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1 Einleitung

Das Verstandnis fir die molekularen Grundlagen der Tumorbiologie sowie die
Weiterentwicklung personalisierter, zielgerichteter Therapieansatze ist in den letzten Jahren
deutlich gewachsen. Dies spiegelt sich in der Tatsache wider, dass zielgerichtete Therapien
(targeted therapies) und Immuntherapien den groften Anteil aktuell angemeldeter
Neuzulassungen in der Krebstherapie innerhalb der EU ausmachen (2). Als Angriffspunkt
werden molekulare Strukturen genutzt, die wahrend der malignen Transformation von Zellen
neu entstehen oder aberrant im Tumor exprimiert sind. Im Idealfall liegen diese nicht bzw. nur
in geringem Mal in gesunden Zellen vor, so dass durch eine entsprechend zielgerichtete
Therapie das Tumorgewebe spezifisch eliminiert werden kann bei gleichzeitig gunstigerem
Nebenwirkungsprofil. Fir das Mammakarzinom konnten bereits verschiedene Rezeptoren,
wie der Ostrogen- und Progesteronrezeptor sowie der Wachstumsfaktorrezeptor HER2,
identifiziert werden, welche mit einer zielgerichteten Therapie adressiert werden und nun

bereits fester Bestandteil adjuvanter Therapien sind.

VVon den vielen verschiedenen als Targets genutzten Angriffspunkten wird in dieser Arbeit das
Augenmerk auf das im Brustkrebs exprimierte Antigen Mucin1 gelegt. Mucin1 ist ein
physiologisch im Brustgewebe apikal an der Basalmembran exprimiertes Glykoprotein, das im
Mammakarzinom in bis zu 90% Uberexprimiert vorliegt. Zudem weist es eine qualitativ stark
veranderte Expression im Tumorgewebe auf, sodass es ein ideales Zielantigen darstellt. Viele
der gegen Mucin1 gerichteten Antikérper binden sowohl das im Tumor als auch das im

gesunden Gewebe exprimierte Mucin1.

Um Mucin1 als Target in der zielgerichteten Therapie oder auch in der Immuntherapie nutzen
zu konnen, wurde in der Immunologie der Universitatsmedizin Mainz der monoklonale
Antikérper GGSK-1/30 entwickelt. Dieser ist im Gegensatz zu herkémmlichen Mucin1-
Antikdrpern ausschlief3lich gegen eine im Tumor exprimierte Antigensequenz (TA-MUC1)
gerichtet und bindet das Antigen somit tumorspezifisch. Basierend auf dieser Grundlage
werden in dieser Dissertation der Mucin1-Typ-unspezifische monoklonale MUC1-Peptid-
Antikorper VU4H5 mit dem neuen tumorspezifischen Glykopeptid-Antikorper GGSK-1/30
bezuglich ihres Expressionsverhalten im Tumor und ihrer prognostischen Wertigkeit

verglichen.

An einem Brustkrebs-Patientenkollektiv, an dem in der Dissertation von Herrn Dr. Peter Fries
die (TA)-MUC1-Expression mittels des Antikorper GGSK-1/30 bestimmt wurde (1), wurde
MUC1 mittels des Antikérpers VU4H5 immunhistochemisch nachgewiesen. Ziel dieser

Untersuchung war es, mogliche Unterschiede im Expressionsverhalten im Tumorgewebe
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unter Verwendung der beiden Antikdrper zu identifizieren. Dabei sollte insbesondere auf

folgende Fragestellungen eingegangen werden:

1. Kann GGSK-1/30 gleichwertig Tumorzellen im Brustgewebe detektieren bzw. binden, wie
der bereits etablierte MUC1-Antikérper VU4H5?

2. Zeigen sich Unterschiede in der Korrelation zwischen den Antikérpern gegen MUC1 und
gegen TA-MUC1 mit folgenden Parametern: Histopathologische Daten, Follow-up-Daten,

klinischen Daten, subzellulare Expression?

3. Ist (VU4H5) MUC1 ein geeigneter unabhangiger Prognostikator bzw. fir therapeutische

Zwecke im Mammakarzinom einsetzbar?
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2 Literaturdiskussion

2.1 Mammakarzinom
2.1.1 Epidemiologie

Das Mammakarzinom ist in Deutschland mit ca. 70.000 Neuerkrankungen pro Jahr die
haufigste maligne Erkrankung der Frau. Jede 8. Frau erkrankt in ihrem Leben an Brustkrebs.
Dabei liegt das mittlere Erkrankungsalter bei 64 Jahren. In den letzten Jahren konnte ein
Absinken der Mortalitat beobachtet werden. Die relative 10-Jahres-Uberlebensrate lag zuletzt
bei 83 %. Dennoch bleibt das Mammakarzinom die haufigste tumorbedingte Todesursache
bei Frauen und stellt mit ca. 18.500 Todesfallen pro Jahr in Deutschland eine in der

Gesellschaft relevante Erkrankung dar (2).

2.1.2 Atiologie und Risikofaktoren

Die zugrundeliegende Ursache fur die Entstehung von Brustkrebs ist noch nicht abschlieRend
geklart (3). Dennoch lassen sich einige Risikofaktoren identifizieren, die eine Entwicklung
invasiver Tumoren der Brustdriise beglinstigen. Diese kdnnen in beeinflussbare und nicht

beeinflussbare Risikofaktoren unterteilt werden:

Zu den beeinflussbaren Risiken gehdren zum einen Lifestylefaktoren, wie ein vermehrter
Alkoholkonsum, ein BM/ tiber 25 und Nikotinabusus (4). Zum anderen zahlen hierzu aber auch
reproduktive Faktoren, wie ein hdheres Lebensalter der Frau zum Zeitpunkt der ersten Geburt,
Nulliparitat sowie das Nicht-Stillen, die alle mit einem hdheren Risiko fur die Entstehung von

Brustkrebs assoziiert sind (5, 6).

Ein hohes Lebensalter, eine familidre (genetische) Belastung, sowie die Brustgewebsdichte
und der Hormonstatus gehéren zu den nicht-beeinflussbaren Risikofaktoren. Bei letzterem
spielen die Hormone Ostrogen und Progesteron eine wesentliche Rolle in der
Tumorentwicklung. Eine frihe Menopause und ein damit einhergehender fallender
Ostrogenspiegel senken das Brustkrebs-Risiko, wohingegen pramenopausal eingesetzte
orale Kontrazeptiva (7) und langjahrige postmenopausale Ostrogenersatztherapien das Risiko

fur Brustkrebs erhéhen kénnen (8).

Etwa 5 % aller Neoplasien der Brust lassen sich auf eine hereditdre Form zurlckflhren, 25 %

davon auf eine Keimbahnmutationen im Breast Cancer 1- oder Breast Cancer 2-Gen (BRCA1,

3
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BRCA2) (9). Beide Gene haben unterschiedliche regulatorische Funktionen als
Tumorsuppressorgene und beeinflussen das DNA-Reparatursystem der Zelle (10). Das
kumulative Risiko an Brustkrebs zu erkranken betragt bei BRCA7-Mutationen 65 % und bei
BRCA2-Mutationen 45 % (11). Hereditare Formen treten vermehrt bereits im mittleren
Erwachsenenalter auf und haben oft gemeinsame Charakteristika (12). Histologisch werden
bei BRCA1-Mutationen haufig triple-negative Mammakarzinome gefunden. Tumoren mit
BRCA2-Mutationen zeigen meist ein hdheres Grading. Es existieren weitere Brustkrebs-
begunstigende Mutationen, wie die der Tumorsupressorgene TP53, PALB2 und ATM, die

jedoch einen wesentlich geringeren Anteil hereditarer Mammakarzinome ausmachen (13-15).

2.1.3 Histopathologische Klassifikation und klinisches Grading
2.1.3.1 Histopathologische Klassifikation

Die histologische Einteilung des Mammakarzinoms erfolgt anhand der WHO-Klassifikation von
2012 in der vierten Auflage. Sie unterscheidet anhand des morphologischen Erscheinungs-
bildes in unterschiedliche histologische Typen. Folgend werden nur die im Studienkollektiv

erfassten und zugleich am haufigsten vorkommenden Entitaten aufgefihrt:

Nichtinvasive Karzinome

Nichtinvasive Karzinome, bzw. in situ-Karzinome sind pramaligne Vorlauferlasionen. Zum
Zeitpunkt der Diagnose liegt eine Proliferation maligner epithelialer Zellen vor, ohne dass dabei
die Basalmembran durchbrochen wird. Sie bilden keine Metastasen aus, werden jedoch als
Prakanzerosen eingestuft, da eine Progression zum invasiven Karzinom maéglich ist (16). Das
duktale Carcinoma in situ (DCIS) ist eine Prakanzerose des Mammakarzinoms, das durch
unterschiedliche histologische Wachstumsmuster eine heterogene Gruppe darstellt, die sich
in ihrem Malignitatsgrad unterscheidet (16, 17). Seinen Ursprung hat das DCIS in den
Milchgangen der Brustdrise. Es liegt haufig begleitend zu invasiven Karzinomen im Gewebe
vor (18, 19). Davon abzugrenzen ist die lobulare Neoplasie (LN), die sowohl das lobulére
Carcinoma in situ (LCIS) als auch die atypische lobulare Hyperplasie umfasst (20). Die LN
wird nach der aktuellen S3-Leitlinie als nicht-obligate Vorlauferlasion definiert und hat ihren
Ursprung in den Drisenlappchen, vorzugsweise in den terminalen duktulo-lobuldren Einheiten
(21).
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Invasive Karzinome

Die invasiven Karzinome lassen sich wie folgt einteilen:

Das invasive Karzinom ohne speziellen Typ (NST): Dieses ist mit 50-80 % die
vorherrschende invasive Entitat des Mammakarzinoms. In dieser Gruppe sind alle Tumortypen
erfasst, die keinem speziellen Typ zugeordnet werden kdénnen. Die dquivalente Bezeichnung
invasiv duktales Karzinom wird heutzutage immer mehr verlassen, da es einen duktalen
Ursprung annehmen Iasst, der nach heutigem Forschungsstand nicht eindeutig nachzuweisen
ist (22). Zweithaufigster Vertreter der invasiven Karzinome ist das invasiv lobulare Karzinom
(ILC), mit einem Anteil von 5-15 %. Es reiht sich mit anderen Formen in die Gruppe des
invasiven Karzinoms des speziellen Typs ein und ist charakterisiert durch ein vermehrt
kleinzelliges, infiltrierendes Wachstum (22). Wesentlich seltener sind der tubulare und der
kribriforme Zelltyp. Zusammen machen sie weniger als 3 % aller Tumorentitaten im
Brustgewebe aus und stellen vorwiegend gut differenzierte Tumoren dar. Ahnlich prasentiert
sich das muzindése invasive Karzinom, das mit einem Anteil von 2 % vertreten ist. Es zeigt
selten Zellatypien und ist charakterisiert durch ein vorwiegend langsames Wachstumsmuster
(23).

2.1.3.2 Grading / histologischer Differenzierungsgrad

Das Grading dient zur weiteren Klassifizierung invasiver Tumoren und gibt Auskunft Gber den
jeweiligen Malignitatsgrad. In der Mammapathologie wird der Differenzierungsgrad nach dem
Elston und Ellis Schema semiquantitativ bestimmt (Tabelle 1). Hierfir werden die
morphologischen Parameter Tubulusbildung, Kernpolymorphie und Mitoserate herangezogen
(24). Daraus ergibt sich eine Einteilung in drei Tumorgrade (G1-G3), die fur die

Prognosebestimmung und Therapieentscheidung herangezogen werden.
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Tabelle 1 Histologisches Grading des Mammakarzinoms

Modifiziert nach Elston und Ellis (21). Die Beurteilung der Gradingstadien im Mammakarzinom setzt sich aus

drei mikroskopisch erhobenen Kategorien zusammen: tubuldre Differenzierung, Zellkernpolymorphien und die

Mitoserate. Jede Kategorie erhdlt einen Scorewert von 1-3. Die Scoresumme entspricht einem Gradingstadium
(G1-G3). High power field (HPF), Gesichtsfeldgrofie mit einem Gesichtsfelddurchmesser von 0,45 mm
entsprechend einem einfachen Lichtmikroskop mit Sehfeldzahl 18 ohne Grofsfeldtubus.

Scorewerte Tubulusausbildung Kernpolymorphie Mitosen je HPF

1 >75 % gering 0-5/10HPF

2 10-75 % mittelgradig 6-11/10HPF

3 <10 % stark >12/10HPF
G-Gruppe Scoresumme Definition Malignitatsgrad
G1 3-5 gut differenziert gering

G2 6-7 maRig differenziert maRig

G3 8-9 schlecht differenziert ~ hoch

2.1.3.3 Histopathologisches Staging

Das Mammakarzinom wird klinisch anhand der UICC-TNM-Klassifikation (UICC: Union

Internationale Contre le Cancer) in der aktuellen Version von 2017 eingeteilt (Stand 2023) (25).

Es wird sowohl die lokale als auch die Uberregionale Tumorausbreitung beurteilt (Tabelle 2).

Verwendete Parameter sind das Tumorstadium (T), das die Ausbreitung des Primartumors

angibt, der regionare Lymphknotenbefall (N) und das Vorliegen von Fernmetastasen (M).

Die Klassifikation hat eine grof3e prognostische und therapeutische Relevanz und dient der

einheitlichen internationalen Vergleichbarkeit. Zur vereinfachten Handhabung teilt die UICC

die TNM-Klassifikation nochmals in einzelne Tumorstadien von I-IV ein, die im klinischen

Gebrauch Einzug gefunden haben (Tabelle 3). Darliber hinaus werden weitere Kriterien im

Staging mit prognostischer Relevanz berticksichtigt, wie die Lymphgefalinvasion (L) und

Veneninvasion (V) in der Tumorumgebung (26, 27).



Literaturdiskussion

Tabelle 2 TNM-Klassifikation nach UICC Kriterien (21)

T- Tumorstadium

X

Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fir Primartumor
Tis Carcinoma in situ:
DCIS/LCIS/Morbus Paget der Mamille ohne Tumornachweis
T Tumor maximal 2 cm im gréRten Durchmesser
T1imi Mikroinvasion 0,1 cm
T1a > 0,1 cm bis 0,5 cm
T1b > 0,5 cm bis 1,0 cm
T1c > 1 cm bis 2 cm
T2 > 2 cm bis maximal 5 cm
T3 >5cm
T4 Tumor jeder Grolke mit direkter Ausdehnung auf Brustwand oder
T4a Eis;ehnung auf Brustwand
T4b Odem oder Ulzeration der Haut
T4c Kriterien 4a und 4b
T4d Entzindliches (inflammatorisches) Karzinom
N: befallene
Lymphknoten
N1 Metastasen ipsilateral axillar Level | und Il
N2 N2a Metastasen ipsilateral Lymphknoten miteinander verbunden oder
an anderen Strukturen fixiert
Metastasen entlang A. mammaria interna
N2b
N3 N3a Metastasen ipsilateral infraklavikular
N3b Metastasen ipsilateral entlang A. mammaria interna und axillar
N3c Metastasen ipsilateral supraklavikular




M: Fernmetastasen
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen

Tabelle 3 UICC- TNM-Klassifikation der malignen Tumoren (Tumorstadieneinteilung in der 8. Auflage) (21)

(is = in situ, mi = Mikroinvasion)

UICC- Stadieneinteilung
Stadium 0 Tis NO MO
Stadium IA T1 NO MO
Stadium IB TO, T1 N1mi MO
Stadium lIA TO, T1 N1 MO
T2 NO MO
Stadium IIB T2 N1 MO
T3 NO MO
Stadium IlIA TO, T1, T2 N2 MO
T3 N1, N2 MO
Stadium IlIB T4 NO, N1, N2 MO
Stadium llIC Ale T N3 MO
Stadium IV Ale T Alle N M1

2.1.4 Prognostische und pradiktive Faktoren

Die Arbeitsgemeinschaft Gynakologische Onkologie (AGO) definiert einen prognostischen
Faktor als einen mit dem Krankheitsverlauf in Korrelation stehenden Einflussfaktor. Die
Einteilung erfolgt in klassische und in molekularpathologische Faktoren. Beide zusammen
ermOglichen eine detaillierte Tumorcharakterisierung und somit eine individuelle
Risikoeinschatzung und angepasste Therapieplanung. Demgegeniber kénnen pradiktive
Faktoren bis zu einem gewissen Grad das Therapieansprechen vorhersagen (28). Zu den
klassischen Prognosefaktoren beim Mammakarzinom zahlen unter anderem Tumorgrofe
und Lymphknotenstatus. Beide haben eine direkte, unabhangige Korrelation zur

Uberlebensrate. So korreliert ein vermehrter axillarer Lymphknotenbefall von vier oder mehr



Literaturdiskussion

Lymphknoten (LK) unabhangig von der Tumorgréfie mit einer geringeren Uberlebensrate und
einem vermehrten Auftreten von Rezidiven. Die Tumorgrof3e hat ihren groRten Effekt auf die

Mortalitat bei gleichzeitigem positivem LK-Status (29).

Das Alter zum Zeitpunkt der Diagnosestellung spielt ebenfalls eine wesentliche Rolle in der
Prognoseabschatzung. Pramenopausal erkrankte Patientinnen haben eine deutlich
schlechtere Prognose bei einem Ersterkrankungsalter unter 35 Jahren. Verglichen mit alteren
Patientinnengruppen weisen diese Tumoren ein aggressiveres Wachstum auf und gehdren

vermehrt Subtypen an, die mit einem schlechten Outcome assoziiert sind (30, 31).

Weitere prognostische Aussagen konnen durch die Bestimmung der histologischen Typen
getroffen werden. Die beste Prognose haben das tubuldare und das kribriforme
Mammakarzinom mit einer 10-Jahres-Uberlebensrate von fast 90-100 %. Ahnlich zeigt sich
das muzinése Karzinom mit einer 10-Jahres-Uberlebensrate von 80-100 %. Charakteristisch
sind hier ein positiver Hormonrezeptorstatus und eine fehlende HER2-Expression. Auch das
invasiv lobulare Karzinom hat anfangs durch sein geringes Progressionsrisiko eine gute
Prognose. Diese verschlechtert sich bei Betrachtung der Langzeituberlebenskurven jedoch
durch ein vermehrt multizentrisches Vorkommen. Das am haufigsten vorkommende NST zeigt
im Vergleich zu anderen Typen das schlechteste Outcome; zur endgultigen Beurteilung muss
der weitere histologische Subtyp hinzugezogen werden. Das Grading hat neben der
Prognoseeinschatzung einen wesentlichen Einfluss auf die therapeutische Entscheidung. So
wird aufgrund eines hohen Gradingstadiums bevorzugt eine neoadjuvante Therapie in
Betracht gezogen (32). Der Differenzierungsgrad korreliert signifikant mit dem rezidivfreien
Uberleben und dem Gesamtiiberleben (24), sodass schlecht differenzierte Tumoren (G3) eine

ungunstigere Prognose als gut differenzierte Karzinome (G1) haben.

