhistochemischen Nachweisverfahren mittels des monoklonalen Antikorpers
GGSK-1/30 wurde die Expression von TA-MUCI im invasiven Tumorgewebe von 237
Brustkrebspatientinnen untersucht. In 92,4% der Tumorschnitte konnte eine eindeutig positive
TA-MUCI1-Expression (RS >2) im Tumorgewebe nachgewiesen werden. Innerhalb der
Gruppe TA-MUCI-positiver Tumoren zeigte sich in ca. 40% der Félle eine ausgepréigte TA-
MUCI1-Expression (>80% positiv-gefdarbter Tumorzellen im Tumorschnitt). In gesundem
Brustdriisengewebe lieB sich hingegen keine zellspezifische TA-MUCI-Expression
nachweisen. Die Hormonrezeptor-positiven =~ MCF-7-Brustkrebszellen, welche als
Positivkontrolle dienten, wiesen eine durchweg kriftige, gemischte (membranstindige und
zytoplasmatische) TA-MUCI1-Expression auf. Zusammenfassend erwies sich das GGSK-1/30-
Epitop TA-MUCI in dieser Arbeit somit innerhalb der Brust als tumorspezifisches und zudem

sensitiv-nachweisbares Antigen im Mammakarzinom.

Vergleichbare Ergebnisse in Bezug auf die Expression von TA-MUC1 im Mammakarzinom
konnten Stergiou et al. (2019) bereits in zwei fritheren Antikoperstudien beschreiben (12, 15).
In einer ersten Arbeit wurde die mittels GGSK-1/30 nachgewiesene TA-MUC1-Expression im
Tumorgewebe triple-negativer-Brustkrebs- (TNBC-) Patientinnen untersucht. In 97% der
untersuchten TNBC-Proben (n=35) lieB sich eine positive TA-MUC1-Expression nachweisen
(12). Im Unterschied zu dieser Arbeit wurden in der immunhistochemischen Auswertung von
Stergiou et al. bereits Antikorperreaktionen mit einem IRS von 1 als positive Gesamtexpression
gewertet. Auf Grund dessen lésst sich unter Umstdnden der dort nachgewiesene hohere Anteil
TA-MUCI -positiver Tumoren erkldren (Vgl. 97% bei Stergiou et al. vs. 92,4% in dieser Arbeit)
In Ubereinstimmung mit dieser Arbeit zeigte sich auch bei Stergiou et al. keine sichtbare TA-

MUCI1-Expression im gesunden Brustdriisengewebe (12).

In einer zweiten Vergleichsarbeit von Stergiou et al. wurde die Expression von TA-MUCI
innerhalb eines grofBeren Kollektivs von 144 Hormonrezeptor- (HR-) positiven
Brustkrebspatientinnen untersucht (15). TA-MUCI1 war hier in liber 96% der HR-positiven

Tumoren nachweisbar, wobei diesmal, in Ubereinstimmung mit dieser Arbeit, erst eine
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Gesamtexpression mit einem IRS>2 als positiv gewertet wurde. Erneut lief3 sich auch in dieser

Studie keine TA-MUCI1-Expression im gesunden Brustdriisengewebe nachweisen (15).

In dieser Arbeit wurde die Expression von TA-MUCI nun erstmals anhand eines grof3eren und
heterogenen Brustkrebspatienten-Kollektivs untersucht. Mit einer Nachweisrate von >92% liel3
sich das Tumorantigen TA-MUCI1 in der Mehrzahl der untersuchten Mammakarzinome
nachweisen. Vor dem Hintergrund der Ergebnisse von Stergiou et al. konnte die exzellente
Nachweismoglichkeit von TA-MUC1 im Tumorgewebe durch den Antikérper GGSK-1/30
bestitigt werden. Zur Vermeidung einer unspezifischen Hintergrundfarbungen und fiir eine
genauere Beurteilung der Farbereaktion im Tumorgewebe wurden in dieser Arbeit wesentlich
geringere Konzentration des Antikdrpers GGSK-1/30 verwendet als in den Vergleichsstudien
von Stergiou et al. (Vgl.: 1 pg/ml (Stergiou et al.) vs. 0,02 pg/ml). Nichtsdestotrotz lag die
immunhistochemische Nachweisrate von TA-MUCI in einem vergleichbar hohen Bereich
(Vgl.: 97% bzw. 96% (Stergiou et al.) vs. 92%), was erneut fiir seine exzellente Sensitivitit im
Tumorgewebe spricht. Des Weiteren konnte die durch Stergiou et al. bereits vorbeschriebene
tumorspezifische Expression von TA-MUCI bestidtigt werden. Bei einer zugleich ausgeprigten
Expression im invasiven Tumorgewebe war TA-MUCI1 im gesunden Brustdriisengewebe nicht

nachweisbar.

Im Unterschied zu Stergiou et al. erfolgte fiir das in dieser Arbeit untersuchte
Brustkrebspatientinnen-Kollektiv keine Einschrankung bzw. Vorauswahl hinsichtlich der
Tumorbiologie oder des Hormonrezeptorstatus. Das Gesamtkollektiv bestand vielmehr aus

12> von Patientinnen mit verschiedenen Mammakarzinom-Entitéiten, die

einer zufélligen Auswah
sich unter anderem hinsichtlich ihrer Tumorhistologie, dem Differenzierungsgrad oder der
Hormonrezeptor-Expression im Tumorgewebe stark unterschieden.

Die Tatsache, dass TA-MUCI innerhalb dieses heterogenen Kollektivs nicht nur in tiber 92%
der Tumorproben nachweisbar war, sondern in der Mehrzahl auch in hohen Maflen exprimiert
wurde, unterstreicht das Potenzial von TA-MUC]1 als Tumormarker im Mammakarzinom als

solches. Ein Nachweis von TA-MUC1 war bspw. gleichermaBlen im Friihstadium des lokal

begrenzten, gut differenzierten und Ostrogenrezeptor-positiven Mammakarzinom méglich, wie

%5 Zufillig bezieht sich hier auf die Vorauswahl hinsichtlich HR-Status, Tumorgrading, Histologie etc.
Einschlussvorraussetzungen fiir das Kollektiv waren u.a. Erstdiagnosedatum, stattgehabte Brust-OP und das
Vorliegen von Informationen zum klinischen Verlauf. Siehe auch 3.2.1 — Patienten und Datenerhebung
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auch im entdifferenzierten Tumorgewebe eines triple-negativen Mammakarzinoms der bereits
ossdr-metastasierten Patientin. TA-MUCI1 als tumorspezifisches und zugleich ubiquitér
exprimiertes Antigen im Brustkrebsgewebe beweist damit ein exzellentes Potenzial als

universeller Tumormarker und therapeutischer Zielstruktur im Mammakarzinom.

5.2 TA-MUCI1 als Marker im Vor- und Friihstadium des Mammakarzinoms

Das duktale Carcinoma in situ (DCIS) stellt eine von den Milchgéngen des gesunden
Brustdriisengewebes ausgehende intraepitheliale Neoplasie dar, deren Wachstum auf die
Basalmembran begrenzt ist (165). Mit rund 95% stellt das DCIS die mit Abstand hiufigste
nicht-invasive, nicht-obligate Prikanzerose des Mammakarzinoms dar (166). Aufgrund guter
therapeutischer Moglichkeiten weist das DCIS eine geringe Mortalitdt auf. Schatzungsweise
3% aller Patientinnen mit erstdiagnostizierten DCIS sterben innerhalb von 20 Jahren an den
Folgen eines invasiven Mammakarzinoms (167). Nicht selten bleiben DCIS lange Zeit
asymptomatisch und werden als zufélliger Tastbefund erkannt (166). Die Diagnosesicherung
erfolgt meist mittels Vakuumbiopsie, anhand derer sich eine nachfolgende Beurteilung der
pathomorphologischen Faktoren zur Bestimmung des Malignitétspotentials durchfiihren lasst
(17). Ahnlich wie im invasiven Mammakarzinom ist eine Identifizierung von Antigenen, die
Korrelationen zu diesen prognosebestimmenden Faktoren aufweisen, auch im DCIS von
besonderer Bedeutung (165). In dieser Arbeit wurden daher erstmalig die Expression und

Korrelationen des GGSK-1/30-Epitops TA-MUCI im DCIS untersucht.