Die Aussagekraft der einzelnen Parameter ist durch bestimmte Risikokonstellationen begrenzt
und bedarf bspw. bei Tumoren mit niedrigem T-Status und negativem LK-Status weiterer
Instrumente zur Risiko- und Prognoseabschatzung (33). Dieser Problematik konnte durch die

Erhebung neuer Biomarker bereits zum Teil entgegengewirkt werden.

Molekularbiologische Differenzierung

Die Erhebung molekularbiologischer Eigenschaften des Tumors prazisiert die Prognose und
Pradiktion des Mammakarzinoms. Die Bestimmung folgender Marker hat sich dabei bereits

als geeignet erwiesen: Hormonrezeptoren, HER2-Status und Ki67-Index.

Gesundes Brustdrisengewebe unterliegt hormonellen Einflissen, die Uber Progesteron- und
Ostrogenrezeptoren (ER; PR) zellulare Signaltransduktionen regulieren und unter anderem
9
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die Zellproliferation beeinflussen. Je nach Differenzierungsgrad von Brusttumoren kann es
zum Verlust dieser Rezeptoren kommen und somit zu einem Verlust der endokrinen Kontrolle.
Dies betrifft etwa ein Drittel aller Brusttumoren und ist mit einem schlechteren Outcome
assoziiert (34, 35). Die Hormonrezeptorbestimmung erméglicht die Vorhersage Uber das

Ansprechen einer endokrinen Therapie.

HER?2 ist ein Protoonkogen, welches in manchen Tumoren amplifiziert vorliegt und sowohl als
Pradiktor flr das Rezidivrisiko als auch fir das Gesamtuberleben dient. Eine Genamplifikation
oder Uberexpression von HER2-Proteinen filhren zu einem aggressiveren Krankheitsverlauf,
einer hdheren Rezidivrate und einer erhdhten Mortalitat (36, 37). Auch Ki67, ein Parameter,
der die Proliferationsrate angibt, gehért heute zur Routinediagnostik. Vor allem bei HR-
positiven Tumoren gibt er pradiktive Auskunft Uber das Therapieansprechen auf
Chemotherapeutika. Ein einheitlicher Cut-off-Wert existiert nicht; dennoch spricht sich die
aktuelle S3-Leitlinien bei der Entscheidung zur adjuvanten Chemotherapie HR-positiver

Tumoren fur die Hinzunahme von Ki67 aus (26, 38).

Die St. Gallener Konsensus Konferenz fassen aus den molekularbiologischen Parametern vier
intrinsische Subtypen zusammen (Tabelle 4). Anhand dieser kénnen der klinische Verlauf
und das Therapieansprechen eingeschatzt werden. Die genaue Bestimmung erfolgt anhand
von RNA-Genexpressionsprofilen. Vereinfacht kdénnen diese auch aus immunhisto-
chemischen Analysen der Gewebeproben erfolgen. Tumoren vom Typ Luminal A sind mit fast
60 % am haufigsten vertreten und durch eine weniger aggressive Tumorbiologie mit der
besten Prognose assoziiert. Luminal B gilt als deutlich aggressiverer Subtyp, was durch einen
hohen Proliferationsindex bzw. HER2-positiver Rezeptorexpression bedingt ist. Zuletzt sind
noch der Basal-ahnliche Typ und der HER2-Typ zu nennen. Sie sind beide HR-negativ und
unterscheiden sich in ihrer HER2-Expression. Beide haben eine schlechte Uberlebensrate und

ein geringes rezidivfreies Uberleben (39, 40).

Die Grundlage der Entscheidungsfindung fir die Auswahl der bestmdglichen
Brustkrebstherapie hat sich zunehmend in den letzten Jahren gewandelt. Die klassische
Tumoranalyse wird von der molekularen Analyse ergénzt. Erst durch die Hinzunahme dieser
prognostischen und pradiktiven Faktoren konnte eine individuelle Prognoseabschatzung und

Verbesserung der Therapie erzielt werden.

10
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Tabelle 4 intrinsische Subtypen des Mammakarzinoms (S3Leitlinie, Version 08/2019)(21)

Intrinsischer Histologische Parameter

Subtyp

Luminal A Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptor-positiv, HER2-negativ,
Ki67 niedrig

Luminal B HER2-negativ, Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptor-positiv,

Ki67 hoch oder

HER2-positiv, Ostrogen- und/oder Progesteronrezeptor-positiv,

jedes Ki67
HER2-positiv HER2-positiv, Ostrogen- und Progesteronrezeptor negativ
Basal-ahnlich Triple negativ (HER2-negativ, Ostrogen- und Progesteronrezeptor-
negativ)

2.1.5 Diagnostik

Das Mammakarzinom ist im Frihstadium meist asymptomatisch, sodass ohne geeignete
Fruh-Diagnostik Karzinome der Brust erst in einem fortgeschrittenen Stadium erkannt werden.
Die Detektion von Karzinomen im Frihstadium ermdglicht den Einsatz weniger belastender

und haufiger kurativer Therapie-Optionen.

Ein wichtiges Instrument in der Fruherkennung von Brustkrebs ist die Anamnese. Sie
ermdglicht es, familidre Belastungen und Risikofaktoren, die zur Entwicklung von Brustkrebs
beitragen, zu erkennen und diagnostische Maflnahmen einzuleiten. Jede Frau ab dem 30.
Lebensjahr hat Anspruch auf eine arztliche Untersuchung mit Inspektion und Palpation der
Brust (41). Bei der Inspektion der entkleideten Brust wird auf klinische Zeichen geachtet, die
mit einer Brustkrebserkrankung assoziiert sein kénnen, wie Orangenhaut, Mamillenretraktion,
Ausfluss, Rétungen und Schwellungen bzw. GrofRenunterschiede der Brust. Anschlie3end
erfolgt die systematische Palpation der Brust unter Einschluss der supra- und infraklavikularen
sowie axillaren Lymphknotenstationen. Die Brust wird dabei in vier Quadranten unterteilt. Die
haufigste Lokalisation von Tumoren ist im aueren, oberen Quadranten zu verzeichnen (42).
Jede Frau wird auRerdem angehalten einmal monatlich eine Selbstuntersuchung
durchzufiihren. Es konnte laut Studien zwar keine Senkung der Mortalitatsrate durch Palpation
alleine nachgewiesen werden (43). Allerdings kann dies laut AGO das Brustbewusstsein und

somit die Wahrnehmung auftretender Veranderungen erhéhen (44).

11
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Mammographie

Die Mammographie ist eine nicht-invasive, bildliche Darstellung der Brust mit Hilfe von
Réntgenstrahlung. Sie gehdért zu den Friherkennungsuntersuchungen, die der
Sekundarpravention dienen. Zwischen dem 50. und dem 70. Lebensjahr werden alle
versicherten Frauen in Deutschland schriftich im Abstand von zwei Jahren zum

Mammographie-Screening eingeladen (41).

Die Untersuchung erfolgt in sog. Screening-Zentren, die einem Zertifizierungsverfahren
unterliegen. Jede Bildgebung wird zur Qualitatserh6hung von zwei unabhangigen Facharzten
beurteilt. Die Mammographie ermdéglicht bereits die Darstellung von Frihlasionen, wie
Mikrokalk und DCIS, die sich zu invasiven Karzinomen entwickeln kénnen und in einer
klinischen Untersuchung nicht erfasst werden. Die Mammographie ist in Deutschland ein
geeignetes, standardisiertes Verfahren zur Erkennung von Brustkrebs und flihrt nachgewiesen
zur Mortalitatssenkung (45). In den letzten Jahren stand das Screening-Verfahren trotz der
signifikanten Mortalitatssenkung immer wieder in der Kritik, zu Uberdiagnostik und
Uberbehandlung zu fiihren und nicht im angemessenen Verhaltnis zur erreichten Reduktion
der Sterblichkeit zu stehen (46, 47). Ein weiteres Mammographieverfahren ist die
Tomosynthese, die durch einzelne Schichtaufnahmen ein digitales 3D-Bild erstellt und
Uberlappendes Gewebe besser darstellen kann. Diese Untersuchung soll besonders bei

dichtem Brustdriisengewebe von Vorteil sein (48).

Sonographie

Die Sonographie stellt eine nicht-invasive Moéglichkeit zur Darstellung des Brustgewebes dar.
Sie ist eine schnell verfligbare und kostengulnstige Untersuchungsmethode. Im Gegensatz zur
Mammographie ist sie strahlenfrei. Sie sollte jedoch nicht alleine zum Ausschluss von
Brusttumoren genutzt werden (21). So dient die Sonographie als Ergénzung zur weiteren
Abklarung in der Mammographie erhobener suspekter Befunde und kann besonders bei hoher
Brustgewebsdichte die Sensitivitat der Mammographie erhéhen (49, 50). In der Abklarung
etwaiger axillarer Lymphknotenmetastasen wird die Ultraschalldiagnostik praoperativ
eingesetzt. In Kombination mit der axillaren Feinnadelbiopsie erhoht sich die Sensitivitat und
Spezifitdt der Ultraschalldiagnostik (51).

12
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Magnetresonanztomographie (MRT)

Zur erweiterten Diagnostik bei Verdacht auf Brustkrebs kann die MRT eingesetzt werden,
sofern anhand der konventionellen Diagnostik keine eindeutige Diagnose gestellt werden kann.
Die MRT hat eine vergleichsweise hohe Sensitivitat, ist jedoch geringer in der Spezifitat als
die Mammographie (52). Zudem ist sie eine kostspielige, zeitaufwendige und nicht Uberall
verfugbare Untersuchungsmethode, sodass sie nicht fiir das gesetzliche Screening verwendet
wird. Weitere Indikationen sind die Nachsorge von Brustkrebspatientinnen, bei denen eine
Mammographie nicht mdéglich ist und die regelmafRige Kontrolle von jungen Patientinnen, die
ein erhohtes hereditares Risiko haben und nicht der vermehrten Strahlendosis durch

Mammographie-Kontrollen ausgesetzt werden sollen (53).

Gewebebiopsie

Zur histologischen Sicherung bildmorphologisch suspekter Befunde und zur praoperativen
Therapieplanung werden Gewebeproben benétigt. Es stehen verschiedene Methoden zur
Gewinnung von Tumorzellen zur Verfligung. Die sogenannte Stanzbiopsie ist heutzutage das
Standardverfahren und wird meist unter Ultraschall-, Mammographie- oder MRT-Kontrolle
durchgefuhrt (54). Die durch diese Methode einzeln gewonnenen zylinderférmigen Proben
werden im Falle der Identifizierung eines Tumors noch weiter auf spezifische Eigenschaften

wie Grading, HER2- und Hormonrezeptorstatus untersucht.

Ein weiteres Verfahren ist die Vakuumbiopsie der Brust, bei der unter bildgebender Kontrolle,
ahnlich der Stanzbiopsie, mehrere Gewebeproben gleichzeitig entnommen werden. Die dabei
gréBere Menge gewonnenen Materials (bis ca. 20 Biopsien) erhoht die Sicherheit in der
Diagnosestellung und senkt die Rate der Re-Biopsien (55). Zu beachten gilt, dass es zu einer
Tumorzelldissemination in den Stichkanal der Nadel kommen kann. Daher muss bei

brusterhaltender Therapie ohne Radiatio der Stichkanal mit entfernt werden (21).

Die offene Exzisionsbiopsie, die durch eine wesentlich gréRere Invasivitat gepragt ist, sollte
Ausnahmefallen vorbehalten sein. Sie weist die hochste diagnostische Sicherheit aller

Entnahmemethoden auf (56).
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2.1.6 Therapie

Operative Therapie

Beim primaren nicht metastasierten Mammakarzinom wird die brusterhaltende Operation
(BEO) durchgefuhrt. Nach diesem Therapieprinzip wird in kurativer Absicht der Tumor unter
Belassung des angrenzenden gesunden Brustdrisengewebes entfernt. Im Anschluss wird
diese durch neoadjuvante oder adjuvante Therapien in Form einer brusterhaltenden Therapie
(BET) erganzt. Mehrere Studien zeigten, dass die brusterhaltende Operation mit
anschliefender Radiatio einer Mastektomie ebenburtig ist und als neuer Therapie-
Goldstandard angesehen wird (57, 58). Unter bestimmten Voraussetzungen wird die Indikation
zur radikalen Mastektomie weiterhin gestellt, wie zum Beispiel beim Vorliegen eines
multizentrischen Mammakarzinoms oder wenn eine RO-Resektion nicht gewahrleistet werden
kann. Auch personliche Therapiewiinsche der Patientinnen beeinflussen die Wahl der
Operationsmethode. So wird bei Mastektomiewunsch oder bei Ablehnung einer adjuvanten

Bestrahlung die Mastektomie der BEO vorgezogen (59, 60).

Begleitend zur Tumorexzision wird intraoperativ ein nodaler Befall untersucht. Daflr stehen
zwei Verfahren zur Verfligung: die komplette Axilladissektion und die Wachterlymphknoten-
biopsie. Bei Letzterem werden praoperativ farblich markierte oder radioaktive Tracer
peritumoral, subareolar, intradermal oder subdermal injiziert. Die am nachsten zum
lymphatischen Abflussgebiet des Tumors liegenden LK, die den Tracer aufnehmen, werden
als Wachterlymphknoten (Sentinel-Node) definiert. Diese werden nach Entnahme in einem
Schnellschnittverfahren histologisch auf Filiae untersucht und bei nachgewiesenem Befall wird
die Indikation einer weiteren Lymphknotenentnahme gestellt (61, 62). Gegenuber der
kompletten Axilladissektion fuhrt die selektive Lymphknotenentnahme zu einer Minimierung
des Risikos eines postoperativen Lymphddems (63, 64). Nach einer Untersuchung des
Cochrane-Instituts ist die Sentinel-Methode, nach praoperativ klinisch unauffalligem LK-
Status, nicht mit einer schlechteren Uberlebensrate assoziiert als die zuvor géngige komplette
axillare LK-Exzision (63). Im Falle des primar metastasierten Mammakarzinoms lasst sich
nach aktuellem Forschungsstand keine eindeutige Empfehlung beziiglich einer Operation
geben (65).

Radiatio

Die Radiatio ist ein Verfahren, bei dem durch den Einsatz ionisierender Strahlung die lokale

Tumorkontrolle angestrebt wird. Sie wird an eine BEO obligatorisch angeschlossen und kann,

14



Literaturdiskussion

verglichen mit einer alleinigen BEO, das postoperative Rezidivrisiko von 39 % auf 14 %
senken (57). Beim Mammakarzinom kommen zwei gleichwertige Methoden zum Einsatz: die
fraktionierte und die hypofraktionierte Bestrahlung. Die hypofraktionierte Radiatio hat pro
Zeitintervall eine hohere Dosis, die Gesamtdosis der Bestrahlung ist jedoch niedriger als bei
der fraktionierten Radiatio (66). Auf das ehemalige Tumorbett wird zusatzlich eine sogenannte
Boost-Bestrahlung gerichtet. Durch die einmalig erhdhte Strahlendosis erhdht sich die lokale
Tumorkontrolle (67, 68).

Die Bestrahlung kommt auch palliativ beim metastasierten Mammakarzinom zum Einsatz und
dient dann der Symptomkontrolle. Durch gezielte Bestrahlung von Knochenmetastasen,
kénnen Schmerzen reduziert und durch Stabilisierung der Knochen das Frakturrisiko gesenkt
werden (69). Einen neuen therapeutischen Bereich bietet die Entdeckung von
strahlungsinduzierten Effekten auf den Tumor und die Tumorumgebung. Es konnten
intratumorale Immunreaktionen mit vermehrter Antigenprasentation, T-Zell-Rekrutierungen
und Chemokin- und Cytokin-Ausschuttung nachgewiesen werden (70). Dies lasst vermuten,
dass in Zukunft eine Kombination der Bestrahlung mit Immuntherapien mit synergistischem
Effekt moglich ist (71).

Chemotherapie

Chemotherapeutika sind systemisch wirkende Medikamente, die zur Bekampfung von
malignen Tumoren dienen und an verschiedenen Stellen im Zellzyklus eingreifen. Sie sind
besonders gegen sich schnell teilende Zellen gerichtet, wie sie gehauft in Tumoren
vorkommen. Da sie jedoch nicht selektiv gegen maligne Zellen gerichtet sind, wirken sie auch
gegen andere, insbesondere hochproliferative Zellen wie Haarzellen und Schleimhautzellen,
die zu den bekannten Nebenwirkungen wie Haarausfall und Mukositis flhren. Beim
Mammakarzinom konnte die Rezidivrate und Mortalitdt durch den Einsatz von
Chemotherapeutika gegen bestimmte Tumorsubgruppen signifikant gesenkt werden. Dazu
gehoren laut Leitlinie HER2-positive und triple-negative-Karzinome sowie die zu den Luminal
B zahlende Tumoren. Das Chemotherapie-Schema der ersten Wahl ist die neoadjuvant oder

adjuvant verabreichte Kombination aus einem Taxan und Anthrazyklin (21, 72, 73).

Endokrine Therapie

Sowohl adjuvant als neoadjuvant zu einer operativen Therapie kann mit Hilfe der endokrinen

Therapie bei bestimmten Karzinomen signifikant das Rezidivrisiko gesenkt werden.
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Bei rund 75-80 % aller Mammakarzinome liegt eine vermehrte Expression von Ostrogen- oder
Progesteronrezeptoren (ER+/PR+) vor. Werden diese stimuliert, so flhrt dies zur Proliferation
des Karzinoms. Im Umkehrschluss kann eine Inhibition dieser Signalwege das Wachstum
hemmen (74-76). Dabei werden zwei Wirkmechanismen verfolgt: Zum einen kénnen durch
Tamoxifen, einem Antidstrogen, Uber eine kompetitive Hemmung die Hormonrezeptoren
blockiert werden, zum anderen kann durch Aromatasehemmer das endogene Enzym
Aromatase gehemmt werden, das fiir die Synthese von Ostrogenen zustandig ist. Beide
Mechanismen fihren zu einem hormonellen Entzug, sodass die wachstumsférdernde Wirkung
vor allem auf die Tumorzellen, aber zu einem gewissen Teil auch auf gesunde Zellen,
verhindert wird. Die heute zum Einsatz kommenden Aromatasehemmer sind Letrozol,
Anastrozol und Exemestan. Sie werden bevorzugt postmenopausal eingesetzt (77, 78) und
konnten in mehreren Studien eine Uberlegenheit gegeniiber Tamoxifen in der Postmenopause
nachweisen (79, 80). Prdmenopausal gilt die Tamoxifen-Therapie als Goldstandard. Die St.
Gallener Konsensus Kriterien empfehlen den Einsatz endokriner Therapien mit einer
Mindestdauer von finf Jahren mit dem Verweis einer Therapieverlangerung bei hohem
Rezidivrisiko (78). Wahrend der antihormonellen Therapie besteht die Moglichkeit zeitgleich
eine Strahlentherapie zu applizieren. Bei einer Therapie mit Chemotherapeutika wird jedoch

erst im Anschluss an diese die endokrine Therapie begonnen.

Zielgerichtete Therapie (targeted therapy)

Zielgerichtete Therapien bzw. Targettherapien ricken mit dem Fortschritt im Verstandnis zu
den molekularen Grundlagen von Tumoren immer mehr in den Vordergrund. Sie setzten eine
genaue biologische Charakterisierung von Tumoren voraus und erweitern so die
Méglichkeiten einer individualisierten Tumortherapie. Durch Adressierung identifizierter
Zielstrukturen, die idealerweise ausschlieBlich auf Tumorzellen exprimiert vorliegen, wird,
gegenuber der bisher zum Einsatz kommenden Therapien, eine hdchstmogliche
therapeutische Wirksamkeit unter gleichzeitiger Minimierung von Nebenwirkungen auf
gesunde Zellen erzielt. Essenziell fir die Auswahl von geeigneten Patientinnen fur eine
zielgerichtete Therapie sind pradiktive Marker, die eine Vorhersage zum Therapieansprechen

ermaoglichen.

Als Target kdnnen verschiedene Strukturen in Betracht gezogen werden, wie beispielsweise
Rezeptoren, Tyrosinkinasen, Poly(ADP-ribose)-Polymerasen (PARP) und Proteasomen.

Durch eine Inhibierung werden einzelne Signalkaskaden unterbunden oder DNA-
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Strangbriiche provoziert, was bspw. das unkontrolliete Wachstum von Tumorzellen

verhindern oder die Apoptose einleiten kann.

Eine bereits etablierte zielgerichtete Therapie des Mammakarzinoms ist der Einsatz des
monoklonalen Antikorpers Trastuzumab. Dieser ist gegen HER2 gerichtet, ein der Epidermal
Growth Factor Familie zugehoriger Rezeptor, der im Mammakarzinom in 25-30 %
Uberexprimiert vorliegt oder eine Genamplifikation aufweist (81). HER2 besitzt eine
intrinsische Rezeptor-Tyrosinkinase-Aktivitat, die wachstumsstimulierende Signalwege
einleitet (82). Die Bindung von Trastuzumab an dem Rezeptor fuhrt zur Inhibierung der
proliferativen Wirkung von HER2 und gleichzeitig zur Rekrutierung zuséatzlicher Immunzellen,
die eine Apoptose einleiten kénnen (83). Der Anwendungsbereich bei HER2-positiven
Tumoren gilt fir das frlhe sowie metastasierte Brustkrebsstadium (84). Es konnten
synergistische Wirkungen mit Chemotherapeutika nachgewiesen werden. Die adjuvante sowie
neoadjuvante Kombinationstherapie von Anthrazyklinen gefolgt von Taxanen in Ergdnzung
mit Trastuzumab erzielte eine signifikant niedrigere Rezidivrate von ca. 45 % sowie eine
Mortalitadtssenkung um 30 % (21, 85, 86). Obwohl zielgerichtete Therapien einen exklusiven
Effekt auf Tumorzellen vermuten lassen, gibt es dennoch Nachweise systemischer
Nebenwirkungen. Das Nebenwirkungsprofil von Trastuzumab weist ein erhdhtes Risiko fur die
Entwicklung einer Herzinsuffizienz auf und bedarf einem besonderen Monitoring bzw.
Nachsorge (88,89). Im metastasierten Stadium verlangert sich das progressionsfreie
Uberleben unter Hinzunahme eines weiteren, komplementar wirkenden anti-HER2-AK
Pertuzumab (87).

Die Tatsache, dass zielgerichtete HER2-Antikoérper ein so erfolgreiches Therapieansprechen
zeigen, dieser Therapieansatz jedoch nur bei einem Viertel aller Brustkrebspatientinnen
indiziert ist, verdeutlicht das Potential, das in der Erforschung weiterer Targets fir die
zielgerichtete Therapie im Mammakarzinom liegt. Einen weiteren Ansatzpunkt fur die
zielgerichtete Therapie, die ebenfalls die Identifizierung neuer Zielantigene voraussetzt, ist die
Immuntherapie, die eine spezifische Aktivierung des Immunsystems erzielt. Dies kann unter
anderem durch sogenannte Immunvakzine erfolgen, die Tumorantigene prasentieren,
wodurch schlie8lich eine Aktivierung von T-Zellen und damit kdrpereigene Ressourcen zur
Tumorbekdmpfung generiert werden. Eine besondere Herausforderung stellen dabei die
Immune-Escape-Mechanismen von Tumorzellen dar. Ziel der Immuntherapie ist es, durch
Prasentation eines prazisen Antigens mit ggfs. Kopplung an einen immunogenen Vektor, eine

ausgepragte Immunantwort auszulésen.
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2.2 Tumorantigene

Wahrend der Karzinogenese unterliegen gesunde Zellen morphologischen und
biochemischen Veranderungen. Durch veranderte enzymatische Prozesse kommt es zu
Hyper- und Hypoglykosylierungen verschiedener Proteine, die zu einer Freilegung von Epitop-
Strukturen fihren kdnnen. Zudem kommt es durch einen zunehmenden Polaritatsverlust im
Tumorgewebe zu einer Neupositionierung von Antigenen auf der Zelloberflache, was ebenfalls
in der Entstehung neuer Epitope, sogenannter Neoantigene, auf der Tumorzelle resultiert. In
einem gesunden Organismus werden pathologische Veranderungen von Oberflachen-
strukturen meist vom Immunsystem wahrgenommen und fuihren bspw. tber eine Aktivierung
zytotoxischer T-Lymphozyten zu einer effektiven Immunantwort. Die Immunogenitat der neu
entstehenden Tumorantigene prasentiert sich sehr unterschiedlich und wird maf3geblich durch

Immune-Escape-Mechanismen von Tumoren beeinflusst.

Allgemein koénnen Tumorantigene in drei Klassen unterteilt werden. Tumorspezifische
Antigene (TSA), Tumorassozierte Antigene (TAA) und cancer-germline/cancer testis Antigene
(CTA) (Abbildung 1) (88).

Tumor-Specific Antigens Tumor-Associated Antigens
(no to limited expression in normal cells) (expression in normal cells)
non-self altered-self tumor-dependent tumor-independent

1 3 1 3

Weaker immune response

Abbildung 1 Immunantwort nach Antigenklassifikation (89)
Overexpressed oncogenic tumor-self antigens: New vaccine targets, Bright, R. K., Bright, J. D., & Byrne, J. A.,

Human Vaccines & Immunotherapeutics,©2014, reprinted by permission of Informa UK Limited, trading as
Taylor & Taylor & Francis Group

Tumor-spezifische Antigene (TSA) sind Antigene, die nicht im gesunden Gewebe nachweisbar
sind. Unterschieden werden non-self-Antigene und Neoantigene, die aus Mutationen oder
Virusinfektionen heraus entstehen und in dieser Form nicht zuvor im Genom kodiert vorlagen
(90). Sie stellen besonders immunogene Strukturen dar. Eine weitere Gruppe sind die

sogenannten Self-Antigene. Diese sind aberrant bzw. verandert exprimierte Proteine, die
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tumorspezifisch oder tumorassoziiert sein kénnen. Eine hiergegen gerichtete Immunantwort

ist im Vergleich zu non-self-Antigenen in der Regel geringer ausgepragt.

Cancer-testis antigens (CTA) sind Antigene, deren Expression auf wenige Gewebe
beschrankt ist. Sie lassen sich wahrend der Embryonalentwicklung nachweisen und werden
im adulten Gewebe im Hoden und der Plazenta exprimiert (91). Diese Antigene sind im
Physiologischen nicht fur das Immunsystem zuganglich, da in Keimzellen keine HLA-Klasse-
Exprimierung stattfindet und somit auch keine Antigenprasentation erfolgt. Im restlichen
Gewebe ist der Promotor fir den jeweiligen DNA-Abschnitt durch Methylierung stillgelegt.
CTAs konnten in verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden, die sowohl eine starke
humorale, als auch zellbasierte Immunantwort auslésen (92). Die starke Geweberestriktion

und die Immunogenitat ermdglichen es, CTAs als tumor-spezifische Targets zu nutzen (91).

Tumor-assoziierte Antigene (TAA) sind Proteine, die sowohl im normalen Genom als auch in
Tumoren vorhanden sind. In Tumoren liegt eine veranderte Expression vor, die sich
beispielsweise durch eine reine Uberexpression des Proteins unterscheidet. Des Weiteren
kdnnen aberrante Proteine durch posttranslationale Modifikation als TAA eingeordnet werden.
Zwei Vertreter dieser Gruppe im Mammakarzinom sind der HER2-Rezeptor und Mucin1. Da
diese Form von Antigenen auch im gesunden Gewebe vorkommt, hangt die Antigenitat vom
Ausmal} der abnormen Expression ab, und die Immunantwort weist, verglichen mit TSAs,

meist eine geringere T-Zell-Aktivierung auf.

Das Glykoprotein Mucin1 ist kein, wie lange angenommen, einzelnes Tumorantigen, sondern
stellt vielmehr eine Vielzahl an Epitopen dar, die, je nach Ursprung, als TAA oder TSA
eingeordnet werden kénnen und potenzielle immunogene Zielstrukturen im Mammakarzinom

darstellen.

2.2.1 Mucin1
Herkunft

Die Familie der Mucine reprasentiert eine Gruppe heterogener Glykoproteine. Unter
Ausbildung einer mukdsen Gelschicht schiutzen sie das epitheliale Gewebe. Sie kleiden die
Oberflache glandularer und duktaler Organe aus und bilden eine selektive Barriere zwischen
dem Extrazellularraum und dem Zellinneren (93). Charakteristisch fir die Mucine ist die
gemeinsam vorkommende Tandem Repeat Struktur (VNRT), die eine hohe Anzahl von Serin-,
Threonin- und Prolin-Aminosauresequenzen aufweist (STP-Region) und eine besonders hohe

Dichte an O-Glykosylierungen beinhaltet (94). Es kdnnen zwei Gruppen von Mucinen
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unterschieden werden: Die sekretorischen Mucine (MUC2, MUC5AC, MUC6, MUC7, MUCS8)
und die membrangebundenen Mucine (MUC1, MUC3, MUC3, MUC11-13, MUC15-17,
MUC20). Im Folgenden wird der Schwerpunkt auf das membrangebundene Mucin Mucin1

gelegt, da dieses das in dieser Arbeit untersuchte Zielantigen darstellt.

Aufbau Mucin1

Mucin1 ist als integrales Membranprotein der Gruppe der membrangebundenen Mucine
angehdrig. Es wird in epithelialen Organen wie der Mamma, dem Osophagus, dem Magen,
dem Duodenum, dem Pankreas und der Lunge exprimiert. Die HOhe der Expression im
Brustgewebe unterliegt hormonellen und zellularen Einflissen. In der frithen Entwicklung der
Brustdrise kdnnen nur geringe Expressionen von Mucin1 nachgewiesen werden, wohingegen
sich in der Schwangerschaft, Stillzeit und bei Entziindungsprozessen eine Zunahme der

Mucin1-Expression nachweisen lasst (95).

Mucin1 wird apikal auf der Zellmembran exprimiert. Das heterodimere Glykoprotein besteht
aus zwei Untereinheiten, die Uber eine nicht-kovalente Bindung miteinander verknupft sind.
Posttranslational liegt es zunachst als einzelnes (monomeres) Peptid vor und wird nach
Prozessierung im endoplasmatischen Retikulum tber mehrere N-Glykosylierungen an der
SEA-Domane (Sea urchin sperm protein-Enterokinase-Argin) in ein dimeres Peptid gespalten
(96). AnschlieRende Modifikationen im Golgiapparat fliihren zur charakteristischen hohen
Anzahl von Polysaccharid-Verknupfungen in Form von O-glykosydischen Bindungen innerhalb
des Molekiils (94). Das fertige Mucin1-Molekul unterteilt sich in eine N-terminale und in eine
C-terminale Untereinheit (Abbildung 2). Die N-terminale Untereinheit ist groRer und liegt
ausschliefllich extrazellular vor. Sie besteht aus der genannten SEA-Domane, einem
Signalpeptid und der Tandem-Repeat-Domane. Letztere unterliegt dabei genetischen
Polymorphismen und kann zwischen 20 und 120 Wiederholungen aufweisen, die aus jeweils
20 Aminosauren (AHGVTSAPDTRPAPGSTAPP) bestehen (94). Jedes Tandem-Repeat bietet
insgesamt finf mogliche Glykosylierungsstellen an den Serin- und Threonin-Seitenketten (54).
Dabei hangt das spezifische Glykosylierungsmuster von der Expression und Aktivitat der
Glykosyltransferasen im jeweiligen Gewebe ab und ist somit gewebespezifisch (97). Die
transmembranadre C-terminale-Untereinheit von Mucin1 ermdglicht die Verankerung im
Epithel. Zusatzlich besitzt sie eine kurze extrazellulare Domane sowie eine zytosolisch

gelegene stark konservierte C-terminale Sequenz.
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Abbildung 2 Schematische Darstellung von Mucinl im gesunden Epithel.

Expression von Mucinl an der apikalen Zellmembran, bestehend aus zwei Untereinheiten Mucinl-N und Mucinl-
C. Eine Dissoziation der N-terminalen Untereinheit ist im physiologischen Zustand im Rahmen von
Entziindungsprozessen und wihrend der Stillzeit moglich. Abbildung modifiziert nach Kufe. (98)

Insgesamt liegt das Gewicht von Mucin1 zwischen 250 und 500 kDA und hangt Gberwiegend
von der Anzahl an Tandem-Repeats sowie der Glykosylierungsdichte ab. Die raumliche
Struktur prasentiert sich starrformig und ragt ca. 200-500 nm Uber die Zellmembran und damit
auch Uber die Glykokalix hinaus (99). Eine Besonderheit ist, dass Mucin1-N kovalent
gebunden vorliegen kann, aber auch in dissoziierter, I6slicher Form als CA 15-3 im Blutplasma
nachweisbar ist (Abbildung 2). Diese loésliche Form von Mucin1 wird bereits zum

Therapiemonitoring des Mammakarzinoms genutzt (100).

Funktionen und Interaktionen von Mucin1 in der Mamma

Indem es das Epithel mit einer mukdsen Schicht auskleidet, Gbernimmt Mucin1 in der
Brustdrise eine Schutzfunktion. Dartber hinaus ermdglicht es, durch seine intrinsische
Aktivitat, der Zelle, auf stetig andernde Umgebungsbedingungen adaquat zu reagieren. Die
hohe Zahl an Polysacchariden an der extrazellularen Domane von Mucin1 sorgt fur eine hohe
Wasserbindungskapazitat und schitzt, durch den Aufbau eines hydrophilen Milieus, das
Gewebe vor Austrocknung (101). Gleichzeitig fihren die ausgepragten Zuckerketten zu einer
Abschirmung des Proteinriickrats und verhindern so dessen Abbau durch Proteasen (97). Des
Weiteren erschwert die starre Architektur von Mucin1 mit seiner einzigartigen Zucker-Protein-

Struktur die Adhasion und das Eindringen pathogener Keime in das Gewebe (95).
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Mucin1 selbst besitzt keine Kinaseaktivitat, weist jedoch an der Mucin1-C-Untereinheit eine
stark konservierte Domane auf, die Tyrosin-Bindungsstellen besitzt und Uber die eine
Phosphorylierung mit Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) und die Interaktion mit weiteren
Enzymen stattfindet (102). Durch eine rein apikale Expression von Mucin1 liegt physiologisch
eine raumliche Trennung zu den basolateral exprimierten RTK vor. Tight-Junctions
gewahrleisten die Aufrechterhaltung der Zellpolaritat. Als Reaktion auf zellularen Stress, bspw.
im Rahmen von Entziindungsreaktionen, kommt es zu einem reversiblen Polaritatsverlust, und
infolgedessen zu einer strukturellen Umverteilung von Mucin1 Gber die gesamte Zellmembran.
Hierdurch kommt es zu einer Interaktion von Mucin1 mit den basolateral exprimierten

Rezeptor-Tyrosinkinasen.

Der EGF-Rezeptor ist in der Lage, tuber Phosphorylierungen an der Mucin1-C-Untereinheit
des YEKV-Motivs intrazellulare Prozesse zu regulieren. Darlber hinaus beinhaltet die
Mucin1- C-Untereinheit eine Bindungsstelle fir Galectin am Asp-36, die ebenfalls eine
Interaktion mit dem EGFR ermdglicht (103). Bisher konnte keine eigene DNA-Bindungsstelle
fir Mucin1 nachgewiesen werden, jedoch kann Mucin1 eine Beteiligung in den regulatorischen
Transkriptionsprozessen und bei der Rekrutierung von Co-Transkriptionsfaktoren
zugesprochen werden (104, 105). Durch die bereits beschriebene Phosphorylierung von
Mucin1 kommt es zu einer gesteigerten Initiation von f-Catenin und Mucin1. Der
B- Catenin/Mucin1 Komplex ist in der Lage, den Wnt/3-Catenin-Signalweg zu aktivieren und
Uber eine Blockierung des Tumorsuppressors APC-Protein, den Abbau von B-Catenin zu
verhindern. B-Catenin kann an Mucin1-C gebunden weiter in den Zellkern transportiert werden
und dort als Transkriptionsfaktor wirken (102, 106).

Des Weiteren wird durch die Bindung von p-Catenin und Mucin1 eine Interaktion zwischen
alpha-Catenin und E-Cadherin, die wesentlich an der Ausbildung von Adherens-Junktions und
somit einer Zell-Zellverbindung verantwortlich sind, unterdrickt. Mucin1 kann trotz seiner
Membranverankerung durch TNF alpha und anderen proinflammatorischen Zytokinen von der
Membran abgespalten werden und sowohl extrazellular als auch in einzelnen Komponenten
intrazellular vorliegen (97). Zu den weiteren Bindungspartnern von Mucin1 gehdren unter
anderem: erbB2, erbB3, erbB4, c-Src, PKCd, Grb2, p-Catenin, GSK3p und p120.