Von den in dieser Arbeit untersuchten Brustkrebsproben lieBen sich in 88 Féllen, neben
invasiven Karzinom-Anteilen, zusatzlich DCIS-Anteile im Tumorschnitt nachweisen. 92% der
DCIS wiesen eine eindeutig positive TA-MUC1-Expression auf. Die Gesamtexpression von
TA-MUCI1 im DCIS fiel schwicher aus als im invasiven Tumorgewebe (Vgl.: DCIS X = IRS 6;
invasives Karzinom ¥ = IRS 8). Ahnlich wie im invasiven Mammakarzinom zeigte sich in
Bezug auf das subzellulire Expressionsmuster hédufig eine gemischte, iiberwiegend
zytoplasmatische Expression (cm) im DCIS, deutlich seltener lie sich hingegen ein
membranstindig-betontes Expressionsmuster nachweisen (mc) (Vgl. DCIS 5,8%; invasives
Karzinom 13,5%). Ein rein zytoplasmatisches Expressionsmuster war im DCIS wie im

invasiven Tumorgewebe zu gleichen Mallen nachweisbar.
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In dieser Studie sollte erstmals die Expression des GGSK-1/30-Epitops TA-MUCI1 im DCIS
beschrieben werden. Zudem existieren nach bestem Wissen kaum Vergleichsstudien, in denen
die Expression von tumorassoziierten MUC1 im DCIS iiberhaupt untersucht wurde. In einer
Antikorperstudie von Mommers, E.C., et al. (1999) konnte, unter Verwendung vier
verschiedener MUC1-Antikorper, von denen zwei gegen normal-glykosyliertes MUCI1 (115D8
und 139H2) und zwei gegen eine unterglykosylierte Form von MUCI1 gerichtet waren (SM3
und VU-4-H-5), eine Expression von tumorassoziiertem MUC1 im DCIS nachgewiesen werden
(168). In Abhingigkeit vom Differenzierungsgrade zeigte sich in bis zu 46% (//5D8 u. 139H2)
bzw. 15% (SM3) und 8% (VU-4-H-5) der Fille eine positive Expression im Gewebe schlecht
differenzierter (high-grade) DCIS. In besser differenzierten (low-grade) DCIS hingegen zeigte
sich fiir alle hier untersuchten MUCI1-Epitope eine niedrigere oder fehlende Expression. Mit
Ausnahme des monoklonalen Antikorpers VU-4-H-5 wiesen alle in der Studie von Mommers
et al. untersuchten Antikdrper ihr MUC1-Epitop auch im gesunden Brustdriisengewebe nach

und waren somit nicht DCIS-spezifisch (168).

Im Einklang mit Mommers et al. konnte in dieser Arbeit eine deutliche Expression von
tumorassoziiertem MUCI, hier dargestellt durch das GGSK-1/30-Epitop TA-MUCI, im DCIS
nachgewiesen werden. Im Vorstadium des Mammakarzinoms lieen sich folglich die gleichen
tumorassoziierten Expressionsmuster von TA-MUC1 nachweisen, wie im invasiven Karzinom.
Im Vergleich mit den bei Mommers et al. verwendeten Antikorpern, die lediglich gegen die
Peptidsequenz von normal- bzw. unterglykosyliertem MUCI1 gerichtet sind, war der hier
verwendete mAk-GGSK-1/30 in der Lage, sein Glykopeptid-Epitop TA-MUCI einerseits
DCIS-spezifisch, ohne Nachweis im gesunden Gewebe, und andererseits in hohem Mafle und
zudem spezifisch, ohne Expression im Gesunden, im DCIS nachzuweisen. TA-MUCI1 wies im
DCIS hierbei ein é&hnliches subzelluldres Expressionsmuster auf, wie im invasiven

Mammakarzinom.

Zusammenfassend konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass die spezifischen
tumorassoziierten Molekiil-Modifikationen von MUCI, die zu der Entstehung des
Glykopeptid-Epitops TA-MUCI1 fiihren, bereits in nicht-invasiven Vorstufen des
Mammakarzinoms nachweisbar sind. Aufgrund seiner exzellenten und spezifischen
Nachweismoglichkeit im DCIS stellt TA-MUCI1 daher einen potenziell geeigneten

immunhistologischen Marker im Friih- und Vorstadium des Mammakarzinoms dar.
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5.3 Bedeutung des subzelluliren Expressionsmusters von TA-MUC1 im

Mammakarzinom

Im gesunden Brustdriisengewebe wird das membranstindige Glykoprotein MUCI in seinem
physiologischen Expressionsmuster rein apikal auf der Zelloberfliche exprimiert (81). Durch
einen Verlust der Zellpolaritit, bspw. im Rahmen der Tumorgenese kommt es zu einer
Umverteilung des MUC1-Molekiils iiber die gesamte Zellmembran, was zu der Entstehung
neuer aberranter subzelluldrer Verteilungsmuster fiihrt (9). In mehreren Vergleichsstudien
konnten bereits signifikante Zusammenhdnge zwischen dem subzelluldren Expressionsmustern
von MUCI1 im Tumorgewebe und dem prognostischen Verlauf von Brustkrebspatientinnen

nachgewiesen werden (130, 169-171).

Hinsichtlich der subzelluldren Lokalisation des GGSK-1/30-Epitops TA-MUCI1 wurde in
unterschiedliche einfach-positive (rein zytoplasmatisch (c) und rein membranstindig (m)) und
in gemischt-positive (iiberwiegend zytoplasmatisch (cm) und iiberwiegend membranstindig
(mc)) Expressionsmuster unterschieden. Alle hier untersuchten Tumorschnitte wiesen
zumindest Anteile einer zytoplasmatischen TA-MUC]1-Lokalisation auf (cm, mc und c). Haufig
iiberwog hierbei der zytoplasmatische gegeniiber dem membranstindigen Anteil (cm=74%)
oder es zeigte sich ein rein zytoplasmatisches Verteilungsmuster (c=12%). Seltener wurde TA-

MUCI iiberwiegend membranstindig exprimiert (mc=14%).

Das hier nachgewiesene betont-zytoplasmatische Expressionsmuster von TA-MUCI (86% der
Tumorproben wiesen eine rein zytoplasmatische, oder gemischte, iiberwiegend
zytoplasmatische Expression auf) unterscheidet sich von den Expressionsmustern
verschiedener tumorassoziierter MUC1-Epitope anderer Vergleichsstudien. Unter Verwendung
des monoklonalen Antikérpers PankoMab-GEX, der, dhnlich wie GGSK-1/30 gegen ein
Glykopeptid-Epitop von MUCI gerichtet ist, zeigte sich in etwa 40% der untersuchten Tumoren
ein rein membranstindiges Verteilungsmuster des untersuchten MUC1-Epitops (171). Ein rein
membranstindiges Expressionsmuster lie sich fir TA-MUCI hingegen in keiner der
untersuchten Tumorproben in dieser Arbeit nachweisen. In weniger als 6% der Tumoren liel3
sich in der PankoMab-Studie ein rein zytoplasmatisches Verteilungsmuster nachweisen, fiir
TA-MUCI1 wiederum zeigte sich dies etwa doppelt so hdufig in 12% der Tumorproben (171).
In einer zweiten Antikorperstudie von Rahn J. et al. (2001) konnte, mittels des Antikorpers
mAk-B27.29, der an einer charakteristischen Peptidsequenz von MUCI bindet, in rund 81%
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der Tumorschnitte ein gemischtes Expressionsmuster mit membranstindigen und
zytoplasmatischen Anteilen des MUCI1-Epitops nachgewiesen werden (130). Dieses
Verteilungsmuster deckt sich mit dem fiir TA-MUCI1 nachgewiesenen iiberwiegend gemischten

Expressionsmusters (cm- und me-TA-MUCI in = 88% aller Tumoren).

Bei Betrachtung unterschiedlicher MUCI-Studien findet sich eine grofle Varietdt der
beschriebenen subzelluldren Expressionsmustern von MUCI im Mammakarzinom. Die
mitunter sehr unterschiedliche Beschreibung in der Literatur ldsst sich durch zwei Faktoren
erkliren: Zum einen existiert in den Vergleichsstudien keine einheitliche Unterteilung
hinsichtlich des subzelluldren Verteilungsmusters. Bspw. wird neben einer zytoplasmatischen
und membranstindigen Lokalisation in anderen Studien zudem in ein apikales-,
mikrokanalikuldres- oder basolaterales-Expressionsmuster unterschieden (130, 169). Zum
anderen wurden in den verschiedenen MUCI-Studien tatséchlich sehr unterschiedliche
tumorassoziierte Varianten eines Glykoproteins untersucht. Verschiedene Prozesse wihrend
der Tumorgenese flihren zu biochemischen Modifikationen des MUCI1-Molekiils, wodurch
eine grofle Zahl unterschiedlicher (Glyko)-Peptid-Epitope entstehen (146). Die jeweiligen
tumorassoziierten MUC1-Epitope lassen sich durch eine Reihe spezifischer monoklonaler
Antikorper nachweisen (147). Einige dieser Antikdrper binden an einer durch verminderte
Glykosylierung freigelegten Peptidsequenz des MUC1-Peptids (130), andere Antikorper, wie
der hier verwendete monoklonale Antikérper GGSK-1/30, binden an spezifische Kohlenhydrat-
Epitopen auf der Peptidsequenz (11, 171). Letztlich fiihren beide Faktoren, sowohl die
methodischen Unterschiede als auch die grole Varietdt an tumorassoziierten MUC1-Formen,
dazu, dass ein einfacher Vergleich der Literatur in Bezug auf das subzelluldren

Verteilungsmuster von MUCI nicht moglich ist.