2.2.2 Mucin1 im Tumor

Die Multifunktionalitat von Mucin1 Iasst sich auch wahrend der Tumorgenese beobachten. In
vielen epithelialen Tumoren liegt eine Uberexpression von Mucin1 vor. Im Mammakarzinom
konnte diese bei ca. 90 % verzeichnet werden (99, 107, 108). Wahrend der Tumorprogression

kommt es, wie bei Entzindungsreaktionen auch, zu einem irreversiblen Polaritatsverlust der
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Zelle mit Aufhebung der apikalen Zellausrichtung. Dies fuhrt zu einer Umverteilung von Mucin1
auf der gesamten Zellmembran und eine daraus resultierende Auflésung von Zell-Zell- und
Zell-Matrix-Adhdsionen, was eine vereinfachte Ablésung der Zelle aus dem Zellverbund
ermdglicht (99) (Abbildung 3). Mucin1 besitzt zudem extrazellulare Bindungsstellen, die eine
vereinfachte Zelladhasion maligner Zellen ermdglichen. Diese sind unter anderem ICAM1-
Rezeptoren auf Endothelzellen, Galectin-3 sowie E-Selectin. Durch die bivalente Eigenschaft
von Mucin1 kann somit einerseits die Ablosung und der Ausstrom von Tumorzellen begulnstigt
und andererseits Migrations- und Invasionsprozesse von Tumorzellen wahrend der
Metastasierung vereinfacht werden (109). Dies zeigt sich auch durch die Erkenntnisse, dass
eine vermehrte Mucin1-Expression mit einem schlechten Gesamtiiberleben sowie geringem

rezidivfreien Uberleben assoziiert ist (108).

314 18T

Normal epithelial cell Cancer cell

Key:
© ) Growth factor Heavily glycosylated Underglycosylated
U receptors Mucin 1 (MUC1) Mucin 1 (MUC1)

Abbildung 3 Verdnderungen von Mucinl in gesundem Epithelgewebe gegeniiber Mucinl im Tumorgewebe (97)
MUCI: a multifaceted oncoprotein with a key role in cancer progression, Sritama Nath, Pinku Mukherjee,
Trends in Molecular Medicine, ©2014 Elsevier

Die zellulare Umverteilung von Mucin1 und die so entstehenden Interaktionen mit basolateral
exprimierten RTKs stellt einen wesentlichen Aspekt der Malignitatsentwicklung von
Tumorzellen dar (Abbildung 3). Eine Bindung am EGF-Rezeptor ErbB1 (EGFR) fuhrt zu
dessen Aktivierung und zur Stimulation von Zellwachstum sowie zur Ausschittung anti-
apoptotischer Uberlebenssignale. Im gesunden Gewebe wird die Aktivierung von ErbB1 streng
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reguliert. Die im Tumor entstehende Komplexbildung von Mucin1/ErbB1 verhindert den Abbau
von aktiviertem ErbB1 und unterstltzt somit eine prolongierte Signaltransduktion, die Uber das
physiologische Maf} hinausgeht (110). Des Weiteren férdert Mucin1 Uber Aktivierung des
PI3K/AKT Signalweges (96) eine vermehrte Synthese des Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF), die zur Angiogenese fuhren und so eine verbesserte Nahrstoffzufuhr des Tumors

gewahrleisten kann (111).

Neben der Uberexpression konnte in mehreren Arbeiten ein aberrantes Mucin1-Protein im
Tumorgewebe nachgewiesen werden, das sich deutlich vom physiologischen Mucin1
unterscheidet. Daflr verantwortlich ist eine im Tumormilieu veranderte Transferasenaktivitat.
Im Brustkrebs ist die Aktivitdt der B6-GIcNAc-Glykosyl-Transferase, die fir die Mucin1-
typischen Glykosylseitenketten sorgt, vermindert. Gleichzeitig zeigt sich eine Uberaktivitat der
alpha2,3-Sialyl-Transferase, die durch Sialylierung zu einem verfriihten Abbruch der
Seitenketten fuhrt. Aus beiden Effekten resultiet ein im Tumor verandertes
Glykosylierungsmuster von Mucin1, was durch die verklrzten Zucker-Seitenketten unter
anderem in der Freilegung des Kohlenhydratpeptids resultiert und zu der Entstehung neuer
immunogener Mucin-Antigene und Peptid-Epitope im Tumor fihrt (112). Die existierenden
kérpereigenen Antikdrper kénnen dabei gegen folgende Peptid-Epitope gerichtet sein:
RPAPGS, PPAHGVT, PDTRP und GSTA, (113, 114) wobei sich PDTRP als besonders
immunogen erwies (115). Weitere immunogene Strukturen stellen die verkurzten
Zuckerseitenketten in Form von Glykopeptid-Epitopen dar: Tn GalNAcalpha1-O-Ser/Thr, STn
(NeuAcalpha2-6GalNAcalpha1-O-Ser/Thr)(114), T (Gal B3 GalNAc) und ST (Neu5Ac a6 Gal
B3 GalNAc) (116, 117).

Zusammenfassend ist das im Tumor aberrant exprimierte Mucin1 sowohl quantitativ als auch
qualitativ in seinem Glykosylierungsmuster verandert. Es kann sowohl tumorspezifische als
auch tumorassoziierte Antigene aufweisen, die bspw. eine MHC I|-vermittelte oder T-Zell
vermittelte Immunantwort auslésen kénnen (118, 119). Diese immunogenen Eigenschaften
und die ausgepragte Expression von Mucin1 in Brustkrebstumoren machen es zu einem
potenziell geeigneten Target in der Immuntherapie des Mammakarzinoms, was bereits zu der
Entwicklung verschiedener synthetischer Mucin1-Antikorper gefihrt hat. Diese Antikdrper sind
gegen verschiedene Zielstrukturen von Mucin1 gerichtet, wobei sie dabei unterschiedliche
Bindungsaffinitaten aufweisen. Antikorper, die gegen das Proteinrickrat von Mucin1 gerichtet
sind, zeigen oftmals eine verbesserte Bindungsaffinitat an hypoglykosyliertes Mucin1, da das
Proteinrtckrat nicht von den Zuckerseitenketten ,abgeschirmt® wird. Der in dieser Arbeit
verwendete monoklonale Antikdrper (mAK) VU4H5 ist gegen den extrazellularen Anteil der
Mucin1-N-Untereinheit (MUC1) gerichtet. Durch die verkirzten Seitenketten im Tumor zeigt
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sich eine besonders hohe Bindung des Antikorpers. Der dieser Arbeit dienende
Vergleichsantikorper GGSK1/30 bindet das neu beschriebenes Glykopeptid-Antigen TA-

MUCA1, das im Vergleich zu MUC1 tumorspezifisch exprimiert vorliegt.
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3 Material und Methoden

3.1 Materialien

Geréate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 5 Gerdte und Verbrauchsmaterialien

Gerate und Verbrauchsmaterialien
Dampfgarer MultiGourmet FS10
accu-jet ® pro Pipette Controlle
Transferpette ® S-Pipette 10-100 pl
Masterpette MR ® Pipette 100-1000 pl
IKA Vortex-Schiittler VF2

Leitz Dialux 22EB -Mikroskop

Leica Leitz DMRB -Mikroskop

Leica DFC290 HD - Kamera
SafeSeal-ReagiergefaR, 1,5 ml

Cellstar ® - Polypropylen Rohrchen, 15 ml
Eppendorf Tubes® 5.0 ml

epT.l.P.S.® Standard/Bulk-
Pipettenspitzen, 2 — 200 ul

epT.l.P.S.® Standard/Bulk—
Pipettenspitzen, 1000 pl

Greiner CELLSTAR®-Serological Pipette,
5ml in 1/10 ml

Menzel-Glaser-Deckglaser 24x32 mm
Menzel-Glaser-Deckglaser 24x50 mm
Menzel-Glaser-Deckglaser 24x60 mm
Diagonal Deckglaser 18x18 mm

Dako Pen Code S2002
Hico-Mic-Mikroskopier-Einschlussmittel
Einweg-Pipette

Menzel-Glas-Objekttrager Superfrost plus

Hersteller

Braun GmbH, Kronberg im Taunus
BRAND GMBH + CO KG, Wertheim
BRAND GMBH + CO KG, Wertheim
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
IKA®-Werke GmbH & CO. KG, Staufen im
Breisgau

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Leica Microsystems GmbH, Wetzlar
Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Eppendorf AG, Hamburg

Greiner Bio One International GmbH, A-
4550 Kremsmiinster Osterreich

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Diagonal GmbH & Co. KG 48161 Munster
Dako Denmark A/S Glostrup, Denmark
Hirtz & Co. KG, KdIn

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

Tabelle 6 Gebrauchsmaterialien

Gebrauchsmaterialien

Eppendorf-Objekttrager-Halterung

Edelstahlpinzette, flach und spitz

Deckglaspinzette

Hirschmann® EM Duran®-Messzylinder

250:2 ml
Vitlab®-Trichter

Farbe-Trog Glas mit Halterung

Laborflaschen

Losungen und Puffer

Tabelle 7 Losungen und Puffer

Losungen und Puffer
Ampuwa ® 1000
ml Plastipur® - Spiillésung

PBS pH7,4 — Waschpuffer
0,2 g KCI

0,2 g KH2PO4 (wasserfrei)
8,0 g NaCl

0,9 g Na:HPO, (wasserfrei)
Ad1l1
Wasserstoffperoxid 30 %
ROTIPURAN ® p.a.,
stabilisiert, 250 mi

DAKO Target Retrieval
Solution, low-pH, 10 x
Konzentrat, 500 ml
Mayer’s Hamalaunlésung,
500 ml

BSA - Bovine Serum
Albumin Lyophilized
Powder, >96 % (agarose
gel electrophoresis)

Hersteller

Eppendorf AG, Hamburg

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe

Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe
Hirschmann Laborgerate GmbH & Co. KG,
Eberstadt

Vitlab GmbH, GroRRostheim

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG

Referenznummer Hersteller

8070.2

S1699

1.09249.0500

A2153-100G

Fresenius Kabi
Deutschland GmbH ©, 6
1346 Bad Homburg

Carl Roth GmbH + Co. KG

Dako Denmark A/S

Glostrup, Denmark
Merck KGaA, Darmstadt

Sigma-Aldrich Chemie
GmbH, Steinheim
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Substanzen

Tabelle 8 Substanzen

Substanzen

Xylol Isomerengemisch,
251

Ethanol 99,8 % vergallt mit
IPA, MEK und Bitrex
Reinst, 5|

DAKO REAL ™ Antibody
Diluent, 250 ml

Kit-Systeme

Tabelle 9 Kit-Systeme
Kit-System
DAKO REAL ™EnVision™
Detection System

Peroxidase/ DAB+Rabbit/

Mouse

Antikorper
Tabelle 10 Antikorper

Antikorper
MUC1 VU4H5

Referenznummer
131769.1612

147194.147194.1214

S2022

Referenznummer

K5007

Isotyp
Mouse 1gG1

Hersteller

AppliChem GmbH,
Darmstadt

AppliChem GmbH,
Darmstadt

Dako Denmark A/S Glostrup,
Denmark

Hersteller

Dako Denmark A/S

Glostrup, Denmark

Hersteller
Cell Signaling Technology

Inc., Frankfurt am Main
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3.2 Methoden

3.2.1 Patientenkollektiv und Gewebeproben

Fir den Nachweis von MUC1 im Tumorgewebe wurden 241 Gewebeproben ausgewahlt, die
von der Gewebe-Biobank, Institut fur Pathologie der Universitadtsmedizin Mainz in Form von
FFPE-Gewebeschnitten (Formalin-fixed, paraffin-embedded) zur Verfugung gestellt wurden.
Die Proben entstammten einem Patientenkollektiv, das in einem Zeitraum von 2009 bis 2016
in der Frauenklinik der Universitatsmedizin Mainz wegen eines erstdiagnostizierten
Mammakarzinoms operiert wurde. Das entnommene Gewebe wurde in der Pathologie der
Universitatsmedizin Mainz histopathologisch aufgearbeitet. Die Auswertungen standen in
Form von pathologischen Befunden zur Verfigung. Fur das Kollektiv wurden ausschlief3lich

primare, nicht fernmetastasierte Mammakarzinome eingeschlossen.

3.2.2 Kontrollfarbungen

Positivkontrolle: MCF-7-Zellen

Die MCF-7-Zelllinie (ATCC®HTB-22™) wurde erstmals 1970 von der Michigan Cancer
Foundation aus dem Pleuraexsudat eines metastasierten Mammakarzinoms isoliert. Sie wird
heute als etablierte Zelllinie in der Brustkrebsforschung eingesetzt (120, 121). MCF-7-Zellen
zeichnen sich durch Ostrogen- und Progesteronrezeptor-Positivitat sowie HER2-Negativitat
aus. Zudem sind sie hoch positiv fir das Tumorantigen Mucin1 (122), weshalb sich diese
Zelllinie als Positivkontrolle der immunhistochemischen Farbung dieser Arbeit als geeignet
erwies. Die Zellen wurden auf SuperFrost®-Objekitragern fur drei Tage ausgesat und

anschlieRend in 4,5 % Formalin fixiert.

Technische Negativkontrolle

Zum Ausschluss unspezifischer Farbungen wurde fir jeden immunhistochemischen Durchlauf
ein Tumorschnitt des Kollektivs in zweifacher Ausfihrung verwendet und einmal ohne

Primarantikérper nach dem weiteren Farbeprotokoll behandelt.
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Inhaltliche Negativkontrolle: Gesundes Brustgewebe

Neben der Untersuchung karzindser Brustgewebeschnitte wurden in jedem Farbedurchgang
gesunde Brustgewebeschnitte gefarbt. Das gewonnene Material entstammte dabei aus
Brustreduktionsplastiken, die an der Universitatsmedizin Mainz durchgefiihrt wurden und nach
schriftlicher Einwilligung der Spenderinnen fur wissenschaftliche Zwecke freigegeben wurden.
Das Gewebe wurde vor der weiteren Aufarbeitung histologisch vom pathologischen Institut der

Universitatsmedizin als benigne befundet.

Vorbehandlung des Gewebes

Die Tumorgewebeschnitte wurden von der Gewebe-Biobank fir das immunhistochemische
Farbeverfahren aufbereitet. Dabei wurde nach einem standardisierten Protokoll der
Universitatsmedizin gearbeitet, bei dem nach der Entnahme des Tumors das Tumorgewebe
in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet (FFPE) wird, um so lysosomale Enzyme zu
blockieren und das Gewebe in seiner Struktur zu konservieren. Mittels Mikrotom wurden aus
den Tumorbldcken jeweils 4m dicke Praparate geschnitten und auf Superfrost®Plus Menzel
Glaser aufgezogen. Diese speziellen Objekttrager binden zytologisches Material durch
elektrostatische Anziehung und sollen das Risiko eines spateren Ablosens wahrend der
Antigendemaskierung vermindern (123). AnschlieRend wurden die Schnitte Gber Nacht bei

60C inkubiert, damit geschmolzenes Paraffin ablaufen kann.

3.2.3 Immunhistochemie

Immunhistochemische Farbungen bieten die Moglichkeit, durch spezifische Antigen-
Antikdrper-Reaktionen Epitope von Antigenen in Gewebeschnitten zu detektieren und somit
neue Zielstrukturen fur die Diagnostik und die gezielte Tumortherapie zu identifizieren (123).
Mittels immunhistochemischer Farbungen sollte in der vorliegenden Arbeit die Expression des
Tumorantigens MUC1 im Brustkrebsgewebe untersucht werden. Daflir wurde eine indirekte
Methode verwendet, bei der der unkonjugierte Primarantikbper VU4H5 das gesuchte Antigen
(MUC1) bindet und in einem zweiten Schritt durch einen sekundaren Antikdrper mittels
enzymgekoppelter Farbereaktion nachweist. Nachfolgend wurde das Produkt Uber ein
Detektionssystem visualisiert. Fir den hier verwendeten Primarantikorper VU4HS wurden
verschiedene Verdinnungsreihen getestet und mit der geeignetsten Antikdrperkonzentration

ein Immunhistochemie-Protokoll entwickelt, das sich wie folgt darstellt.
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Arbeitsprotokoll

Fir jeden Farbedurchgang wurde eine Positivkontrolle in Form von MCF-7-Zellen sowie eine
technische Negativkontrolle mitgefarbt. Des Weiteren erfolgte je Durchgang eine Farbung von

gesundem Brustgewebe, was als inhaltliche Negativkontrolle diente.

1.Entparaffinierung, Antigendemaskierung

Die FFPE-Gewebeproben waren in Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet. Sie wurden in
einem ersten Schritt durch Xylol fir insgesamt 30 Minuten entparaffiniert, anschlie3end in
einer absteigenden Alkoholreihe rehydriert sowie einmalig in demineralisiertem Wasser (VE-

Wasser) gewaschen.

3x 10 Min Xylol

2x 2 Min Ethanol 100 %
1x 2 Min Ethanol 96 %
1x 2 Min Ethanol 70 %
1x 1 Min H20

O O O O O

Die Antigendemaskierung ist ein Verfahren, das die Wiederherstellung der tertidren
Proteinstruktur und somit eine Bindung des Antikdrpers an das freigelegte Antigen ermdglicht.
Die daflir verwendete HIER (heat-induced epitope retrieval)-Methode kann formalininduzierte
Veranderungen der Epitopstruktur wiederherstellen (123). Dazu werden die Gewebeschnitte
in einem Citrat-Puffer fir 30 Minuten in dem vorgeheizten Steamer erwarmt. AnschlieRend
werden die Schnitte bei Raumtemperatur fir 20 Minuten abgekihlt. Um Rickstande zu
vermeiden, werden alle Gewebeschnitte nachfolgend durch VE-Wasser gezogen.
AnschlieRend werden die Objekttrager fur 10 Minuten mit Wasserstoffperoxid benetzt, um die
endogene Peroxidase zu blockieren, und nachfolgend erneut in VE-Wasser getaucht. Um eine

Austrocknung zu verhindern, wurden die Objekttrager in eine feuchte Kammer gelegt.

o 1x 30 Min low pH Puffer (1:10)
o 1x20 Min  Abkulhlen bei RT
o 1x10 Min 3 % H202

o 1x in VE-Wasser tauchen
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2. Spezifische Farbung

Die spezifische Farbung erfolgt manuell und in Form eines indirekten Nachweises. Verwendet
wurde der Primarantikbrper Anti-MUC1 VU4HS5. Er ist ein aus einer Maus isolierter
monoklonaler Antikorper der gegen die Tandemrepeats des Proteinrickrats des totalen
Mucin1-Antigens gerichtet ist (124). Nach mehreren Verdinnungsreihen wurde eine
Verdinnung von 1:100 fur das Protokoll festgelegt. Tragerlésung war das Antibodydiluent
Dako REAL. Fir die gleichmaRige Verteilung des Antikorpers wurde das Gewebe zuvor mit
einem Fettstift umrandet. Die Gewebeproben werden fiir eine Stunde bei Raumtemperatur in
der feuchten Kammer mit dem monoklonalen Antikdrper inkubiert. Im Nachfolgenden werden
die Proben mehrmals in einer phosphatgepufferten Salzlésung (PBS) gewaschen und von

Uberschussigen mAK befreit.

o 1hRT VU4HS5 (1:100)
o 3x2Min PBS

Zum Nachweis des gebundenen Primarantikérpers diente die EnVision-Methode. Dafir wurde
das Gewebe flir 30 Minuten mit dem Zweitantikdrper, Dako REAL EnVision in der feuchten
Kammer inkubiert. Uber ein Dextrangerlst ist der Sekundarantikérper mit zahlreichen
Peroxidasen konjugiert und wandelt enzymatisch farbloses Chromogen in einen sichtbaren
Niederschlag um (125). Als Chromogen diente das 3,3 'Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid
(DAB) in einer Verdinnung von 1:50. Dieses wirkte flr 5 Minuten ein und wurde bei positivem
Nachweis als dunkelbraune Farbung sichtbar. Anschlielend wurden die Proben unter
flieRendem Leitungswasser gespllt und zur Kontrastierung der Kerne mit dem Farbstoff
Meyers-Hamalaun im Verhaltnis 1:5 fur funf Minuten gegengefarbt. Zum Abschluss wurden

die Proben nochmals mit fliekendem Leitungswasser geblaut.

o 1x 30 Min Dako EnVision

o 1x5Min  DAB+ H202(1:50)

o 1x 10 Min flieRendes VE-Wasser

o 1x5Min  Meyers-Hamalaun-Losung
o 1x 10 Min flieRendes VE-Wasser
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3. Einbettung
Die Gewebeproben wurden in einer aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mehrfach in

Xylol eingelegt, um anschlielRend in Eukitt fixiert zu werden.

o 1x2Min Ethanol 70 %
o 1x2 Min Ethanol 96 %
o 2x2Min Ethanol 100 %
o 3x5Min Xylol

3.2.4 Auswertung der immunhistochemischen Farbungen

Die immunhistochemischen Farbungen wurden in Zusammenarbeit mit Herrn Dr. med. Jorg
Jakel, Facharzt fur Pathologie des Instituts fur Pathologie der UM Mainz, sowie zwei weiteren,
voneinander unabhdngigen Beobachtern ausgewertet. Es wurden hierbei lediglich
Tumorschnitte mit invasiven Karzinom-Anteilen ausgewertet und Gewebeproben, die
ausschliellich DCIS-Anteile aufwiesen, ausgeschlossen. Zur immunhistochemischen
Auswertung diente der Immunreaktive Score (IRS) nach Remmele et al. (126), der als
semiquantitative Auswertung zwei Parameter betrachtet, deren Punktewerte miteinander
multipliziert werden. Er setzt sich zusammen aus der Intensitdt der Farbung O=keine;
1=schwach; 2=maRig; 3= stark sowie dem Anteil positiv gefarbter Zellen 0 %=0; <10 %=1;
<11-50 %=2; <51-80 %=3 und >80 %=4 (126). Daraus ergibt sich ein mdglicher Punktewert
von 0 bis 12. Zusatzlich erfolgte die Auswertung nach Kompartimenten der zellularen Farbung.
Es wurde unterschieden in cytoplasmatische und membrandse Farbungen sowie in gemischte
Farbungen aus der Kombination beider. Daraus ergaben sich folgende mdgliche
Expressionsmuster: rein cytoplasmatisch (c), vorrangig cytoplasmatisch und teilweise
membrands (cm), vorrangig membrands und teilweise cytoplasmatisch (mc) sowie rein
membrandés (m) (Abb. 4-7). Als Grundlage fir den angestrebten Vergleich der
Antikorperfarbungen von VU4H5 und dem Vergleichsantikorper GGSK-1/30 war die Erfassung
der jeweiligen Expressionen an denselben Tumorblécken mittels des methodisch gleichen

immunhistochemischen Farbeprotokolls.
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Abbildung 4 Cytoplasmatische MUCI-Expression im Tumorgewebe durch den mAK VU4H5
IRS 2: Farbintensitdit mdfsig, Anteil positiv gefirbter Zellen < 10 %. Histologie: gemischt
invasiv duktal /lobuldrem Mammakarzinoms, ER/PR+, HER2 —
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Abbildung 5 Cytoplasmatisch-membranose MUCI-Expression im Tumorgewebe durch den

mAK VU4HS5

IR Score von 9: Firbeintensitit stark (3), Anteil positiver Tumorzellen 51-80 % (3) invasiv-duktales
Mammakarzinom ER/PR +, HER2—
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Abbildung 6 Membrands-cytoplasmatische MUC-Expression im Tumorgewebe durch den
mAK VU4H5

IRS Beurteilung von 6 Firbeintensitdt.: stark (3) prozentualer Anteil positiv gefdrbter Zellen
11-50 % (2), NST Mammakarzinom ER/PR +, HER2 —
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Abbildung 7 Cytoplasmatische MUCI-Expression im Tumorgewebe durch den mAK VU4H5

IRS Beurteilung von 8 Firbeintensitdit: mdfig (2) prozentualer Anteil positiv gefirbter Zellen
>80 %(4), invasiv-duktales Mammakarzinom ER/PR -, HER2 +
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3.2.5 Statistische Auswertung

Zur statistischen Auswertung wurde das Statistikprogramm IBM®-SPSS®-Statistics 23.0
verwendet. Die deskriptive Analyse erfolgte anhand klinischer und histopathologischer Daten
aus dem Krankenhausinformationssystem SAP der Universitdtsmedizin Mainz sowie aus der
Datenbank des Krebsregisters Rheinland-Pfalz. Kategoriale Variablen wurden unter Angabe
von relativen und absoluten Haufigkeiten dargestellt. Stetige Variablen wurden anhand von
Mittelwerten mit jeweiliger Standardabweichung und 95 %-Konfidenzintervall aufgefuhrt. Als
statistisch signifikant wurden p-Werte kleiner als 0,05 angegeben, wobei bei einem

explorativen Studiendesign von einer statistischen Auffalligkeit gesprochen werden muss.

Zur  Korrelation der MUC1-Expression und TA-MUC1-Expression wurden
Normalverteilungstest in Form des Shapiro-Wilk-Tests angewandt. Die Korrelationen
zwischen den ordinalen Skalen der IR-Scores von MUC1 und TA-MUC1 wurden als abhangige

Variablen behandelt.

Fur die Korrelationsanalysen wurden zur Erhebung der Verteilung der MUC1-Expression uber
kategoriale Variablen nichtparametrische Tests (Mann-Whitney-U Test bzw. bei Variablen 2
zwei Kategorien der Kruskal-Wallis-Test) angewandt. Bei Variablen mit mehr als zwei
Kategorien wurde ein paarweise-Vergleich unter Angabe der nicht-adjustierten p-Werte

durchgefihrt. Die Darstellung der Ergebnisse erfolgte anhand von Boxplot-Diagrammen.

Zur Untersuchung der Verteilung der MUC1-Expression anhand von Median-Gruppen
erfolgten Hypothesentests (Chi-Quadrat — oder Likelihood-Quotienten-Test). Die Ergebnisse
wurden anhand von Kreuztabellen unter Angabe des nicht-adjustierten p-Wertes dargestellt.
Fir das Zusammenhangsmal® wurden der Phi-Koeffizient und Cramers V bestimmt. Im
Anschluss wurde ein post-hoc-Chi-Quadrat-Test mit Angabe der adjustierten p-Werte
(Bonferroni-Korrektur) durchgefuhrt. Das globale Signifikanzniveau wurde hierbei nicht
gehalten, da durch die selektive Korrektur lediglich zum lokalen Signifikanzniveau o getestet

wurde.

Nachfolgend wurde der Einfluss der MUC1-Expression auf das Gesamtuberleben (overall
survival (OVS)), metastasenfreie Uberleben (metastasis-free survival (MFS)) und
krankheitsfreie Uberleben (desease-free survival (DFS)) anhand von Kaplan-Meier-
Uberlebenskurven dargestellt und die Signifikanz mittels Log-Rank-Test untersucht. Zensierte
Patientinnen wurden miteingeschlossen (kein Eintritt des untersuchten Ereignisses in der

gewahlten Beobachtungszeit).
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AbschlieRend wurde der unabhangige prognostische Einfluss fiir die Gesamtexpression und
die subzellulare Expression von MUC1 durch multivariate Cox-Regressionssanalysen mittels
Rickwartselimination (LR-Methode) in Bezug auf das OVS, MFS und DFS untersucht. Eine
Darstellung der Ergebnisse erfolgte anhand des 95 %-Konfidenzintervalls und dem Hazard-
Ratio sowie dem ermittelten p-Wert. Der Einschluss der aufgefiihrten Variablen erfolgte durch
vorausgegangene univariate Cox-Regressionsanalysen sowie unter Berlcksichtigung

klinisch-relevanter Tumoreigenschaften.
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4 Ergebnisse

4.1 Patientenkollektiv und klinische Parameter

Das Kollektiv umfasste 241 Patientinnen, die im Zeitraum von 2009 bis 2016 im Rahmen der
Erstdiagnose eines Mammakarzinoms an der Universitatsmedizin Mainz in der Klinik fir
Frauenheilkunde behandelt wurden. Zum Zeitpunkt der Erhebung konnten fir sieben
Patientinnen keine klinischen Daten erfasst werden, diese wurden als Lost-to-follow-up
eingestuft (n=234). Die Follow-Up-Rate betrug 97,1 %. Das durchschnittliche Patientenalter
bei Erstdiagnose lag bei 60,3 Jahren (SD + 12,7 Jahre, 95 %-KI 58,7-61,9). Der mittlere
Beobachtungszeitraum betrug 5,9 Jahre (SD + 2,3 Jahre, 95 %-Kl 5,6-6,2). Das mediane
Uberleben konnte zum Zeitpunkt der Erhebung nicht bestimmt werden, da weniger als 50 %
des Kollektivs das definierte Ereignis (Tod) erreicht hatten. Innerhalb des
Beobachtungszeitraums verstarben 35 Patientinnen. Die 5-Jahres-Uberlebensrate des
Kollektivs betrug 92,3 %, die 10-Jahres-Uberlebensrate lag bei 85 %.

Der Uberwiegende Anteil der Patientinnen (46,5 %) wies bei Erstdiagnose ein T2 Stadium auf,
gefolgt von 44,8 % der Patientinnen im T1 Stadium und dem weitaus selteneren T3-Stadium
mit 7,9 %. Bei Erstdiagnose zeigte sich bereits in 34,9% der Falle eine
Lymphknotenbeteiligung und bei 31,1 % eine Infiltration des umliegenden Lymphgewebes
und/oder Venengefallsystems (Pn/L/V-positiv). Eine primare Metastasierung galt als
Ausschlusskriterium und kam somit nicht vor. Die weiteren im Follow-Up erhobenen

Charakteristika sind im Folgenden aufgefuhrt (Tabelle 11).

Tabelle 11 Tumor- und patientenbezogene Daten fiir das Mammakarzinomkollektiv

Charakteristika der Patientinnen mit Mammakarzinom

Mittelwert SD 95 %-KI
Alter (Jahren) zum 60,3 + 12,66 Jahre 58,7-61,9
Zeitpunkt der ED
n %
Lokalisation links 132 54,7 %
rechts 109 45,3 %
unifokal 199 82,6 %
multizentrisch 42 17,4 %
Invasiv-duktal/ NST 189 78,4 %
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Histologische Invasiv lobular 31 12,9%
Klassifikation
gemischt duktal-lobular/duktal-muzinés 12 5,0%
tubular 2 0,8%
kribriform 1 0,4%
muzinds 6 2,5%
T Status T1 108 44,8 %
T2 112 46,5 %
T3 19 79 %
Tx 2 0,8%
Lymphknotenstatus Negativ 156 64,7 %
Positiv 84 34,9 %
Nx 1 0,4 %
DCIS/ LIN Negativ 62 25,7 %
DCIS/LIN 179 74,3 %
Grading G1 37 15,4 %
G2 112 46,5 %
G3 90 37,3%
Gx 2 0,8%
Residualstatus RO 225 93,4%
R1 16 6,6 %
Pn/L/V Status L positiv 63 26,1%
V positiv 12 5,0%
Pn positiv 12 5,0%
ER-Status Positiv 183 75,9 %
Negativ 58 241 %
PR-Status Positiv 164 68,0 %
Negativ 77 32,0%
HER2-Status Positiv 26 10,8 %
Negativ 215 89,2 %
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Lokalrezidiv Rezidiv 1 16 6,5 %
Rezidiv 2 4 1,2%
Sekundare Metastasierung  positiv 23 9,5 %

(ED = Erstdiagnose, SD= Standard Deviation, KI= Konfidenzintervall, n = Anzahl, Pn =Invasion der
Perineuralscheide, L = Lymphgefafinvasion, V = Venengefafinvasion)

4.2 MUC1-Expression im Brustdrisengewebe

4.2.1 MUC1-Expression im gesunden Gewebe

Neben der Farbung von Tumorpraparaten erfolgte als Negativkontrolle eine
immunhistochemische Farbung von gesundem Brustdrisengewebe mittels des mAK VU4H5.
Hierbei zeigte sich eine positive Expression von MUC1 im Gesunden (Abb. 8). Es konnte
Uberwiegend ein cytoplasmatisches Expressionsmuster gesunder Brustdriisenzellen gezeigt
werden, wobei sich auch geringe membranstandige Anteile nachweisen liel3en.

Abbildung 8 MUCI-Expression im gesunden Brustdriisengewebe durch den mAK VU4HS
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4.2.2 MUC1-Expression im Tumorgewebe

Gesamtexpression von MUC1 und der Vergleich mit TA-MUC1 im Tumorgewebe

Fanf Tumorschnitte wurden fur die Korrelationen ausgeschlossen, da in diesen lediglich
Carcinoma-in-Situ-Anteile (DCIS) und keine invasiven Karzinomanteile nachgewiesen werden
konnten (n=236/241). Im Nachweis mittels des Antikdrpers VU4H5 zeigte sich ein Anteil von
81,8 % (n=193/236) eindeutig MUC1-positiver Tumorschnitte (IRS > 2). Der Median lag bei
einem IR-Score von 6 und teilte das Kollektiv in 147 Falle (61 %) mit einer Expression oberhalb
und 89 Fallen (37 %) unterhalb des Medians (Abb. 9). In 18,2 % (n=43) der Falle wurde keine

bzw. keine eindeutige Expression von MUC1 im Tumor nachgewiesen (IRS 0-2).

Im Nachweis von TA-MUC1 durch GGSK1/30 zeigte sich ebenfalls eine ausgepragte positive
Expression im Tumorgewebe (1). Anhand einer Korrelationsanalyse wurde die
Gesamtexpression von MUC1 und TA-MUC1 gegenibergestellt. In der IR-Score-Verteilung
zeigte sich hierbei ein signifikanter Unterschied (p < 0,001). Unter Verwendung des
Antikérpers VU4H5 lie sich ein geringerer Anteil eindeutig positiver Brusttumorschnitte
nachweisen als unter Verwendung von GGSK-1/30 (MUC1: 81,8 % vs. TA-MUC1 92,4 %). In
der Nachweisreaktion mittels GGSK-1/30 zeigte sich zudem eine starkere Gesamtexpression
von MUC1 als mittels VU4H5 (Vgl. VU4H5: Median = IRS 6 vs. GGSK-1/30: Median = IRS 8
(Abb. 10) (1).

MUC1-Gesamtexpression im Tumorgewebe
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Abbildung 9 Hdufigkeitsverteilung der MUCI-Gesamtexpression im Tumorgewebe mittels VU4H5
(IRS = Immunoreactive score)
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Abbildung 10 Gesamtexpression MUCI vs. TA-MUCI im Tumorgewebe

Vergleich der Verteilung von MUCI und TA-MUCI anhand des IR-Scores im Tumorgewebe. Im Vergleich zeigte
GGSK-1/30 in der Verteilung einen hoheren IR-Score als VU4HS5. Blau: Antikérper VU4HS5- gegen MUCI
gerichteter Antikorper. Die Daten wurden in dieser Dissertation erhoben. Rot: Antikorper GGSK-1/30- gegen TA-
MUCI gerichteter Antikorper. Die dargestellten Ergebnisse entstammen der Dissertation von Herrn Peter Fries,
2024, Universitdtsmedizin Mainz, Fachbereich Humanmedizin.(1)

Subzelluldre Lokalisation von MUC1 und der Vergleich mit TA-MUC1 im
Tumorgewebe

In der Verteilung der subzelluldren Lokalisationen von MUC1 zeigte sich am haufigsten ein
gemischtes cytoplasmatisch-membrandses Expressionsmuster (cm) (56,4 %, n=133). Ein rein
cytoplasmatisches Expressionsmuster (c) war mit 39 % (n=92) am zweithaufigsten vertreten.
Wesentlich seltener lag ein gemischtes membrands-cytoplasmatisches Expressionsmuster
(mc) vor (1,7 %, n=4). Ein rein membrandses Expressionsmuster von MUC1 konnte in keinem
der Tumorschnitte nachgewiesen werden. Ein doppelt-negatives Expressionsmuster (weder
cytoplasmatisch noch membranar) ohne jegliche MUC1-Expression im Tumorgewebe lag bei
einem Anteil von 3 % vor (n= 8) (Abb. 11).

Im Vergleich der Antikérperfarbungen von VU4H5 und GGSK-1/30 zeigte sich in Bezug auf
die subzelluléare Lokalisation eine signifikant unterschiedliche Verteilung (Chi-Quadrat und Phi-
Test p < 0,001). Der Anteil an Tumorschnitten mit cytoplasmatisch-membranésem-

Expressionsmuster war im Nachweis durch VU4HS5 deutlich niedriger als durch den Nachweis
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mit GGSK-1/30. Auch zeigte sich unter Verwendung von VU4H5 seltener ein membrands-
cytoplasmatisches Expressionsmuster als bei GGSK-1/30. Jedoch lie3 sich bei VU4H5
haufiger ein rein cytoplasmatisches Expressionsmuster nachweisen als bei GGSK-1/30. Der
Anteil doppelt negativer Tumorschnitte war mittels GGSK-1/30 geringer als bei Farbungen
mittels VU4H5. Eine reine membrandse Expression von TA-MUC1 konnte mittels GGSK1/30
ebenso wenig nachgewiesen werden wie fir MUC1 durch VU4H5 (Abb. 12).