Die unterschiedlichen Nachweismoglichkeiten mittels verschiedener MUC1-Epitope, bedingt
durch Unterschiede in ihrer Molekiilstruktur und ihrem Verhalten im Tumorgewebe, haben
unmittelbaren Einfluss auf die diagnostische und prognostische Wertigkeit des jeweiligen
MUCI1-Antikorpers. Fiir GGSK-1/30 zeigte sich, dass dieser in der Lage ist, sein MUC1-Epitop
héiufiger als andere MUC1-Antikdrper auch in membranstdndiger Lokalisation nachzuweisen.
Eine membranstindige, respektive apikale MUCI-Lokalisation stellt hierbei das
physiologische subzelluldre Expressionsmuster von MUC1 im Brustkrebsgewebe dar (1, 9).

Hieraus lédsst sich schlieBen, dass ein membranstindig-betontes Expressionsmuster im
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Tumorgewebe aus einer weitestgehend erhalten Zellpolaritit und -integritit resultiert. Dies
wiederum spricht fiir ein besser differenziertes friihes Tumorstadium, was grundsitzlich mit
einer glinstigeren Prognose einhergeht. Es ist denkbar, dass GGSK-1/30 dadurch in der Lage
ist, sein Epitop TA-MUCI1 bereits zu einem fritheren Zeitpunkt im Tumorgewebe zu
detektieren, wihrend andere MUC1-Antikorper lediglich in der Lage sind, ihr MUC1-Epitop
erst mit fortgeschrittenen Differenzierungsgrad in aberranter, nicht langer membransténdiger

Lokalisation nachzuweisen.

In Ubereinstimmung mit diesen Ausfiihrungen konnte in dieser Studie eine signifikante
Korrelationen zwischen einer membranstindigen TA-MUCI1-Lokalisation im Tumorgewebe
und einem prognostisch giinstigeren Verlauf von Brustkrebspatientinnen nachgewiesen werden

(su. 54 TA-MUCI1 als unabhingiger Prognostikator des Mammakarzinoms).

Zusammenfassend ist der monoklonale Antikdrper GGSK-1/30 in der Lage, sein Glykopeptid-
Epitop TA-MUC1 sowohl in aberranter subzellulirer als auch physiologischer
membranstindiger Lokalisation im Tumorgewebe des Mammakarzinoms nachzuweisen. TA-
MUCI scheint hierbei, wie alle tumorassoziierten MUCI1-Epitope, ein charakteristisches
Expressionsmuster aufzuweisen, welches fiir TA-MUCI als gemischtes, iiberwiegend
zytoplasmatisch Verteilungsmuster beschrieben werden kann. Nichtsdestotrotz l4sst sich TA-
MUCI, insbesondere im Vergleich mit anderen tumorassoziierten MUC1-Epitopen, hdufiger
auch in membranstindiger Lokalisation nachweisen, was fiir die diagnostische und

prognostische Wertigkeit von GGSK-1/30 von entscheidender Bedeutung ist.

5.4 Zusammenhang zwischen Tumorbiologie und TA-MUCI-Expression im

Mammakarzinom

In den Korrelationsanalysen zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Hohe
der Gesamtexpression von TA-MUC1 im Tumorgewebe und dem Grading. In Tumoren des
G1-Stadiums wurde TA-MUCI schwiécher exprimiert als in weniger gut differenzierten G2-
und G3-Tumoren. Mehr als 60% der Gl-Tumoren zeigten eine TA-MUCI-Expression
unterhalb des Medians, wohingegen rund 80% der G2-Tumoren eine Expression oberhalb des
Medians aufwiesen. Neben dem Grading zeigte sich zudem ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der Gesamtexpression von TA-MUCI und der Tumorhistologie. So wurde TA-
MUCI im muzindsen Mammakarzinom signifikant schwécher exprimiert als im Tumorgewebe

invasiver Karzinome ohne speziellen Typ (NST) oder in Tumoren des lobuldren Typs (p=0,002
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und p <0,001). 100% der muzindsen Karzinome wiesen eine Gesamtexpression unterhalb des
Medians auf. Am stirksten fiel die Expression von TA-MUCI1 im invasiv-lobuldren
Mammakarzinom aus. Hier zeigte sich eine signifikant stirkere Expression als in Tumoren des
muzindsen Typs (p <0,001) oder NST-Tumoren (p=0,045). Rund 80% der invasiv-lobulidren

Tumoren wiesen eine TA-MUCI1-Expressions oberhalb des Medians auf.

Das Tumorgrading beinhaltet die Beurteilung des histologischen Differenzierungsgrades und
der Zellmorphologie im Tumorgewebe im Vergleich mit dem physiologischen Gewebe (172).
Verschiedene Parameter, wie eine erhohte Zellteilungsrate, ein Verlust der Zellpolaritéit sowie
das Ausmal an Zell- und Kernformvariationen sprechen fiir einen schlechten
Differenzierungsgrad. Das Tumorgrading erlaubt Riickschliisse auf das Malignitatspotential
und somit auf die Prognose des klinischen Verlaufs (173, 174). Da sich die histologischen
Subtypen des Mammakarzinoms untereinander in ihrem Differenzierungsgrad, ihrem
Wachstumsmuster und ihrem Ursprungsgewebe unterscheiden, konnen anhand der
Tumorhistologie ebenfalls prognostische Zusammenhinge hergestellt werden. So treten im
muzindsen Mammakarzinom in der Regel seltener Lymphknoten-Metastasen auf als in
Karzinomen der anderen Histologien. Zudem weisen Patientinnen dieses Subtyps meist ein
besseres klinisches Outcome auf als bspw. Patientinnen mit einem hdufig multizentrischen

Tumor des NST-Typs (175-177).

In Bezug auf die Tumorhistologie stehen die Ergebnisse aus den Korrelationsanalysen zur
Gesamtexpression von TA-MUCI1 im Einklang mit den Ergebnissen anderer Studien, wie der
von Matsukita, S. et al. (2003), die in ihrer Arbeit verschiedene Antikérper zum MUCI-
Nachweis im Tumorgewebe verwendeten. Bei Matsukita, S. et al. wiesen muzindse Karzinome
ebenfalls eine signifikant schwéchere Gesamtexpression von tumorassoziierten MUCI1 auf als
NST-Tumoren. Matsuki, S. et al. setzten die nachgewiesene schwichere MUC1-Expression mit
dem giinstigeren Differenzierungsgrad und der weniger aggressive Tumorbiologie des

muzindsen Subtyps in Zusammenhang (178).

Hinsichtlich des Tumorgradings divergieren die Ergebnisse der Korrelationsanalysen aus den
Vergleichsstudien. Dian, D. et al. (2009) untersuchten die diagnostische Wertigkeit des
monoklonalen Antikdrpers PankoMab-GEX, der, wie GGSK-1/30 auch, gegen ein

tumorassoziiertes Glykopeptid-Epitop von MUCI1 gerichtet ist. Sie verglichen diesen mit zwei
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bereits etablierten MUC1-Antikorpern. Anhand von PankoMab-GEX konnte keine signifikante
Korrelation zum Tumorgrading hergestellt werden, anders als durch einen Nachweis mittels der
Vergleichsantikorper. Unter Verwendung von mAk-DF3 zeigte sich eine signifikant
schwichere MUCI1-Expression im Tumorgewebe von G3-Tumoren als in Tumoren des G2-
Stadiums. Durch einen Nachweis mittels des MUCI1-Peptid-Antikdrpers VU4HS zeigte sich
wiederum eine konkordant zum Grading zunehmende Gesamtexpression im Tumorgewebe.
G3-Tumoren wiesen folglich eine stirkere MUC1-Expression auf als Tumoren der niedrigeren
Grading-Stadien (179). In Ubereinstimmung mit Dian et al. zeigte TA-MUC1 in G2-Tumoren
eine hohere Gesamtexpression als in G1-Tumoren. Anders als bei einem Nachweis mittels
VU4HS5 lieB sich fir das GGSK-1/30-Epitop TA-MUCI jedoch keine steigende
Gesamtexpression in G3-Tumoren beobachten, sondern es zeigte sich, dhnlich wie bei einem

Nachweis mittels mAk-DF 3, eine tendenziell niedrigere Expression als in G2-Tumoren.