Subzellulare Lokalisationen von MUC1 im Tumorgewebe
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Abbildung 11 Hdufigkeitsverteilung der subzelluldren Lokalisationen von MUCI im Tumorgewebe mittels
VU4HS

(mc = membrandos-cytoplasmatische Expression, cm = cytoplasmatisch-membrandse Expression)
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Abbildung 12 Gegeniiberstellung der subzelluldren Expression von MUCI und TA-MUCI im Tumorgewebe
Durch den Nachweis mittels GGSK-1/30 liefs sich hdufiger eine mc-TA-MUCI Expression nachweisen als durch
VU4HS5. Mittels VU4HS lief3 sich hingegen hdufiger eine cyt.-Expression nachweisen als durch GGSK-1/30. Blau:
Antikérper gegen MUCI (VU4HS5); Rot: Daten der Dissertation von Herrn Dr. Peter Fries, Antikérper gegen TA-
MUCI (GGSK-1/30) (1) Subgruppen: cytoplasmatisch (MUCI 39 % vs. TA-MUCI 11,8 %), cm=
cytoplasmatisch-membranos (MUCI 56,3 %, vs. TA-MUCI1 73, 8 %), mc= membrands-cytoplasmatisch (MUCI
0,02 % vs. TA-MUC1 13,5 %), negativ= keine Expression (MUCI 3 % vs. TA-MUCI 0,8 %)

4.3 Korrelation zwischen Gesamtexpression und subzellularer Lokalisation
von MUCA1

Nachfolgend wurde die Gesamtexpression von MUC1 in Abhangigkeit zur subzellularen
Lokalisation im Tumorgewebe mittels des Antikorpers VU4HS untersucht. In der
Korrelationsanalyse konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Lokalisation und
der Héhe der Expression von MUC1 im Tumorgewebe nachgewiesen werden (Kruskal-Wallis-
Test p < 0,001). Die geringste MUC1-Expression zeigte sich bei einer rein cytoplasmatischen
Lokalisation (Median = 4). Am héchsten war die MUC1-Expression bei Tumoren mit gemischt
membrands-cytoplasmatischer Expression (Median = 9). Eine annahernd starke Expression
zeigte sich in Tumoren mit cytoplasmatisch-membrandser Expression (Median = 8). Im
paarweise-Vergleich lieBen sich signifikante Unterschiede in der Expression von MUC1
zwischen folgenden subzellularen Gruppen nachweisen: Tumoren mit cytoplasmatischer
Lokalisation zeigten eine signifikant schwachere MUC1-Expression als Tumoren mit

membrands-cytoplasmatischer-Expression (p = 0,006) sowie eine schwachere Expression als
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Tumoren mit cytoplasmatisch-membrandsen-Expression (p < 0,001). Weitere signifikante
Expressionsunterschiede zeigten sich in den Gruppen negative vs. cytoplasmatische
Expression (p = 0,005), negative vs. cytoplasmatisch-membrandse Expression (p < 0,001) und

negative vs. membrands-cytoplasmatische Expression (p < 0,001) (Abb. 13).

(A)* p=0,005 (B)*p<0,001
129 (C)*p<0,001 (D)*p<0,001 T B
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-
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2—1 -
0 T T T
doppelt negativ cytoplasmatisch membrands- cytoplasmatische-
cytoplasmatisch membrandse

subzelluldre Lokalisation

Abbildung 13 Verteilung der subzelluldren MUCI-Expressionen nach IRS

Dargestellt ist die Verteilung der MUCI Expression in Form des IR-Scores unterteilt nach subzelluldirer
Lokalisation. Tumoren mit cytoplasmatischer Lokalisation zeigten eine signifikant schwdichere MUC1-Expression
als Tumoren mit membrands-cytoplasmatischer Expression (E)*. Tumoren mit cytoplasmatischer Lokalisation
zeigten eine signifikant schwdchere MUCI-Expression als Tumoren mit cytoplasmatisch-membranoser
Expression (D)* (Dargestellt sind der Median, die 25 % und die 75 % Perzentile (oberer und unterer Teil des
Boxplots), sowie Minimum und Maximum (untere und obere Linie des Boxplots). Extremwerte werden nicht
dargestellt. (IRS = Immunoreactive score))

Des Weiteren erfolgte die Betrachtung der Gesamtexpression von MUC1, in zwei Gruppen
unterteilt nach Median, unter Berucksichtigung der subzellularen Lokalisation. Hier zeigte sich
ein signifikanter Unterschied in der Verteilung der einzelnen subzellularen Lokalisationen
(Likelihood-Quotient p < 0,001, Cramers-V < 0,557). Tumoren mit cytoplasmatischem MUC1

lagen in ihrer Expression signifikant haufiger unterhalb des Medians als statistisch erwartet
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(post-hoc-Chi-Quadrat p < 0,001). Tumoren mit gemischt cytoplasmatisch-membrandser
MUC1-Lokalisation zeigten signifikant haufiger als statistisch erwartet eine MUC1-Expression
oberhalb des Medians (post-hoc-Chi-Quadrat p < 0,001) (Abb. 14).

Auch bei Gegenlberstellung mit den restlichen Expressionsmustern zeigten sich signifikante
Unterschiede in der Verteilung der MUC1-Expression, sowohl fir cytoplasmatische Tumoren
als auch Tumoren mit cytoplasmatisch-membrandsen Expressionsmuster (cyt. vs. restliche:
Chi-Quadrat-Test p < 0,001, Phi = 0,472; cm vs. restliche: Chi-Quadrat-Test p < 0,001, Phi =
0,514). Tumoren mit cytoplasmatischer Expression zeigten haufiger eine MUC1-Expression
unterhalb des Medians als Tumoren der restlichen MUC1-Expression. In cytoplasmatisch-
membrandsen Tumoren hingegen wurde MUC1 haufiger oberhalb des Medians exprimiert als
in der Vergleichsgruppe (Abb. 15 A-B).
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Abbildung 14 Gegeniiberstellung der subzelluldren MUCI-Lokalisationen nach Mediangruppen

Dargestellt ist die Verteilung der MUCI-Expression nach Mediangruppen in Abhdngigkeit der subzelluliren
Lokalisation. Tumoren mit cyt.-MUC1-Expression zeigten signifikant eine Expression < Medians (*p < 0,001).
Cm-MUCI-Tumoren wiesen signifikant hdufiger als erwartet eine Expression oberhalb des Medians auf (p <
0,001). In Tumoren mit mc-MUC1-Expression wurde MUCI ausschliefslich oberhalb des Medians exprimiert.
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Abbildung 15 Gegeniiberstellung einzelner subzellulirer MUC1-Lokalisationen nach Mediangruppen
A: In der Gruppe cyt.- MUCI-Expression zeigte sich hdiufiger eine Expression unterhalb des Medians als in der
Vergleichsgruppe (*p < 0,001). B: In der Gruppe cm-MUCI zeigte sich in iiber 80% der Fille eine Expression

oberhalb des Medians (*p < 0,001) wohingegen in der Vergleichsgruppe iiberwiegend eine Expression unterhalb
des Medians vorlag (*p < 0,001).
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4.4 Korrelation von MUC1 mit patientenbezogenen und histopathologischen
Daten

Die Analyse und statistische Auswertung der MUC1-Expression gegenuber histopatho-
logischen und patientenbezogenen Daten werden im Folgenden dargestellt. Nicht signifikante
Ergebnisse der MUC1-Expression wurden aufgefihrt, sofern signifikante Ergebnisse flr die
TA-MUC1-Expression (1) vorlagen und dem Vergleich dienten. Die Ergebnissdarstellung
erfolgte separat fur die Gesamtexpression von MUC1 und der subzellularen Lokalisation von
MUCH1.

441 Expression von MUC1 in Abhangigkeit des Alters bei Erstdiagnose

Fir die folgenden Korrelationen wurde das Patientinnen-Kollektiv in zwei Altersklassen
unterteilt: in die Gruppe der Uber 55-Jahrigen (n=149) und in die Gruppe der < 55-Jahrigen
(n=87).

Gesamtexpression von MUC1 in Abhangigkeit vom Alter

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen dem Alter bei Erstdiagnose und der
MUC1-Gesamtexpression im Tumorgewebe (Chi-Quadrat: p = 0,03, Phi = 0,134). Patientinnen
< 55 Jahren zeigten im Tumor haufiger eine MUC1-Expression oberhalb des Medians als
Patientinnen > 55 Jahren (Abb. 16). In der Vergleichsarbeit mit GGSK-1/30 lieRen sich keine
signifikanten Zusammenhange zwischen der TA-MUC1-Gesamtexpression und dem Alter der

Patientinnen nachweisen (1).
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Abbildung 16 MUC1-Gesamtexpression in Korrelation zum Alter bei Erstdiagnose
Patientinnen < 55 Jahren zeigten innerhalb ihrer Gruppe hdufiger eine MUCI-Expression oberhalb des
Medians als Patientinnen > 55 Jahren (*p = 0,03).

Subzellulare Lokalisation von MUC1 in Abhangigkeit vom Alter

Die subzellulare Lokalisation von MUC1 und das Alter bei Erstdiagnose zeigten keinen
signifikanten Zusammenhang. Im Vergleich zeigten die Ergebnisse der TA-MUC1-Expression
unterteilt nach subzellularer Lokalisation ebenfalls keinen signifikanten Unterschied abhangig
vom Alter.

4.4.2 Expression von MUC1 in Abhangigkeit vom histologischen Subtyp

Eine Expression von MUC1 konnte in allen vorhandenen Tumorhistologien des Kollektivs
nachgewiesen werden. Die haufigste Tumorentitat des Gesamtkollektivs stellte das invasiv-
duktale Karzinom dar (n=185). Invasiv-lobulare Karzinome waren wesentlich seltener (n=30).
Weitere histologische Typen waren das gemischt duktal/lobular-muzindése Karzinom (n=12),
gefolgt vom rein muzinésen Typ (n=6). Die Gruppe ,sonstige” Histologien beinhaltete das
tubulare und das kribriforme Karzinom (n=3).
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Gesamtexpression von MUC1 in Abhangigkeit vom histologischen Subtyp

In invasiv-lobularen Karzinomen zeigte sich die starkste MUC1-Expression (Median = 7). Das
muzindse Karzinom wies die schwachste MUC1-Expression auf (Median = 3). In NST-
Tumoren und gemischten Tumoren lag eine annahernd gleich starke Expression von MUCA1
vor (Median = 6). Es zeigte sich kein statistisch signifikanter Unterschied in der MUC1-

Expression in Abhangigkeit von der Tumorhistologie (p = 0,414 (Abb.17)).

Demgegenuber konnte in der Arbeit von Herrn Fries ein signifikanter Zusammenhang
zwischen der TA-MUC1-Expression und dem histologischen Subtyp nachgewiesen werden
(1). Invasiv-lobulare Karzinome zeigten hier die starkste TA-MUC1-Expression. Muzindse
Karzinome wiesen eine signifikant schwachere TA-MUC1-Expression auf als Tumoren

anderer histologischer Subtypen.
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Abbildung 17 MUC1-Gesamtexpression unterteilt nach histologischem Subtyp

Abgebildet ist die MUCI-Expression im Tumorgewebe durch den IR-Score, unterteilt nach histologischem
Subtyp. Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der Verteilung der Gesamtexpression von MUCI (p =
0,414). Die zentrale Linie der Boxplots stellt den Median dar. Dargestellt sind 25 % und die 75 % Perzentile
(oberer und unterer Teil des Boxplots), sowie Minimum und Maximum (untere und obere Linie des Boxplots).
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Subzellulare Lokalisation von MUC1 in Abhangigkeit des histologischen Subtyps

Zwischen der subzellularen Lokalisation von MUC1 im Tumorgewebe und der Tumorhistologie
konnte ein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden (Chi-Quadrat-Test p = 0,025,
Cramers-V = 0,217). In muzindsen Tumoren wurde seltener als statistisch erwartet eine
cytoplasmatisch-membrandse-Expression nachgewiesen (post-hoc-Chi-Quadrat p = 0,039).
Muzinése Tumoren zeigten in Uber 80 % der Falle eine cytoplasmatische Expression; in
keinem der muzinésen Tumoren lie3 sich eine cytoplasmatisch-membranése MUC1-

Expression nachweisen (Abb. 18).

Im Vergleich zeigte die subzelluldre Verteilung von TA-MUC1 und die Tumorhistologie
ebenfalls einen signifikanten Zusammenhang (1). NST-Tumoren wiesen am haufigsten eine
cytoplasmatisch-membranése TA-MUC1-Expression auf. In muzinésen Tumoren waren
geringe cytoplasmatisch-membrandse-Expressionen von TA-MUC1 nachweisbar. Diese
waren signifikant niedriger als statistisch erwartet im Kollektiv vertreten. Gleichzeitig zeigten
muzinése Tumoren signifikant haufiger eine rein cytoplasmatische Expression von TA-MUC1

als Tumoren der Ubrigen Histologien (1).
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Abbildung 18 Subzellulire MUC-Expression in Korrelation mit der Tumorhistologie

A: Dargestellt ist die Verteilung der MUCI-Lokalisationen nach histologischem Subtyp, B: Dargestellt ist die
Verteilung von Tumoren mit cm-MUCI-Expression im Vergleich mit den restlichen MUCI-Expressionsmustern
in den jeweiligen histologischen Subgruppen. In der Gruppe von NST- und lobuliren- Tumoren zeigte sich
héufiger eine cm-Expression als andere Expressionsmuster. In muzinésen Tumoren wurden hingegen keine cm-
Expressionen nachgewiesen (*p = 0,03). (mc = membrands-cytoplasmatische Expression, cm =
cytoplasmatisch-membrandse Expression)

4.4.3 Korrelation von MUC1 und T-Stadium im Tumorgewebe

Die Verteilung der Tumorstadien im Patientenkollektiv lag wie folgt vor: am haufigsten waren
T2-Tumoren (n=112, 46,9 %) vertreten, gefolgt vom kleineren Tumorstadium T1 (n=108,
45,2 %). T3-Tumoren machten den geringsten Anteil aus (n=19, 7,9 %).

Gesamtexpression von MUC1 in Abhangigkeit des Tumorstadiums

Zwischen der MUC1-Gesamtexpression und den Tumorstadien konnte kein statistisch
signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden. Die Daten von TA-MUC1 und dem

Tumorstadium zeigten ebenfalls keinen signifikanten Zusammenhang (1).
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Subzellulare Lokalisation von MUC1 in Abhangigkeit vom Tumorstadium

Zwischen der subzellularen Lokalisation von MUC1 und dem Tumorstadium zeigte sich eine
tendenzielle Abhangigkeit (Chi-Quadrat-Test: T1 vs. T2/T3 p = 0,055). Bei Gegentiberstellung
der Gruppe cytoplasmatische MUC1-Expression mit den Ubrigen Expressionsformen konnte
ein signifikanter Zusammenhang zum Tumorstadium nachgewiesen werden (Chi-Quadrat-
Test p = 0,008, Phi = 0,174). Innerhalb der cytoplasmatischen-MUC1-Gruppe lag haufiger ein
niedriges T-Stadium (T1) vor (Abb. 19 A).

Ebenfalls signifikante Unterschiede zeigten sich bei Gegenlberstellung der Gruppen
cytoplasmatisch-membrandse Expression und restliche Expression. Tumoren mit
cytoplasmatisch-membrandser MUC1-Expression wiesen signifikant haufiger ein héheres
Tumorstadium auf als Tumoren der restlichen MUC1-Lokalisationen (Chi-Quadrat-Test: T1 vs.
T2/3 p = 0,019, Phi 0,154) (Abb. 19 B). In der Vergleichsarbeit mit GGSK-1/30 lieen sich
hingegen keine signifikanten Korrelationen zwischen der subzellularen Lokalisation von TA-

MUC1 und dem Tumorstadium nachweisen (1).
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Abbildung 19 Subzellulire MUC1-Expression in Korrelation zum Tumorstadium

A: Dargestellt ist die Verteilung der cytoplasmatischen-MUC1-Expression gegeniiber der restlichen Expression
in Korrelation zum T-Stadium. In der Gruppe mit cytoplasmatischer-MUCI-Expression zeigte sich hdufiger ein
niedriges T-Stadium (T1) als in der Vergleichsgruppe (*p = 0,008). B: Dargestellt ist die Verteilung der
cytoplasmatisch-membrandsen-MUC [-Expression gegeniiber der restlichen Expression in Abhdngigkeit des T-
Stadiums. Innerhalb der Gruppe mit hohem Tumorstadium (T2/3) zeigte sich hdufiger eine cytoplasmatisch-
membranése Expression als andere Expressionsmuster (*p = 0,019).

444 Korrelation von MUC1 im Tumorgewebe und dem Nodalstatus

Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wiesen 83 Patientinnen (35,6 %) einen Lymphknotenbefall
auf. In 150 Fallen (64,4 %) zeigte sich ein negativer Nodalstatus.

Korrelation der Gesamtexpression von MUC1 und dem Nodalstatus

Sowohl fir die MUC1-Gesamtexpression als auch fir die TA-MUC1-Expression im
Tumorgewebe zeigten sich keine signifikanten Zusammenhange zum Lymphknotenbefall (1).

Korrelation der subzelluldren Lokalisation von MUC1 in Abhangigkeit des Nodalstatus

Zwischen der subzellularen Lokalisation von MUC1 und dem Lymphknotenstatus zeigten sich
signifikante Zusammenhange (Chi-Quadrat-Test p = 0,037, Phi = 0,138). Tumoren mit
cytoplasmatischer MUC1-Expression zeigten hierbei seltener als statistisch erwartet eine
Lymphknotenbeteiligung (post-Hoc-Chi-Quadrat-Test p = 0,036) (Abb. 20). Auch fir TA-MUCA1
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zeigten sich in Tumoren mit cytoplasmatischer TA-MUC1-Expression seltener ein

Lymphknotenbefall als in der Gruppe der restlichen Expressionsmuster (1).
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Abbildung 20 Subzellulire MUC1-Expression in Korrelation zum Lymphknotenstatus
Dargestellt ist die Verteilung von cytoplasmatischer MUCI-Expression gegeniiber den restlichen
Expressionsmustern nach Lymphknotenstatus. Tumoren mit cytoplasmatischer MUC1-Expression zeigten

innerhalb ihrer Gruppe seltener eine Lymphknotenbeteiligung als die Gruppe der iibrigen
Expressionsmuster (*p = 0,036).

4.4.5 Korrelation von MUC1 und dem Tumorgrading

Das Grading war wie folgt im Tumorkollektiv verteilt: G1 = 15,8 % (n=37), G2 = 46,6 %
(n=109) und G3 = 37,6 % (n=88).