Die Entstehung der durch GGSK-1/30 nachweisbaren sialylierten Core-Struktur (sialyliertes
Thomsen-Friedenreich-Antigen, S77) vom TA-MUCI resultiert aus einer verminderten
Glykosyltransferasen- und einer verstirkten Sialyltransferasen-Aktivitdt im Tumorgewebe. Im
frithen Stadium des Mammakarzinoms zeigt sich hédufig eine noch erhaltene bzw.
physiologische Transferasen-Aktivitit (146). Dies konnte erkldren, weshalb die
Gesamtexpression des aberranten Glykopeptid-Antigens TA-MUC1 im Tumorgewebe von G1-
Tumoren und in besser differenzierten Tumoren des muzindsen Subtyps insgesamt niedriger
ausfillt. Widerspriichlich hierzu liel sich auf der anderen Seite keine hohere TA-MUCI1-
Expression im Tumorgewebe schlechter differenzierter G3-Tumoren nachweisen. Es scheint
daher, dass das Ausmal} der TA-MUCI1-Expression im Tumorgewebe nicht ausschlieBlich tiber
Verdnderungen in der Transferasen-Aktivitit und den hierdurch bedingten Molekiil-
Modifikationen im Tumorgewebe bestimmt wird. Vielmehr zeigte sich in dieser Arbeit, in
Ubereinstimmung mit anderen MUCI1-Antikorperstudien, dass das AusmaB der
Gesamtexpression von TA-MUCI tatsdchlich in hohen MaBlen von der subzelluldren
Lokalisation des Antigens im Tumorgewebe abhingig ist (130, 171, 180). Tumoren mit einem
rein zytoplasmatischen Expressionsmuster von TA-MUC1 wiesen eine deutlich schwichere
Gesamtexpression im Tumorgewebe auf als Tumoren mit tiberwiegend membranstandiger TA-
MUCI-Lokalisation (s. 4.4 TA-MUCI-Expression in Abhédngigkeit der subzelluldren
Lokalisation). Hinsichtlich der Korrelationen mit histopathologischen Tumormerkmalen sollte
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folglich sowohl die Gesamtexpression als auch die subzelluldre Lokalisation von TA-MUC1

im Tumorgewebe beriicksichtigt werden.

In Ubereinstimmung mit den Korrelationen zur Gesamtexpression zeigten sich signifikante
Zusammenhdnge zwischen der subzelluliren Lokalisation von TA-MUC1 wund der
Tumorhistologie. NST-Tumoren wiesen hiufiger als erwartet ein gemischtes, iiberwiegend
zytoplasmatisches Verteilungsmuster auf (c¢m). Tumoren vom muzindsen Subtyp zeigten
hingegen signifikant hdufiger als erwartet ein rein zytoplasmatisches Expressionsmuster im
Tumorgewebe (c¢). Im Tumorgewebe muzindser Mammakarzinome lieBen sich folglich
einerseits eine insgesamt niedrigere Gesamtexpression und andererseits ein hdufig rein
zytoplasmatisches Expressionsmuster von TA-MUCI1 nachweisen. Dieser Zusammenhang
erscheint insofern kongruent, als dass ein zytoplasmatisches Expressionsmuster in weiteren
Korrelationsanalysen mit einer signifikant niedrigeren Gesamtexpression von TA-MUCI1 im

Tumorgewebe einherging.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass das Glykopeptid-Epitop TA-MUCI1 im Tumorgewebe
muzindser Mammakarzinome insgesamt schwécher und hiufig rein zytoplasmatisch exprimiert
wird. In Anbetracht des signifikanten Zusammenhangs mit der weniger aggressiven
Tumorbiologie des muzindsen Subtyps und eines damit einhergehenden giinstigeren klinischen
Verlaufs (175-177), lassen sich so anhand des Expressionsmusters von TA-MUCI
Riickschliisse auf die Prognose von Brustkrebspatientinnen ziehen. Um die Relevanz von TA-
MUCT als prognostischen Marker im Mammakarzinom néher zu beschreiben, wurde zudem

der Einfluss von TA-MUC1 auf das Uberleben und den weiteren klinischen Verlauf untersucht.

5.4 TA-MUCI1 als unabhiingiger Prognostikator des Mammakarzinoms

Einfluss der Gesamtexpression von TA-MUC1 auf den klinischen Verlauf von

Brustkrebspatientinnen

In einer fritheren Antikorperstudie von Stergiou, N. et al. (2019) wurde der Einfluss des
Glykopeptid-Epitops TA-MUCI auf den klinischen Verlauf von Brustkrebspatientinnen
innerhalb eines Kollektivs von 144 Hormonrezeptor-positiven Mammakarzinomen untersucht.
Anhand der Firbereaktion mit GGSK-1/30 erfolgte eine Unterscheidung des Kollektivs in TA-
MUCT-positive (IRS >1) und TA-MUCI1-negative Tumoren (IRS=0). AnschlieBend wurden
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die Uberlebenszeiten der beiden Patientengruppen in Bezug auf das Metastasen- (MFS) und
krankheitsfreie Uberleben (DFS) verglichen. Es konnten dabei keine signifikanten
Zusammenhinge zwischen der TA-MUC1-Expression im Tumorgewebe und dem MFS oder

DFS nachgewiesen werden (15).

In dieser Studie wurde die prognostische Bedeutung von TA-MUC1 im Mammakarzinom
anhand eines groferen und heterogenen Kollektivs von Brustkrebspatientinnen untersucht. Im
Unterschied zu Stergiou et al. erfolgte in dieser Arbeit eine Unterteilung der Gesamtexpression
von TA-MUCI1 anhand des Medians (unterhalb: IRS 0-6 und oberhalb: IRS 8-12), wobei eine
Gesamtexpression unterhalb des Medians als niedrige und eine Expression oberhalb des
Medians als hohe TA-MUCI1-Expression gewertet wurde. In Bezug auf das Gesamtiiberleben
zeigten Patientinnen mit einer hohen TA-MUCI1-Expression eine iiberlegene 3- und 5-Jahres-
Uberlebensrate (JUR). Hinsichtlich des Metastasenfreien-Uberlebens (MFS) wiesen
Patientinnen mit einer hohen TA-MUC 1-Expression eine tendenziell bessere Uberlebenszeit
auf (Abb.70). Mit Blick auf das DFS war eine hohe 74-MUC-Expression im Tumorgewebe
mit einem gleichmifBig besseren Verlauf assoziiert und TA-MUCI1 bewies sich als signifikanter
unabhingiger Prognostikator. Die Ergebnisse legen nahe, dass eine hohe TA-MUCI-
Expression im Tumorgewebe mit einem insgesamt giinstigeren Verlauf assoziiert ist. In Bezug
auf das Krankheitsfreie-Uberleben bewies sich TA-MUC1 zudem als ein signifikanter

unabhingiger prognostischer Marker des Mammakarzinoms.

Es finden sich einige MUC1-Antikdrperstudien, die hinsichtlich der prognostischen Bedeutung
vergleichbare Ergebnissen fiir ihre jeweiligen Epitope zeigen konnten, wie fiir TA-MUCI.
Zusammenfassend existiert in der Literatur jedoch keine Einigkeit, was sich durch mehrere
Faktoren erklédren l4sst: Zum einen existieren grofle Unterschiede im Studiendesign. Die Grofe
des Patientenkollektivs (Vgl. 82 Patienten (Parham et al. (180)) und 1447 Patienten (Rakha et
al. (128)), die Liange des Beobachtungszeitraums oder die betrachteten primiren Endpunkte
(DFS, MFS, RFS oder Gesamtiiberleben) variieren innerhalb der verschiedenen Studien stark.
Zum anderen stellen sich die verschiedenen Patientenkollektive sehr unterschiedlich dar und
unterscheiden sich anhand der Patienten- und Tumormerkmalen. Bei Ceriani et al. und Stergiou
et al. wurden bspw. ausschlieflich Hormonrezeptor-positive Brustkrebspatientinnen in die
Studie eingeschlossen (12, 184)). Ein weiterer methodischer Unterschied besteht darin, dass der

Begriff einer hohen oder niedrigen MUC1-Expression nicht einheitlich definiert ist. Es finden
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sich verschiedene Einteilungen und unterschiedliche Vorgehensweisen bei den immunhisto-
chemischen Auswertungen unterschiedlicher Studien. In den meisten Arbeiten wird ein
semiquantitativer Score verwendet, der sich &hnlich bzw. gleich zu dem in dieser Studie
angewandten IR-Score berechnen ldsst. Hierbei wird die Kombination aus den Anteilen
positiver Tumorzellen und der Férbeintensitit im Tumorschnitt beurteilt (128, 180, 181, 183,
184). Andere Arbeiten bewerteten hingegen lediglich den prozentualen Anteil positiv gefarbter
Tumorzellen im Schnitt (127), oder es wurde ein selbst bestimmter Cut-off-Wert gewéhlt, ab

dem eine Gesamtexpression als positiv gewertet wurde (15, 171).

Als letzte und vermutlich entscheidendste Ursache fiir die Diskrepanz in den
Literaturergebnissen dient die bereits angesprochene Diversitit in der Biologie der in den
Studien verwendeten unterschiedlichen MUCI1-Antikdrper. Je nach Glykosylierungsmuster
und spezifischer Molekiil-Modifikation im Tumorgewebe entstehen unterschiedliche
immunogene MUCI-assoziierte Peptid- und Kohlenhydratstrukturen, gegen die jeweils
verschiedene MUCI1-Antikorper gerichtet sein konnen. Die Varietit der tumorassoziierten
MUCI1-Epitope spiegelt sich in der enormen Vielfalt an bereits existierenden MUCI-
Antikorpern wider (147). Zusammengefasst ist also die prognostische Wertigkeit der
verwendeten Antikorper abhidngig von dem Expressionsmuster und dem biologischen
Verhalten ihrer tumorassoziierten MUC1-Epitope im Tumorgewebe und sollte daher fiir sich

stehend betrachtet werden.