Korrelation der Gesamtexpression von MUC1 mit dem Grading

Die Korrelation zwischen der Gesamtexpression von MUC1 und dem Tumorgrading zeigte
sich statistisch signifikant (Kruskal-Wallis-Test, p = 0,005). MUC1 war in G2-Tumoren
signifikant starker exprimiert als in G1-Tumoren (p = 0,034). Ebenfalls zeigte sich ein
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signifikanter Unterschied in der MUC1-Expression zwischen G2- und G3-Tumoren (p = 0,017).
MUC1 war starker in G2-Tumoren als in G3-Tumoren exprimiert (Abb. 21).

Auch nach Unterteilung der Grading-Stadien in Mediangruppen der MUC1-Expression zeigte
sich ein signifikanter Zusammenhang zum Tumorgrading (Chi-Quadrat-Test: p = 0,018,
Cramers-V = 0,186). Tumoren im G2-Stadium zeigten signifikant haufiger als statistisch
erwartet eine MUC1-Expression oberhalb des Medians und weniger haufig eine Expression
unterhalb des Medians (post-Hoc-Chi-Quadrat = 0,029) (Abb. 22).

Im Vergleich zwischen der Expression von TA-MUC1 und dem Grading war ebenfalls ein
signifikanter Zusammenhang nachweisbar. G1-Tumoren zeigten hier eine schwachere TA-
MUC1-Expression als G2-Tumoren. Zudem wiesen G2-Tumoren haufiger eine TA-MUC1-
Expression oberhalb des Medians auf. Zusatzlich war zwischen G2 und G3 Tumoren ebenfalls

ein signifikanter Unterschied in der TA-MUC1-Expression nachweisbar (1).

(A)* p=0,034

" (B) p=1.0

10 (C)*p=0,017
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s (A)* (A)* (B)
@
o
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o
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o T

G1 G2 G3
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Abbildung 21 MUC-Gesamtexpression in Korrelation mit Gradingstadien

Dargestellt ist die MUCI-Expression im Tumorgewebe durch den IR-Score, unterteilt nach Grading. Im G2
Stadium zeigte sich eine signifikant hohere MUC1-Gesamtexpression als im G1-Stadium (A). Im G2 Stadium zeigte
sich ebenso eine signifikant héhere MUCI-Gesamtexpression als im G3 Stadium (C). Es sind der Median sowie
die 25 % und die 75 % Perzentile gezeigt (oberer und unterer Teil des Boxplots), sowie Minimum und Maximum
(untere und obere Linie des Boxplots). Extremwerte werden nicht dargestellt.
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Abbildung 22 MUC1-Gesamtexpression nach Mediangruppen in Abhdngigkeit der Gradingstadien

Tumoren im G2-Stadium zeigten signifikant héufiger als erwartet eine MUCI-Expression oberhalb des Medians
(*p = 0,029). In Tumoren im G1- Stadium zeigte sich anndhernd eine ausgeglichene Expression oberhalb und
unterhalb des Medians.

Korrelation der subzelluldren Lokalisation von MUC1 in Abhangigkeit vom Grading

Zwischen der subzellularen MUC1-Expression und dem Grading konnte ein signifikanter
Zusammenhang nachgewiesen werden (Likelihood-Quotient p = 0,012, Cramers-V = 0,166).
Tumoren mit cytoplasmatischer MUC1-Expression zeigten am haufigsten ein G1-Stadium. Im
Gegensatz dazu lag fur Tumoren mit einer membrands-cytoplasmatischen MUC1-Expression
in keinem Fall ein niedriges Grading-Stadium (G1) vor. In der Gruppe der cytoplasmatisch-
membrandsen Tumoren zeigte sich im Vergleich haufiger ein hohes Gradingstadium (G3) als

in Tumoren anderer Expressionsmuster (Abb. 23 A).

Auch bei Gegenuberstellung von G3 vs. G2/G1-Tumoren zeigte sich ein signifikanter
Unterschied in der Verteilung der subzelluldren Lokalisation (Chi-Quadrat-Test p = 0,018,
Cramers-V = 0,155). Tumoren mit cytoplasmatischer MUC1-Expression wiesen seltener als
statistisch erwartet ein G3-Stadium auf als Tumoren der restlichen MUC1-Expressionsmuster
(Post-hoc-Chi-Quadrat p < 0,07) (Abb. 23 B). In der Vergleichsarbeit fiir GGSK-1/30 ergab
sich zwischen der subzelluldren Lokalisation von TA-MUC1 und dem Grading kein signifikanter

Zusammenhang (1).
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Abbildung 23 Subzelluldre MUCI-Expression in Korrelation zum Grading

A: Verteilung der Gradingstadien (G1-3) in Abhdngigkeit der subzelluldren Lokalisationen von MUCI.
Tumoren mit mc-MUCI Lokalisation zeigten kein GI-Stadium. Innerhalb der Gruppe von cyt.-MUCI
Tumoren zeigte sich hédufiger ein G1 Stadium als in Tumoren der anderen subzelluldiren Gruppen.

B: Verteilung der Gradingstadien in Abhdngigkeit der cytoplasmatischen-MUCI-Expression gegeniiber
der restlichen Expression. Tumoren mit cyt.-MUCI-Expression waren hdufiger in niedrigeren
Gradingstadien als Tumoren der restlichen MUCI-Expression.
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446 Korrelation von MUC1 und molekularen Subtypen im Tumorgewebe

Es erfolgte eine Einteilung der im Kollektiv erfassten Tumoren nach molekularen
Risikoprofilen. Dafur standen fir alle Tumorpraparate Daten zum Hormonrezeptorstatus
(ER/PR) und HER2-Status zur Verfigung, auf Grund derer sich vier verschiedene
Risikogruppen erstellen lieken. Der Marker Ki67 konnte nur fir 120 Tumoren als Parameter
zur Risikobewertung erhoben werden. Tumoren mit vorhandenen Ki67-Daten wurden weiter
nach den Sankt Gallener Kriterien in die intrinsischen Subtypen Luminal A und B unterteilt.
Der gewahlte Cut off fir Ki67 lag bei 15 % (Tab. 12).

Tabelle 12 Einteilung der Risikoprofile anhand molekularpathologischer Marker

Risikogruppe Hormon- HER2- Ki67 Anzahl  Anzahl
rezeptor Status

(ER/PR) (%) (n) (%)
Risikogruppe1 - 173 71,8
Risikogruppe2 + + 12 5,0
Risikogruppe 3 - + 14 5.8
Risikogruppe 4 - - 42 17,4
Luminal A + - <15 46
Luminal B + - >15 y

+ jedes

Korrelation zwischen der Gesamtexpression von MUC1 und dem molekularen Subtyp

Es zeigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen der MUC1-Expression und der
Risikogruppe 2 (p = 0,045) (Abb. 24). Tumoren mit positiver HER2-Expression und positivem
Hormonrezeptorstatus (ER/PR) zeigten im Vergleich mit den restlichen Risikoprofilen eine
héhere Gesamtexpression von MUC1 (p = 0,031, Phi = 0,14). Im Vergleich zeigte die TA-

MUC1-Gesamtexpression keinen signifikanten Zusammenhang mit dem molekularen Subtyp

(1).
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Abbildung 24 MUC1-Gesamtexpression in Korrelation zum molekularen Subtyp

Dargestellt ist die Verteilung der MUCI-Expression in den Gruppen HR+/HER2+ (Risikogruppe 2) vs.
,restliche” Expression. MUCI zeigte eine signifikant hohere Gesamtexpression in der Risikogruppe 2 mit
positivem HER2- und Hormonrezeptorstatus (*p = 0,031)

Korrelation zwischen der subzelluldren Lokalisation von MUC1 und dem molekularen Subtyp

Zwischen den subzellularen Lokalisationen von MUC1 und den Risikogruppen 1 - 4 konnte
kein signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden. Allerdings wiesen Tumoren der
Risikogruppe 2 (HR+/HER2+) tendenziell haufiger eine membrands-cytoplasmatische MUC1-
Lokalisation auf (p = 0,067).

Far TA-MUC1 wurde ein signifikanter Zusammenhang zwischen subzellularer Lokalisation und
der Risikogruppe 2 (HR+/HER2+) nachgewiesen. Auch hier zeigte sich in der Risikogruppe 2
(HR+/HER2+) haufiger eine membrands-cytoplasmatische TA-MUC1-Expression als in den

anderen Risikogruppen (1).

Korrelation zwischen der Gesamtexpression von MUC1 und dem HER2-Status

Zwischen der Gesamtexpression von MUC1 und dem HER2-Rezeptorstatus zeigte sich kein
statistischer Zusammenhang. In HER2-positiven Tumoren zeigte sich eine héhere MUC1-
Expression als bei HER2-negativen Tumoren. Der Unterschied war nicht statistisch signifikant
(p = 0,062) (Abb25).
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Abbildung 25 MUC1 Gesamtexpression in Korrelation zum HER2-Status

Dargestellt ist die Verteilung der MUCI-Expression in den Gruppen HER?2 positiven und negativen Tumoren.
In den Korrelationen zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Verteilung von MUCI. Die zentrale
Linie der Boxplots stellt den Median dar. Dargestellt sind 25 % und die 75 % Perzentile (oberer und unterer
Teil des Boxplots), sowie Minimum und Maximum (untere und obere Linie des Boxplots).

Korrelation zwischen der subzelluldren Lokalisation von MUC1 und dem HER2-Status im
Tumorgewebe

Zwischen der subzellularen Verteilung von MUC1 und dem HER2-Rezeptorstatus konnte ein
statistisch signifikanter Zusammenhang nachgewiesen werden. Im Vergleich mit den
restlichen Expressionen zeigte sich in Tumoren mit membranés-cytoplasmatischer-MUC1-
Expression haufiger ein positiver HER2-Status (p = 0,012, Phi 0,163) (Abb. 26).

Im Vergleich dazu zeigte sich kein signifikanter Zusammenhang zwischen der subzellularen
Expression von TA-MUC1 und dem HER2-Status. Tumoren mit einer membrands-
cytoplasmatischen Expression waren tendenziell haufiger HER2-positiv als Tumoren mit
anderem TA-MUC1-Expressionsmuster (1).
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Abbildung 26 Subzellulire MUC1-Expression in Korrelation zum HER2-Status

Dargestellt ist die Verteilung der membrands-cytoplasmatische MUCI-Lokalisation gegeniiber anderen
subzelluliiren Lokalisationen in Abhdngigkeit zum HER2-Rezeptorstatus. Innerhalb der Gruppe von mc-MUC1
Tumoren zeigte sich hdufiger ein positiver HER2-Rezeptorstatus als in der Gruppe anderer MUC-Expressionen
(*p < 0,05). (mc = membrands-cytoplasmatische Expression)

Korrelation zwischen MUC1 und dem molekularen Subtyp ,Luminal-A” im Tumorgewebe

Es zeigte sich weder fur die Gesamtexpression noch fur die subzellulare Verteilung von MUC1
ein signifikanter Zusammenhang zu Luminal-A Tumoren (HR+, HER2-, niedriges Ki67). In der
Vergleichsarbeit mit GGSK-1/30 waren Tumoren mit cm-TA-MUC1-Expression signifikant
haufiger Luminal-A negativ als Tumoren anderer TA-MUC1-Expressionsmuster (1).

4.4.7 Korrelation von MUC1 in Abhangigkeit zur Herdlokalisation

Es zeigte sich weder fur die Gesamtexpression noch fur die subzellulare Verteilung von MUC1
ein signifikanter Zusammenhang zur Herdlokalisation.

Im Vergleich standen die subzelluldare Lokalisation von TA-MUC1-Expression und die
Herdlokalisation in einem signifikanten Zusammenhang. In Tumoren mit cytoplasmatischer
TA-MUC1-Expression zeigten sich ausschliefllich unifokale Herdlokalisationen und kein

multifokales Vorkommen.
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4.5 MUC1-Expression in Bezug auf das Uberleben und als prognostischer
Faktor

Fir das MUC1-Patientenkollektiv wurden Uberlebenszeitanalysen in Form von Kaplan-Meier-
Kurven fiir das Gesamtiiberleben (OVS), das metastasenfreie Uberleben (MFS) und das
krankheitsfreie Uberleben (DFS) erstellt. Zuerst wurde die Gesamtexpression von MUC1
betrachtet. Hierfir erfolgte eine Einteilung des Gesamtkollektivs anhand des Medians in zwei
Gruppen (<Median/zMedian). AnschlieRend wurden Uberlebenszeitanalysen hinsichtlich der
subzellularen Lokalisation von MUC1 durchgefuhrt. Hierfir erfolgte zunachst eine
Gegenuberstellung der Gruppen verschiedener subzellularer Lokalisation und anschlielRend
eine Betrachtung der Gesamtexpression (<Median/=Median) einzelner subzellularer Gruppen.
In den Uberlebenszeitanalysen konnten keine medianen Uberlebenszeiten ermittelt werden,
da bis zum maximalen Beobachtungszeitraum in weniger als 50 % der Falle das jeweilige
Ereignis (Tod, Metastase, Krankheit) eintrat. Anhand multivariater Cox-Regressionsanalysen
wurden die Gesamtexpression und subzellulare Expression von MUC1 in Bezug auf ihren

unabhangigen prognostischen Einfluss auf das OVS, MFS und DFS untersucht.

451 Gesamtexpression von MUC1 in Bezug auf das Gesamtiberleben

Bei 86 Patientinnen lag die MUC1-Expression unterhalb des Medians, hiervon verstarben 14
Patientinnen (16,28 %) innerhalb des Beobachtungszeitraums. Die 5-Jahres-Uberlebenesrate
(5-JUR) lag bei 89,53 %, die 10-Jahres-Uberlebensrate (10-JUR) bei 83,7 %. Die Gruppe
> Median bestand aus 143 Patientinnen. Es traten insgesamt 21 Todesfalle (14,69 %) ein. Die
5-JUR betrug 93,70 %, die 10-JUR konnte nicht bestimmt werden (Tabelle 13).

In den Kaplan-Meier-Kurven wies die Gruppe < Median zunéchst ein schlechteres Uberleben
auf, zeigte sich im spateren Verlauf jedoch Gberlegen. Zwischen beiden Gruppen konnte keine
signifikante Uberlegenheit fiir das Gesamtiiberleben nachgewiesen werden (Log-Rank, p =
0,854) (Abb. 26). Fir die Gesamtexpression von TA-MUC1 zeigte sich in den
Uberlebenszeitanalysen ebenfalls kein signifikanter Einfluss auf das OVS (1). Sowohl fir
MUCH1 als auch flir TA-MUC1 war eine Expression oberhalb des Medians mit einem tendenziell

besserem Gesamtiiberleben assoziiert.
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Tabelle 13 Vergleich der Uberlebensraten fiir das OVS in Abhdingigkeit der MUC 1-Gesamtexpression

Variable Fiille/ Todesfille 5-Jahres-UL 10-Jahres-UL Log-Rank
<Median 86/ 14 89,53 % 83,7 % n.s.
>Median 143/ 21 93,70 %

(UL = Uberleben, n.s. = nicht signifikant)
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Abbildung 27 Uberlebenszeitkurven der MUCI-Gesamtexpression in Bezug zum Gesamtiiberleben
Dargestellt sind Ereignisanalysen in Form von Kaplan-Meier-Kurven. Die Unterteilung erfolgte in
Mediangruppen (> Median und < Median). In keine der beiden Gruppen zeigte sich ein Uberlebensvorteil.

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich bezogen auf das Gesamtiberleben
kein signifikanter Einfluss fur die MUC1-Gesamtexpression. Als signifikante Prognosefaktoren
erwiesen sich das Alter, T-Stadium, N-Status, DCIS/LIN, HER2-Expression, Ostrogen-
rezeptor, Progesteronrezeptor und Krankheitsereignis. Ein Erkrankungsalter uber dem 55.
Lebensjahr war mit einem 5,5-fach erhdhtem Sterberisiko assoziiert. Auch das Vorliegen von
Risikolasionen wie DCIS oder LIN zeigten ein 5,1-fach erhdhtes Risiko. Eine positive
Progesteronrezeptor-Expression erhdhte das Risiko zu versterben um das 3,6-fache (Tabelle
14). In der Analyse von Herrn Fries konnte fir die TA-MUC1-Expression ebenfalls kein

signifikanter prognostischer Einfluss auf das Gesamtlberleben nachgewiesen werden (1).
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Tabelle 14 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der MUC1-Gesamtexpression auf das OVS beim
Mammakarzinom

Kovariaten Signifikanz HR 95 % KI
(p-Wert)  (Exp(B))

Untere Obere

Alter (< 55 vs. >55 Jahre) ,001 5,533 1,954 15,665
DCIS/LIN (nein vs. ja) ,003 5,153 1,739 15,266
T (T1 vs. T2/3) ,026 2,966 1,139 7,726
N (NO vs. N1-3) ,032 2,419 1,079 5,422
ER (neg. vs. pos) ,003 ,138 ,037 515
PR (neg. vs. pos) ,038 3,638 1,074 12,323
HER?2 (neg. vs. pos.) ,025 ,001 ,011 ,744
Disease Event (nein vs. ja) ,000 7,787 3,533 17,165
MUC1 (<Median vs. > Median) n.s.

Histologie (nicht NST vs. NST) n.s.

Grading (G1/2 vs. G3) n.s.

(OVS = Overall survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, n.s. = nicht signifikant)

4.5.2 Subzellulare Expression von MUC1 in Bezug auf das Gesamtlberleben

Zur Betrachtung des Einflusses der subzellularen MUC1-Expression auf das
Gesamtiiberleben wurden die Uberlebenszeitkurven der verschiedenen subzellularen
Lokalisationen von MUC1 mit den jeweiligen Vergleichsgruppen (cyt. vs. restliche, cm vs.

restliche, mc vs. restliche, doppelt negative vs. restliche) gegentbergestellt.

In der Gruppe mit cyt.-MUC1-Expression (n=90) traten zehn Todesfalle ein. Die 5-JUR lag bei
94,44 %, die 10-JUR betrug 88,89 %. Die Vergleichsgruppe bestand aus 139 Patientinnen.
Hier traten 25 Todesfille ein. Die 5-JUR betrug 90,6 % (Tabelle 15). In den
Uberlebenszeitanalysen zeigte die Gruppe mit cytoplasmatischer-MUC1 Expression eine
gleichmaRige Uberlegenheit im Beobachtungszeitraum gegeniiber der Vergleichsgruppe. Der
Unterschied erwies sich als statistisch nicht signifikant (Log-Rank, p = 0,085) (Abb. 28, A).