Die Zielstruktur des monoklonalen Antikdrpers GGSK-1/30 liegt in einer 22 Aminosduren
langen Peptidsequenz der VNTR-Doméne von MUCI, welche die beiden immundominanten
Dominen PDTR und GSTA beinhaltet. An der Serin-17-Seitenkette findet sich hier eine
glykosidisch gebundene sialylierte Core-1-Struktur (Thomsen-Friedenreich-Antigen, Serin-17-
STn) welche zusammen mit einer spezifischen Peptidsequenz das Glykopeptid-Epitop TA-
MUCI bildet (14). Im Gegensatz zu vielen anderen MUC1-Antikorpern ist GGSK-1/30 folglich
nicht gegen die reine Peptidsequenz, sondern gegen ein spezifisches Glykopeptid innerhalb der
VNTR-Doméne von MUCI gerichtet. Das immunogene Potential des Glykopeptid-Epitops
TA-MUCI1 wird dabei maB3geblich durch die enthaltene Serin-17-STn-Struktur definiert (12,
14).
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Das Glykosylierungsmuster von tumorassoziiertem MUCI1 wird durch die Aktivitit
verschiedener substrat- und ortsspezifischer Glykosyltransferasen im Epithelgewebe bestimmt
(1). Aufgrund einer verminderten Transferasen-Aktivitdt im Tumorgewebe kommt es zu einem
gestorten Aufbau der normalerweise weit verzweigten Kohlenhydratstruktur von MUCI.
Dadurch entstehen verkiirzte Zwischenprodukte von ,unreifen” O-Glykan-Vorstufen, wie
bspw. dem bereits angesprochenen sialysierten Thomsen-Friedenreich-Antigen (S7n,
Neu5Aca2-6GalNAco-O-Ser/Thr) (9, 185). In fritheren Studien konnte gezeigt werden, dass das
STn-Antigen im Tumorgewebe verschiedener Karzinome liberexprimiert vorliegt, und dariiber
hinaus die Hohe der Gesamtexpression mit dem prognostischen Verlauf korreliert (186-189).
Blixt, O. et al. (2011) gelang es zudem, hohe Titer an Autoantikdrper im Blutserum von
Brustkrebspatientinnen nachzuweisen, die gegen aberrante Glykopeptid-Strukturen von MUC1
gerichtet waren (S77-MUCI und core-3-MUCT1) (190). Diese spezifischen Antikdrper waren
schon im frithen Tumorstadium nachweisbar, wohingegen die Serumproben gesunder Frauen
durchweg negativ ausfallen. Es zeigte sich, dass hohe S7n- und core-3-MUC1-Antikdrpertiter
im Serum mit einem signifikant verringerten Risiko fiir das Auftreten von Fernmetastasen
sowie einem prognostisch giinstigeren klinischen Verlauf einhergingen. Daraus schlussfolgerte
man, dass die zirkulierenden Autoantikérper im Serum in der Lage sind, eine Immunantwort
gegen Glykopeptid-Strukturen auf tumorassoziierten MUC]1 zu induzieren, die wiederum in
einer Suppression von Fernmetastasen und einem verzogerten Krankheitsprogress resultiert

(190).

In Ubereinstimmung hierzu konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine hohere
Expression des tumorassoziierten S7n-Glykopeptids TA-MUCI1 im Tumorgewebe mit einem
besseren krankheitsfreien Uberleben (DFS) und einem signifikant niedrigeren Risiko fiir
Fernmetastasen und/oder Rezidiven einhergeht. Konkordant dazu wiesen Patientinnen mit einer
hohen TA-MUCI1-Expression zudem signifikant hdufiger eine positive Progesteronrezeptor-
Expression im Tumorgewebe auf, was ebenfalls mit einem nachweislich niedrigeren Risiko fiir
Fernmetasten, einem lingeren krankheitsfreien Uberleben und einem insgesamt giinstigeren
klinischen Verlauf assoziiert ist (191-193). Vor diesem Hintergrund scheint es plausibel, dass
das Tumorantigen TA-MUCI eine immunogene Glykopeptid-Struktur im Tumorgewebe des
Mammakarzinoms darstellt, welche, in Ubereinstimmung mit Blixt et al., in der Lage ist, eine
Autoantikorper-vermittelte Anti-TA-MUCI1- (=Anti-Tumor-) Immunantwort im Serum zu

induzieren, auf die sich der hier beobachtete Zusammenhang zuriickfiihren ldsst. Dies wiirde
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weiterhin bedeuten, dass das tumorspezifische TA-MUCI1 ein geeignetes Target fiir eine
zielgerichtete Tumortherapie fiir Brustkrebspatientinnen darstellt und der synthetisch
hergestellte anti-TA-MUCI-Antikorper GGSK-1/30 fiir therapeutische Zwecke verwendet

werden konnte.

Einschrinkend muss erwihnt werden, dass neben einem nachgewiesenen Einfluss der TA-
MUCI-Expression auf das krankheitsfreie Uberleben (DFS) kein Einfluss auf das
Gesamtiiberleben oder metastasenfreie Uberleben nachgewiesen werden konnte. Zudem stehen
der Nachweis einer schwachen TA-MUCI1-Expression in niedrig malignen G1-Tumoren sowie
im Tumorgewebe prognostisch giinstigerer muzindser Karzinome im Kontrast zu dem
nachgewiesenen Einfluss der TA-MUCI1-Expression auf das DFS. Eine alleinige Betrachtung
der Gesamtexpression im Tumorgewebe scheint daher nicht hinreichend geeignet, um die
prognostische Bedeutung von TA-MUCI im Mammakarzinom zu beschreiben. In
Zusammenschau der Ergebnisse zeigte sich vielmehr, dass hierfiir die Gesamtexpression im
Tumorgewebe mit dem subzelluldre Expressionsmuster von TA-MUC1 im Zusammenhang

betrachtet werden muss.

Eine hohe, iiberwiegend membranstindige TA-MUCI1-Expression ist mit einem signifikant

besseren Gesamtiiberleben und einem giinstigeren klinischen Verlauf assoziiert

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine starke und tiberwiegend membranstdndige
Expression von TA-MUC1 im Tumorgewebe mit einem besseren Krankheitsverlauf
einhergeht. Mc-TA-MUCI-Tumoren wiesen eine prognostisch gilinstigere Tumorhistologie
auf; Patientinnen mit membranstindig betontem Expressionsmuster zeigten zudem ein
gleichmiBig tiberlegenes DFS und MFS. Diese Beobachtung deckt sich mit verschiedenen

Vergleichsstudien zur MUC1-Expression im Mammakarzinom.

In der Studie von Ceriani, R.L. et al. (1992) war eine hohe membranstindige MUCI-
Expression, nachgewiesen durch den MUC1-Peptid-Antikdrpers BrE-3, mit einem signifikant
besseren Gesamtiiberleben und einem niedrigen Rezidivrisiko assoziiert (184). Weitere Studien
von van der Vegt et al. (2007) und Heublein et al. (2015) kommen zu &dhnlichen Ergebnissen.
Unter Verwendung des MUC1-Antikorpers mAb214D4 zeigte sich bei van der Vegt et al. ein
signifikant besseres Gesamtiiberleben sowie ein reduziertes Rezidivrisiko fiir Patientinnen mit

einer positiven und zugleich membranstindigen MUC1-Expression im Tumorgewebe (169).
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Heublein et al., die mit dem Antikdrper PankoMab-GEX einen mit GGSK-1/30 vergleichbaren
Glykopeptid-Antikdrper verwendeten, berilicksichtigten in ihrer Studie lediglich das
subzelluldre Expressionsmuster von MUCI1, unabhdngig von der Gesamtexpression. Ein rein
membranstindiges Expressionsmuster war auch hier mit einem signifikant besseren

Gesamtiiberleben und einem insgesamt giinstigeren klinischen Verlauf assoziiert (171).

Im physiologischen Zustand wird das membranstindige Muzin MUCI1 auf der apikalen
Zelloberfliche von Epithelien exprimiert. Uber einen Erhalt der Zellintegritit triigt es zu einer
natiirlichen Barriere gegeniiber &ufleren FEinfliissen bei und {ibernimmt wichtige
Schutzfunktionen auf der Epithelzelle (81). Ein Verlust der Zellpolaritdt im Rahmen von
malignen Prozessen fiihrt zu einer Umverteilung von MUCI {iber die gesamte Zellmembran.
Durch neu entstehende Interaktionen mit basolateralen Rezeptor-Tyrosinkinasen werden so
MUCT-induzierte Signalwege, wie der ERBB2-Signalweg, aktiviert. Diese bewirken eine
Funktionsstorung der tight junctions und Zelladhisionsmolekiilen, was letztendlich in einem
Polaritatsverlust der Zelle und einem Fortschreiten der malignen Transformation resultiert (1,
9). Mit zunehmender Entartung der Epithelzelle ist folglich zu erwarten, dass MUC1 vermehrt
in seiner nicht-physiologischen aberranten subzelluldren-Lokalisation exprimiert wird.
Umgekehrt steht ein iiberwiegend membranstindiges Expressionsmuster fiir eine weitgehend
erhaltene Zellintegritit und Differenzierungsgrad, was einem fritheren Stadium der malignen
Transformation entspricht. Der in dieser Arbeit nachgewiesene positive prognostische Einfluss
einer hohen membranstindigen TA-MUCI-Expression im Tumorgewebe steht hiermit im
Einklang. Anhand des Expressionsmusters von 7A-MUC! im Tumorgewebe lassen sich somit
bereits im frithen Tumorstadium Riickschliisse auf den weiteren Krankheitsverlauf von

Brustkrebspatientinnen ziehen.

Eine hohe zytoplasmatische TA-MUCI1-Expression ist mit einem prognostisch ungiinstigen

klinischen Verlauf assoziiert

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine membranstindig-betonte TA-MUCI-
Expression, als Indikator fiir einen funktionell erhaltenen Differenzierungsgrad und weitgehend
intakte Signalwege, mit einem giinstigeren klinischen Verlauf einhergeht. Wie in den meisten
Vergleichsstudien nachgewiesen wurde, spiegelt eine aberrante, zytoplasmatische MUCI-
Expression im  Tumorgewebe wiederum einen Verlust des physiologischen

Differenzierungsgrad mit fehlerhaften bzw. gestorten Signalwegen da. Dies begiinstigt die

136



5. Diskussion

Uberlebens- und Wachstumsprozesse der Tumorzelle und resultiert letztendlich in einem
erhohten Risiko fiir Fernmetastasen und einem insgesamt schlechteren Krankheitsverlauf (127,
130, 184, 194). In Ubereinstimmung dazu konnte in dieser Arbeit nachgewiesen werden, dass
ein hohes zytoplasmatisches Expressionsmuster von TA-MUC1 mit einem signifikant erhéhten

Risiko fiir Fernmetastasen sowie einem tendenziell schlechteren Gesamtiiberleben einhergeht.

Im Anschluss an die Proteinsynthese im endoplasmatischen Retikulum finden im Golgi-
Apparat O-Glykosylierungsprozesse des MUCI-Proteins statt. AnschlieBend werden die
glykosylierten MUCI1-Molekiile an die Zellmembran transportiert. Uber eine Clathrin-
vermittelte Endozytose werden die membranstindigen MUC1-Molekiils internalisiert und der
Vorgang der O-Glykosylierung so hiufig wiederholt, bis eine terminale Addition von
Sialinséure an die entstehende Glykankette eine weitere Modifizierung des - inzwischen stark
glykosylierten - MUC1-Molekiils determiniert (195, 196). Eine reduzierte bzw. fehlende N-
Acetylglucosaminyltransferase-Aktivitdt fiihrt zu einer verminderten Glykosylierung von
MUC1 im Tumorgewebe und zur Entstehung verkiirzter MUCI1-Glykopeptidstrukturen
(Core2-Strukturen). Eine verstirkte Sialyltransferasen-Aktivitit im Tumorgewebe bewirkt,
durch ein Anfligen endsténdiger Sialinsdure als ,,Stoppsignal®, einen vorzeitigen Abbruch der
Glykanketten-Synthese von MUCI. Intrazellulér fiihrt dies zu einer Akkumulierung sialylierter
und stark verkiirzter MUC1-Glykopeptide im Tumorgewebe (185).

TA-MUCI, in seiner rein zytoplasmatischen Lokalisation, stellt ein solches aberrantes
verkiirztes sialyliertes MUC1-Glykopeptid dar (13,15). Zytoplasmatisch exprimiert scheint
TA-MUCI1 einen Tumorprogress-fordernden Einfluss auf die Epithelzelle zu haben, was in
einem schlechteren klinischen Outcome der Patientinnen mit zytoplasmatischen
Expressionsmuster resultiert. In diesem Zusammenhang fanden Li, Y. et al. (1998) Hinweise
darauf, dass zytoplasmatisch exprimiertes MUCI im Tumorgewebe mit intrazelluldren
Strukturproteinen, wie dem am Wn¢-Signalweg und an Zelladhésions-Verbindungen beteiligten
3-Catenin, interagiert. Dies fiihrt zu einer Auflosung der Zellintegritdt, was im nachsten Schritt
eine Bildung von Fernmetastasen begiinstigt (197, 198), (199). Basierend auf diesen
Ergebnissen untersuchten Rahn, J. J., et al. (2001) das Zusammenspiel von MUCI1 und B-
Catenin im Tumorgewebe, um so eine Erklarung fiir den negativ prognostischen Einfluss von

zytoplasmatisch-exprimierten MUC1 zu finden. Allerdings konnte kein signifikanter

137



5. Diskussion

Zusammenhang und dariiber hinaus auch keine alternative Erkldrung fiir die beobachteten

Zusammenhidnge nachgewiesen werden (130).

Durch einen Verlust der Zellpolaritdt im Tumor, was zu einer Umorganisation von MUCI {iber
die gesamte Zellmembran fiihrt, ist MUCI in der Lage, mit den basolateral exprimierten
Rezeptor-Tyrosinkinasen, wie dem epidermal growth factor receptor (EGFR), zu interagieren
und neue, Tumorprogress-fordernde Signalwege zu aktivieren (9). Neben seiner
membranstindigen Form wird MUC1 im Tumor hdufig auch intrazelluldr im Zytosol und
Nucleus exprimiert (119, 145). Bitler, B. G, et al. (2010) konnten erstmals nachweisen, dass
tumorassoziiertes MUC1 und die Rezeptor-Tyrosinkinase @~ EGFR -  welche
physiologischerweise ebenfalls membranstindig und im Tumorgewebe internalisiert und
zytosolisch exprimiert wird (200, 201) - nicht nur in membranstindiger Lokalisation, sondern
auch intrazelluldr miteinander interagieren (202). Somit ist auch zytoplasmatisches MUCI in
der Lage, EGFR-abhingige und tumorwachstumsfordernde Signalwege zu aktivieren (202).
Weiterhin konnten Bitler et al. nachweisen, dass die Internalisierung und der retrograde
Transport von EGFR in das Zytoplasma in Abhédngigkeit von MUCI stattfindet. Im Falle, dass
MUCI nach voriibergehender Aufnahme in die Zelle zur Modifikation im Golgi-Apparat
anschlieBend wieder auf der Zellmembran exprimiert wurde, blieb auch ein intrazelluldrer
Weitertransport von EGFR aus und die Rezeptor-Tyrosinkinase wurde stattdessen zusammen

mit MUCI ,recycelt” und zur Zelloberflache transportiert (202) (s. Abb. 77).

Da ein physiologischer ,,Recycling-Prozess* von MUCI im Tumorgewebe auf Grund einer
verminderten Glykosylierung und einer verstirkten Sialylierung des Molekiils seltener
stattfindet, konnte dies zum einen zu einer vermehrten intrazelluliren Akkumulierung des
aberranten Glykopeptids und zum anderen eine verstérkte intrazelluldre Interaktion zwischen
MUCI1 und EGFR im Tumorgewebe bewirken - wodurch wiederrum intrazelluldre Signalwege
der Tumorzelle aktiviert wiirden. Umgekehrt konnte eine vermehrt membranstindige MUCI -
Expression liber eine reduzierte intrazellulire Aufnahme von EGFR zu einer verminderten

Aktivierung dieser tumorprogressionsfordernden Prozesse auf intrazelluldrer Ebene fiihren.
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Abbildung 69: Die Rolle von MUCI im nuklediren Transport von und wihrend der Interaktion
mit EGFR.

(modifiziert nach Bitler, B. G., et al. (2010), Journal of Cell Science 123, 1716-1723).

A: EGF-Stimulation _in_Abwesenheit von MUCI: EGFR wird iiber Clathrin-vermittelte

Endozytose in die Zelle aufgenommen (1) und anschliefsend entweder retrograd weiter in das
Zytosol transportiert (2) oder intrazelluldr in Lysosomen recycelt (5). Das zytosolische EGFR
wird Importin-f§ 1-vermittelt in den Zellkern aufgenommen (3). In Abwesenheit von MUC1 wird

es nachfolgend erneut ins Zytosol exportiert (4). B: EGF-Stimulation in Anwesenheit von

MUCI: EGFR und MUCI werden gemeinsam internalisiert und tiber retrograden Transport
weiterverarbeitet (1, 2). Beide Molekiile werden Importin-f3 [-vermittelt in den Zellkern
importiert und bilden dort einen gemeinsamen Komplex (3,4). Das im Zellkern akkumulierte
EGFR ist, in diesem Komplex gebunden, in der Lage, mit der RNA-Polymerase 2 zu
interagieren und tiber den Promotor Cyclin DI die Transkription verschiedener an

Zellproliferation und Tumorprogress beteiligter Gene zu aktivieren (5). Im Falle eines
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fehlenden intrazelluldren Transports, mit einer weiterhin membrangebundenen Expression von
MUCI, bleibt auch die Internalisierung von EGFR aus und EGFR wird zuriick zur

Zellmembran transportiert (6).

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ein ausgeprigtes zytoplasmatisches
Expressionsmuster von TA-MUC1 im Mammakarzinom mit einem signifikant erhdéhten
Fernmetastasen-Risiko einhergeht, wohingegen eine hohe membranstindige Expression mit
einem giinstigeren klinischen Verlauf von Brustkrebspatientinnen assoziiert ist. Die
ausgefiihrten Hypothesen stellen eine nachvollziehbare Erkldrungen fiir diesen nachgewiesenen
prognostischen Einfluss des GGSK-1/30-Epitops TA-MUC1 dar. Die in diesem
Zusammenhang postulierte onkongene Wirkung von TA-MUCI unterstreicht sein Potenzial als

target fur die gezielte Immuntherapie im Mammakarzinom.

5.5 Die Bedeutung von TA-MUC1 im triple-negativen Mammakarzinom

Das triple negative Mammakarzinom (engl.: triple negative breast cancer, TNBC) wird durch
eine fehlende Ostrogen- (ER) und Progesteronrezeptor-Expression (PR) sowie eine
ausbleibenden Uberexpression des human epidermal growth factor receptor type 2 (HER2) im
Tumorgewebe definiert. Das TNBC macht schitzungsweise 15% aller Mammakarzinome aus
(203). Im Vergleich mit anderen Mammakarzinom-Subtypen ist das TNBC mit einer
aggressiveren Tumorbiologie, einem hoheren Risiko fiir Fernmetastasen und einem insgesamt
schlechteren Gesamtiiberleben assoziiert (5). Die Prognose des TNBC wird maf3geblich durch
das Ansprechen auf eine Chemotherapie bestimmt, welche weiterhin die einzige kausale
Standardtherapie darstellt (5, 17). Um das klinische Outcome von TNBC-Patientinnen zu
verbessern, ist es - neben einer Verbesserung der diagnostischen Moglichkeiten - notwendig,
die bestehenden systemischen Therapiemoglichkeiten des TNBC, bspw. anhand zielgerichteter
Immuntherapien, zu erweitern (204-206). Sowohl eine erfolgreiche Friihdiagnostik als auch
eine effektive Immuntherapie basieren hierbei zundchst auf der Identifizierung zugénglicher
und tumorspezifischer Antigene im TNBC. Vor diesem Hintergrund wurde in dieser Arbeit die
Expression von TA-MUC1 im Tumorgewebe und dessen Einfluss auf den prognostischen

Verlauf von TNBC-Patientinnen gesondert untersucht.
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Die Expression von TA-MUC1 im TNBC

Tumorassoziiertes MUCI ldsst sich in ca. 90% aller invasiven Mammakarzinome nachweisen
(119). Siroy, A. et al. (2013) konnten zeigen, dass verdndert glykosyliertes MUC1 zudem in
etwa 94% aller dort untersuchten TNBC-Tumoren exprimiert wurde (207). In Bezug auf das
GGSK-1/30-Epitop TA-MUCI1 gelang es Stergiou, N. et al. (2019) dieses in rund 97% aller

untersuchten TNBC-Schnitte nachzuweisen (12).

Innerhalb des hier untersuchten Mammakarzinom-Kollektivs (n=237) waren 42 TNBC-
Tumoren vertreten. In 90,4% der TNBC-Schnitte zeigte sich eine eindeutig positive TA-
MUCI1-Expression im Tumorgewebe (/RS >2). TA-MUCI1 wurde hierbei im TNBC weniger
stark exprimiert als im Gesamtkollektiv: XGesamtkoliektiv IRS=8, X¥TNBC-Kollekiiv IRS=6). In rund 70%
der TNBC lieB sich ein liberwiegend zytoplasmatisches Expressionsmuster nachweisen (cm).
Nur etwa 12% der TNBC, und damit weniger hédufig als im Gesamtkollektiv, zeigten ein
iiberwiegend membranstindiges Expressionsmuster (m¢). In ca. 17% der Fille, hdufiger als bei
Tumoren des Gesamtkollektivs, wurde TA-MUCI ausschlieBlich zytoplasmatisch exprimiert
(c¢). Wie im Gesamtkollektiv wiesen TNBC-Tumoren mit einem zytoplasmatischen
Expressionsmuster eine signifikant schwichere TA-MUCI1-Expression auf als die iibrigen

TNBC- (mc- und c¢m-) Tumoren.

Wie verschiedene Studien zeigen konnten, und in dieser Arbeit bereits ausgefiihrt wurde, wird
tumorassoziiertes MUCI in gut differenzierten Tumoren bzw. in frilhen Tumorstadien
vorwiegend in seiner physiologischen membranstindigen Form exprimiert, wohingegen es sich
in schlechter differenzierten Tumoren vermehrt in aberranter subzelluldrer Lokalisation
nachweisen lasst (130, 169, 171, 180, 208). Vor diesem Hintergrund erscheint es kongruent,
dass TA-MUC1 im TNBC, welches in der Regel eine aggressive Tumorbiologie mit
schlechterem Differenzierungsgrad aufweist, weniger hdufig membranstindig und héufiger
zytoplasmatisch exprimiert wurde als in Tumoren des Gesamtkollektivs. In Ubereinstimmung
hierzu wiesen TNBC-Tumoren mit zytoplasmatischen Expressionsmuster eine signifikant
schwichere Gesamtexpression von TA-MUCI1 auf, was ebenfalls mit einer aggressiveren

Tumorbiologie und einem schlechteren klinischen Verlauf assoziiert ist (127, 182).
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TA-MUCI ist ein prognostischer Marker im triple-negativen Mammakarzinom

Das subzelluldre Expressionsmuster verschiedener tumorassoziierter MUCI-Antigene
korreliert mit dem klinischen Verlauf von Brustkrebspatientinnen (170, 171, 209). Die
Ergebnisse in der Literatur gehen diesbeziiglich auseinander. Dennoch zeigten sich signifikante
Zusammenhdnge zwischen bestimmten aberranten Expressionsmustern von MUCI im
Tumorgewebe und prognosebestimmenden Tumormerkmalen (128, 202, 208). Auch fiir TA-
MUCI konnte ein Einfluss auf den klinischen Verlauf von TNBC-Patientinnen nachgewiesen
werden, wobei ein rein zytoplasmatisches Expressionsmuster mit einem tendenziell
schlechteren Gesamtiiberleben assoziiert war. TNBC-Patientinnen mit einer hohen TA-MUCI1 -
Expression im Tumorgewebe wiesen eine bessere S5-Jahres-Uberlebensrate sowie ein
gleichmiBig besseres Gesamtiiberleben auf. In Bezug auf das subzelluldre Verteilungsmuster
zeigten Patientinnen mit einer rein zytoplasmatischen TA-MUCI-Expression ein insgesamt
schlechteres Gesamtiiberleben im TNBC-Kollektiv. Hierbei muss die kleine Fallzahl im
TNBC-Kollektiv erwdhnt werden, aufgrund derer sich eine fehlende Signifikanz mitunter

erkldren lasst.

In Bezug auf die Gesamtexpression von tumorassoziiertem MUCI existiert, anders als filir das
subzelluldre Expressionsmuster, ein breiter Konsens in der Literatur zum prognostischen
Einfluss im Mammakarzinom. Eine hohe MUCI-Expression ist dabei meist mit einer
prognostisch giinstigeren Tumorbiologie und einem insgesamt besseren klinischen Verlauf
assoziiert, wohingegen eine niedrige, oder gar fehlende, MUC1-Expression mit einem erhohten
Risiko fiir Fernmetasen, einem hdufigeren Lymphknotenbefall und einem insgesamt
schlechteren Outcome einhergeht (130, 169, 181, 210). In Ubereinstimmung hiermit wiesen
TNBC-Patientinnen mit einer niedrigen TA-MUC1-Expression eine tendenziell schlechtere 5-
Jahres-Uberlebesrate (5-JUR) sowie ein schlechteres Gesamtiiberleben auf als Patientinnen mit

einer hohen Gesamtexpression.

Zusammenfassend lésst sich sagen, dass das Glykopeptid-Epitop TA-MUCI1 im Tumorgewebe
des TNBC in dhnlich hohen Mallen exprimiert wird, wie in anderen Mammakarzinom-Formen.
Mit einer Nachweisrate von tliber 90%, bei einer zudem tumorspezifischen Expression, stellt
TA-MUCI einen grundsitzlich geeigneten Tumormarker sowie ein potenzielles Target im
triple-negativen Mammakarzinom dar. Anhand des Expressionsmusters und der

Gesamtexpression von TA-MUCI lassen sich Tendenzen hinsichtlich des Gesamtiiberlebens
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5. Diskussion
und der Prognose von TNBC-Patientinnen ableiten. Sowohl fiir therapeutische als auch fiir

diagnostische Zwecke konnte der monoklonale Antikérper GGSK-1/30 daher im TNBC

gleichermallen Anwendung finden wie im Mammakarzinom als solches.
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6. Fazit und Ausblick

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass das GGSK-1/30-Glykopeptid-Epitop TA-MUCI
hinsichtlich seiner Tumorspezifitit und seiner sensitiven Nachweismoglichkeit im
Tumorgewebe ein geeignetes Tumorantigen im Mammakarzinom darstellt. Zur Verdeutlichung
der universellen  Einsatzmoglichkeit, konnte TA-MUC1 in  unterschiedlichen
Mammakarzinom-Subtypen und Tumorstadien - vom Friihkarzinom bis zum entdifferenzierten
TNBC — in ausgeprédgter Form nachgewiesen werden. Weiterhin bewies sich TA-MUCI als
unabhéngiger Prognostikator des Mammakarzinoms und zeigte einen signifikanten Einfluss auf
das Rezidiv- und Fernmetastasen-Risiko von Brustkrebspatientinnen: Eine hohe
membranstindige TA-MUCI1-Expression war mit einer giinstigere Prognose assoziiert,
wohingegen eine starke zytoplasmatische Expression mit einem schlechteren klinischen
Verlauf einherging. Diese Zusammenhinge lieBen sich zum Teil auch fiir die TA-MUCI-
Expression im TNBC reproduzieren: Im TNBC wurde TA-MUCI seltener membranstindig
und héufiger zytoplasmatisch exprimiert als in den tibrigen Mammakarzinomtypen - was vor
dem Hintergrund des schlechteren klinischen Verlaufs von TNBC-Patientinnen kongruent zu
den bereits nachgewiesenen prognostischen Zusammenhéngen zur TA-MUC1-Expression war.
Die nachgewiesenen Zusammenhénge flihrten zur Formulierung folgender Hypothese:

Membranstindig exprimiertes TA-MUCI stellt eine immunogene Struktur auf
Brustkrebszellen dar und ist dadurch in der Lage, eine effektiven anti-Tumor-Immunantwort zu
induzieren. Ein membranstindiges Expressionsmuster von TA-MUCI ist daher mit einer
giinstigeren Prognose assoziiert. Um diese Hypothese zu verifizieren, wére es interessant, das
hier untersuchte Patientinnen-Kollektiv auf frei-zirkulierende anti-TA-MUC]1-Autoantikdrper
im Blutserum?® zu untersuchen und die Hohe der Antikorpertiter mit dem klinischen Verlauf
dieser Patientinnen zu korrelieren. Sollte sich dann zeigen, dass das in dieser Arbeit
nachgewiesene Expressionsmuster von TA-MUC1 im Tumorgewebe mit dem Ausmal} der
Antikorpertiter im Blut korreliert und beides wiederum {ibereinstimmenden Einfluss auf das
klinische Outcome von Brustkrebspatientinnen hat, so wiirde dies den Nutzen von TA-MUC1
als Tumormarker im Mammakarzinom bestitigen. Anhand der TA-MUCI-Expression im
Tumorgewebe lieBen sich zuverlédssige Riickschliisse auf das Ausmal einer gegen TA-MUCI1

gerichteten Anti-Tumor-Immunantwort in vivo ziehen. Dies bote einen exzellenten

%6 Das Vorliegen von Serumproben zu jeder Tumorprobe war ein Einschlusskriterien fiir das in dieser Arbeit
untersuchte Patientinnen-Kollektiv
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6. Fazit und Ausblick

Ansatzpunkt flir den potenziellen therapeutischen Einsatz des monoklonalen Antikdrpers
GGSK-1/30 fiir die gezielte Krebs-Immuntherapie. Die tatséchliche Einsatzfahigkeit sowie die
therapeutischen Grenzen des TA-MUCI-Antikorpers GGSK-1/30 bleiben abzuwarten.
Nichtsdestotrotz kann optimistisch davon ausgegangen werden, dass sich TA-MUCI, auf
Grund seiner hervorragenden Nachweismoglichkeit, seiner tumorspezifischen Expression und
der nachgewiesenen prognostischen Bedeutung, als Tumorantigen im Mammakarzinom

etablieren wird.
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7. Zusammenfassung

In dieser Arbeit wurde die Expression des neuen tumorassoziierten Glykoproteins ,,TA-MUC1*
im Brustkrebsgewebe untersucht. Ziel war es, die Eignung von TA-MUCI als Tumormarker
und therapeutische Zielstruktur im Mammakarzinom zu beschreiben. Bereits in fritheren
Studien konnte die Expression von TA-MUCI durch den monoklonalen Antikdrper GGSK-
1/30 in Tumorproben von Patientinnen mit Hormonrezeptor-positivem und triple-negativem
Mammakarzinom nachgewiesen werden. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die TA-
MUCI1-Expression in dieser Arbeit erstmals anhand eines groferen und heterogenen
Brustkrebs-Kollektivs untersucht. Wie in den Vorarbeiten erfolgte dies durch ein

immunhistochemisches Nachweisverfahren, bei dem GGSK-1/30 als Primérantikorper diente.

In der immunhistochemischen Auswertung konnte in iiber 92% der untersuchten Tumorproben
eine eindeutig positive TA-MUCI1-Expression nachgewiesen werden; zugleich zeigte sich
keine Expression von TA-MUCI im gesunden Brustdriisengewebe. TA-MUCI1 bewies sich
dadurch zunichst als exzellent nachweisbares und zudem tumorspezifisches Antigen im
Mammakarzinom. Dies war fiir die anschlieBenden Korrelations- und Uberlebenszeitanalysen

von grundlegender Bedeutung.

Im Unterschied zu den bisherigen TA-MUCI-Studien wurde in dieser Arbeit neben der
Gesamtexpression von TA-MUCI1 zudem die subzelluldre Lokalisation des Glykopeptids im
Tumorgewebe beurteilt. Dafiir erfolgte eine Unterscheidung in vier unterschiedliche
Expressionsmuster: ausschlieBlich zytoplasmatisch; ausschlie8lich membranstindig; gemischt-
iiberwiegend zytoplasmatisch oder gemischt-iiberwiegend membranstindig. Anhand eines
Follow-Up mit 241 Brustkrebspatientinnen wurden die Korrelationen zwischen der
Gesamtexpression und der subzelluldren Lokalisation von TA-MUC1 im Tumorgewebe mit
histopathologischen und prognosebestimmenden Faktoren untersucht. Es zeigte sich, dass eine
hohe, membranstindige TA-MUCI-Expression im Tumorgewebe mit einem giinstigeren
klinischen Verlauf assoziiert war, wohingegen eine hohe, zytoplasmatische Expression mit
einer schlechteren Prognose einherging. Zuriickfiihren lieBen sich diese Zusammenhinge auf
die Tatsache, dass membranstindig exprimiertes TA-MUC1 - in seiner physiologischen
Lokalisation - eine immunogene Struktur auf der Oberfliche von Brustkrebszellen darstellt,
wodurch mutmaBlich eine effektive anti-Tumorimmunantwort im Tumorgewebe ausgelost

werden kann und das Tumorwachstum gehemmt wird. Zytoplasmatisch exprimiertes TA-
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7. Zusammenfassung

MUCI hingegen scheint, akkumuliert im Zytoplasma, eine tumorférdernde Wirkung zu
entfalten. Diese resultiert vermutlich mitunter aus einer Interaktion von TA-MUC1 mit aberrant
exprimierten Rezeptor-Tyrosinkinasen im Zytoplasma, was zu der Aktivierung
zellproliferationsfordernder ~ Signalwege und letztendlich einem  unkontrollierten

Tumorwachstum fiihrt.

Sowohl fiir das Ausmal der Gesamtexpression als auch fiir das subzellulidre Expressionsmuster
von TA-MUCI1 im Tumorgewebe lieBen sich in den Analysen signifikante prognostische
Einfliisse nachweisen. In Zusammenschau mit der tumorspezifischen Expression und seiner
exzellenten Nachweisbarkeit im Tumorgewebe bewies sich TA-MUCI1 dadurch als iiberaus
geeignetes Tumorantigen im Mammakarzinom. Der TA-MUCI1-Antikérper GGSK-1/30 stellt
somit ein potenzielles neues Werkzeug fiir die gezielte Diagnostik und Krebsimmuntherapie,

insbesondere fiir Brustkrebsentitéten mit limitierten Therapieoptionen wie dem TNBC, dar.
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