In der Gruppe mit cytoplasmatisch-membrandéser MUC1-Expression (n=128) traten 24
Ereignisse (18,8 %) ein. Die 5-JUR lag bei 90,63 %. In der Vergleichsgruppe (n=101) traten

elf Ereignisse (10 %) ein (Tabelle 15). Wahrend des Beobachtungszeitraumes zeigte die
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Gruppe mit cytoplasmatisch-membranéser MUC1-Expression ein gleichmafig schlechteres
Gesamtlberleben als die Vergleichsgruppe (Log-Rank p = 0,058) (Abb. 28, B).

Bei Patientinnen mit negativer-MUC1-Expression (n=7) trat im Verlauf ein Ereignis (14,3 %)
ein. Die 5-JUR betrug 85,71 %. In der Vergleichsgruppe (n=222) traten 34 Ereignisse (15,3 %)
ein. (Tabelle 15) Es zeigte sich kein signifikanter Uberlebensvorteil fiir eine der beiden
Gruppen (Log-Rank, p = 0,989) (Abb. 28, C).

Die Gruppe von Patientinnen mit einer membrands-cytoplasmatischen MUC1-Expression
(n=4) wies wahrend des Beobachtungszeitraums kein Ereignis auf. Die 5-JUR lag bei 100 %.
In der Vergleichsgruppe (n=225) traten 35 Ereignisse (15 %) ein. Die 5-JUR lag bei 92 %.
(Tabelle 15) Patientinnen mit einer membrands-cytoplasmatischen MUC1-Expression zeigten
Uber den gesamten Beobachtungszeitraum ein gleichmafig besseres Gesamtiberleben als
die Vergleichsgruppe. Der Unterschied war statistisch nicht signifikant (Log-Rank, p = 0,449)
(Abb.28, D). Im Vergleich zeigte sich flr die subzellulare TA-MUC1-Expression ebenfalls kein

signifikanter Einfluss auf das Gesamtuberleben (1).

Tabelle 15 Vergleich der Uberlebensraten fiir das OVS in Abhéingigkeit der subzelluldren MUCI-Expression

Fille/ Todesfille 5-Jahres-UL 10-Jahres-UL Log-Rank
cyt.-MUCI1- 90/ 10 94,44 % 88,89 % ns.
Expression
mc-MUC1- 4/0 100 %

Expression
cm-MUCI1- 128/24 90,63 %
Expression
doppelt-neg.-MUC1-  7/1 85,71 %
Expression

(cyt. = cytoplasmatisch, mc = membrands-cytoplasmatisch, cm = cytoplasmatisch-membrangs, UL = Uberlebensrate, n.s. =
nicht signifikant)
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Abbildung 28 Einfluss der subzelluldren MUCI-Expression auf das Gesamtiiberleben

Dargestellt sind Ereignisanalysen in Form von Kaplan-Meier-Kurven. A: Patientinnen mit cyt.-MUC1-Expression
zeigten ein gleichmdfig besseres OVS als die Vergleichsgruppe. Der Unterschied war statistisch nicht signifikant,
B: Patientinnen mit cm-MUCI-Expression zeigten ein gleichmdfig schlechteres OVS als die Vergleichsgruppe.
Der Unterschied war statistisch nicht signifikant, C: negative-MUCI-Expression vs. restliche Expression ohne
signifikanten Unterschied im OVS, D: Patientinnen mit mc-MUC1-Expression zeigten ein gleichmdfig besseres
OVS als die Vergleichsgruppe. Der Unterschied war statistisch nicht signifikant. (cyt.-MUCI-Expression =
cytoplasmatische MUC1-Expression, cm-MUC1-Expression = cytoplasmatisch-membrandse-MUCI-Expression,
mec-MUC1-Expression = membrands-cytoplasmatische MUC1-Expression, ED = Erstdiagnose)

AnschlieRend erfolgte eine Betrachtung des Einflusses der Gesamtexpression innerhalb des
jeweiligen subzellularen Expressionsmusters. In der Gruppe von Patientinnen mit
cytoplasmatischer-Expression wurde MUC1 in 34 Fallen unterhalb und in 56 Fallen oberhalb
des Medians exprimiert. In der Gruppe < Median traten vier Ereignisse ein (11,76 %). Die 5-
JUR lag bei 94,12 %, die 10-JUR bei 88,24 %. In der Gruppe = Median traten sechs Ereignisse
auf (10,71 %). Die 5-JUR lag hier bei 94,64 % (Tabelle 16). Wahrend des gesamten
Beobachtungszeitraums zeigte keine der beiden Gruppen einen Vorteil bezogen auf das
Gesamtuberleben (Log-Rank p = 0,778) (Abb. 29, A).

In der Gruppe von Patientinnen mit gemischter cytoplasmatisch-membranéser MUC1-
Expression wiesen 59 Falle eine Expression < Median auf. Es traten 14 Ereignisse (23,7 %)
ein. Die 5-JUR lag bei 83 %. In der Gruppe = Median (n=69) kam es zu zehn Todesfallen
(14,49 %). Die 5-JUR lag bei 97,1 % (Tabelle 16). Die Gruppe mit der Expression = Median

zeigte Uiber weite Teile des Beobachtungszeitraums eine gleichméaRige Uberlegenheit. Fiir
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keine der beiden Gruppen konnte ein signifikanter Unterschied im Gesamtiberleben
nachgewiesen werden (Log-Rank, p = 0,211) (Abb. 29, B).

In der Gruppe von Patientinnen mit membrands-cytoplasmatischem MUC1-
Expressionsmuster trat in der Gruppe = Median und < Median Uber den gesamten

Beobachtungszeitraum kein Ereignis ein (Tabelle 16).

Im Vergleich zeigte sich fur die subzelluldare TA-MUC1-Expression ein statistisch signifikanter
Uberlebensvorteil in der Gruppe der membrands-cytoplasmatischen TA-MUC1-Expression.
Eine Expression oberhalb des Medians war hier mit einem signifikant besseren

Gesamtuberleben assoziiert als eine Expression unterhalb des Medians (1).

Tabelle 16 Vergleich der Uberlebensraten fiir das OVS in Abhéingigkeit der subzelluliren MUCI-Lokalisation
unterteilt nach Median

Fille/ Todesfille 5-Jahres-UL 10-Jahres-UL Log-Rank
cyt.-MUC1 <Median 34/ 4 94,12 % 88,24 % n.s.
>Median 56/ 6 94,64 %
cm-MUC1 <Median 59/14 83,00 % ns.
>Median 69/10 97,10 %
mc-MUC1 <Median 2/0 100 %
>Median 2/0 100 %

(cyt. = cytoplasmatisch, mc = membrands-cytoplasmatisch, cm = cytoplasmatisch-membrands, UL = Uberlebensrate, n.s. =
nicht signifikant)
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Abbildung 29 Einfluss der subzelluldren MUCI-Expression unterteilt nach Median auf das Gesamtiiberleben

Dargestellt sind Ereignisanalysen in Form von Kaplan-Meier-Kurven. A: cyt-MUCI-Expression nach
Mediangruppen unterteilt ohne signifikanten Unterschied im OVS, B: Patientinnen mit einer cm-MUCI-
Expression oberhalb des Medians zeigten ein iiberwiegend besseres OVS als unterhalb des Medians. Der
Unterschied war statistisch nicht signifikant. (OVS: Overall survival, ED: Erstdiagnose)

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich bezogen auf das Gesamtiberleben
keine der subzellularen Expressionsmuster von MUC1 als eigenstandiger prognostischer
Marker. Eine Tendenz konnte in der Gruppe -cytoplasmatisch-membranéser MUC1-
Expression beobachtet werden, die im Vergleich zur restlichen subzellularen Lokalisation ein
zweifach erhohtes Sterberisiko aufwiesen (p = 0,097) (Tabelle 19). Die Parameter Alter,

72



Ergebnisse

Risikolasion, Tumorstadium, Nodalstatus,

Hormonrezeptorstatus,

HER2-Status,

sowie

Disease-Event waren als prognostischer Marker flir das Gesamtiberleben signifikant (Tabelle

17-20).

Tabelle 17 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der subzelluldren MUC1-Expression auf das OVS beim

Mammakarzinom (cytoplasmatische vs. restliche)

Kovariaten

Alter (<55 vs. >55 Jahre)
DCIS/LIN (nein vs. ja)

T (T1 vs. T2/3)

N (NO vs. N1-3)

ER (neg. vs. pos)

PR (neg. vs. pos)

HER?2 (neg. vs. pos)
Disease Event (nein vs. ja)

Histologie (nicht NST vs.
NST)

Grading (G1/2 vs. G3)

MUCI1 (restliche vs.
cytoplasmatisch)

Signifikanz
(p-Wert)

,001
,003
,026
,032
,003
,038
,025
,000

HR
(Exp(B))

5,533
5,153
2,966
2,419

,138
3,638

,001
7,787

95 % KI
Untere Obere

1,954 15,665
1,739 15,266
1,139 7,726
1,079 5,422

,037 ,515
1,074 12,323

,011 ,744
3,533 17,165

(OVS = Overall survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, n.s. = nicht signifikant)

Tabelle 18 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der subzelluldren MUC1-Expression auf das OVS beim

Mammakarzinom (mc vs. restliche)

Kovariaten

Alter (<55 vs. =55 Jahre)
DCIS/LIN (nein vs. ja)
T (T1 vs. T2/3)

N (NO vs. N1-3)

Signifikanz
(p-Wert)

,001
,002
,017

n.s.

HR
(Exp(B))

5,903
5,573
3,228
2,171

95 % KI
Untere Obere
2,075 16,792
1,880 16,517
1,234 8,442
,968 4,871
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ER (neg. vs. pos) ,002 ,133 ,036 ,486
PR (neg. vs. pos) ,023 4,112 1,218 13,879
HER?2 (neg. vs. pos) ,030 ,099 ,012 ,795
Disease Event (nein vs. ja) ,000 9,272 4,122 20,856
MUCT (restliche vs. mc) n.s. ,000 ,000

Histologie (nicht NST vs. n.s.

NST)

Grading (G1/2 vs. G3) n.s.

(OVS = Overall survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, mc = membrands- cytoplasmatisch, n.s.
= nicht signifikant)

Tabelle 19 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der subzelluldren MUC1-Expression auf das OVS beim
Mammakarzinom (cm vs. restliche)

Kovariaten Signifikanz HR 95 % KI
(p-Wert) (Exp(B))

Untere Obere
Alter (<55 vs. >55 Jahre) ,001 6,103 2,144 17,369
DCIS/LIN (nein vs. ja) ,002 6,249 2,008 19,442
T (T1 vs. T2/3) n.s. 2,615 ,985 6,945
N (NO vs. N1-3) ,043 2,300 1,025 5,161
ER (neg. vs. pos) ,009 ,171 ,045 ,644
PR (neg. vs. pos) n.s. 2,936 ,850 10,137
HER2 (neg. vs. pos) ,026 ,094 ,012 ,751
Disease Event (nein vs. ja) ,000 8,439 3,744 19,020
MUCT (restliche vs. cm) n.s. 1,994 ,883 4,507
Histologie (nicht NST vs. n.s.
NST)
Grading (G1/2 vs. G3) n.s.

(OVS = Overall survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, mc = cytoplasmatisch-membrands, n.s. = nicht
signifikant)
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Tabelle 20 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der subzelluldren MUC1-Expression auf das OVS beim
Mammakarzinom (negative vs. restliche)

Kovariaten Signifikanz HR 95 % KI
(p-Wert) (Exp(B))

Untere Obere
Alter (<55 vs. >55 Jahre) ,001 5,533 1,954 15,665
DCIS/LIN (nein vs. ja) ,003 5,153 1,739 15,266
T (T1 vs. T2/3) ,026 2,966 1,139 7,726
N (NO vs. N1-3) ,032 2,419 1,079 5,422
ER (neg. vs. pos) ,003 ,138 ,037 515
PR (neg. vs. pos) ,038 3,638 1,074 12,323
HER2 (neg. vs. pos) ,025 ,091 ,011 , 744
Disease Event (nein vs. ja) ,000 7,787 3,533 17,165

Histologie (NST vs. nicht NST)  n.s.
Grading (G1/2 vs. G3) n.s.

MUCI (restliche vs. doppelt n.s.
negative

(OVS = Overall survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, n.s. = nicht signifikant)

4.5.3 Gesamtexpression von MUC1 in Bezug auf das metastasenfreie Uberleben

In der Patientengruppe mit einer MUC1-Expression unterhalb des Medians (n=86) trat im
Beobachtungszeitraum bei zehn Patientinnen (11,6 %) eine Metastasierung auf. Das 5-
Jahres-Metastasenfreie-Uberleben (MFS) betrug 90,7 %, das 10-Jahres-MFS lag bei 88,4 %.
In der Gruppe = Median (n=143) traten 13 Ereignisse ein (9,1 %). Das 5-Jahres-MFS lag bei
93,7 %, das 10-Jahres-MFS konnte nicht bestimmt werden (Tabelle 21). In den
Uberlebenszeitkurven zeigte sich eine weitgehende Uberlegenheit in der Gruppe = Median.
Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied bezogen auf das metastasenfreie
Uberleben nachgewiesen werden (Log-Rank, p = 0,570) (Abb. 30). Fiir TA-MUC1-Expression

lied sich ebenfalls kein signifikanter Einfluss in Bezug auf das MFS nachweisen (1).

75



Ergebnisse

Tabelle 21 Vergleich der Uberlebensraten fiir das MFS in Abhéingigkeit der MUC I-Gesamtexpression

Variable Fiille/ Todesfille 5-Jahres-UL 10-Jahres-UL Log-Rank
<Median 86/ 10 90,70 % 88,37 % 1.s.
>Median 143/ 13 93,70 %

(UL = Uberleben, n.s. = nicht signifikant)
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Abbildung 30 Einfluss der MUC1-Gesamtexpression auf das metastasenfieie Uberleben

Dargestellt sind Ereignisanalysen in Form von Kaplan-Meier-Kurven. Die Unterteilung erfolgte in
Mediangruppen (> Median und < Median). In keine der beiden Gruppen zeigte sich ein Uberlebensvorteil im
MFS.

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich fir die MUC1-Gesamtexpression im
Tumor kein signifikanter Einfluss auf das metastasenfreie Uberleben. Ein positiver
Lymphknotenbefall bei Erstdiagnose war mit einem 4-fach erhéhtem Metastasierungsrisiko
behaftet. Ein hdheres Tumorstadium ging ebenfalls mit einem um das 3-fach erhéhte Risiko
einer Metastasierung einher (Tabelle 22). Auch fur die TA-MUC1-Expression lie3 sich keine

Bedeutung als prognostischer Marker in Bezug auf das MFS nachweisen (1).
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Tabelle 22 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der MUC1-Gesamtexpression auf das MFS beim
Mammakarzinom

Kovariaten Signifikanz HR 95 % KI
(p-Wert)  (Exp(B))

Untere  Obere

T (T1 vs. T2/T3) n.s. 2,665 ,853 8,328
N (NO vs. N1- N3) ,004 4,278 1,609 11,376
Alter (< 55 vs. >55]ahre) n.s.

Histologie (nicht NST vs. NST) n.s.

Grading (G1/2 vs. G3) n.s.
DCIS/LIN (nein vs. ja) n.s.
ER (neg. Vs. pos.) n.s.
PR (neg. Vs. pos.) n.s.
HER?2 (neg. Vs. pos.) n.s.
MUC1 (<Median vs. > n.s.
Median)

(MEFES = Metastasis free survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, n.s. = nicht signifikant)

4.5.4 Subzelluldre Expression von MUC1 in Bezug auf das metastasenfreie Uberleben

In der Patientengruppe mit cytoplasmatischer-MUC1-Expression (n=90) trat in neun Fallen
(10 %) innerhalb des Beobachtungszeitraumes eine Metastasierung auf. Das 5-Jahres MFS
lag bei 93,33 %, das 10-Jahres MFS bei 90 %. Die Vergleichsgruppe mit den restlichen
Expressionsmustern (n=139) verzeichnete insgesamt 14 Ereignisse (10 %). Das 5-Jahres
MFS lag bei 92,1 %, das 10-Jahres-MFS konnte nicht bestimmt werden (Tabelle 23). Wahrend
zu Beginn die Gruppe mit cytoplasmatischer-MUC1-Expression eine geringe Uberlegenheit in
Bezug auf das MFS aufwies, zeigte sich zum Ende des Beobachtungszeitraums eine deutliche
Verschlechterung des MFS gegenuber der Vergleichsgruppe. Es konnte kein signifikanter
Uberlebensvorteil fir das MFS nachgewiesen werden (Log-Rank, p = 0,716) (Abb. 31, A).

In der Gruppe mit membrands-cytoplasmatischer MUC1-Expression trat im Beobachtungs-
zeitraum ein Ereignis (25 %) auf. Das 5-Jahres MFS lag bei 100 %. In der Vergleichsgruppe
(n=225) kam es zu 22 Ereignissen (9,8 %). Das 5-Jahres MFS lag bei 92,4 %, das 10-Jahres
MFS lag bei 90,2 % (Tabelle 23). Wahrend in den ersten 5 Jahren die Gruppe mit membrands-
cytoplasmatischer MUC1-Expression ein deutlich besseres metastasenfreies Uberleben

aufwiesen, zeichnete sich nach 5 Jahren ein schlechteres MFS im Vergleich zu anderen
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MUC1-Expressionen ab. Fir keine der beiden Gruppen konnte ein statistisch signifikanter
Uberlebensvorteil gezeigt werden (Log-Rank, p = 0,365) (Abb. 31, B).

Die Gruppe der cytoplasmatisch-membranésen MUC1-Expression (n=128) wies in 13 Fallen
(10,2 %) eine Metastasierung auf. Das 5-Jahres MFS lag bei 91,4 %. In der Vergleichsgruppe
(n=101) kam es zu 10 Ereignissen (10 %). Das 5-Jahres MFS lag bei 94,1 % die 10-Jahres
MFS lag bei 90,1 % (Tabelle 23). Die Gruppe der cytoplasmatisch-membranésen MUC1-
Expression zeigte Uberwiegend ein schlechteres Uberleben. Gegen Ende des
Beobachtungszeitraumes wies die Gruppe der cytoplasmatisch-membranésen MUC1-
Expression ein besseres MFS auf. Beide Gruppen zeigten keinen statistisch signifikanten
Unterschied in Bezug auf das gesamte MFS (Log-Rank, p = 0,697) (Abb. 31, C).

In der Gruppe doppelt-negativer MUC1-Expression (n=7) kam es wahrend des
Beobachtungszeitraums zu keiner Metastasierung. Die Vergleichsgruppe (n=222) mit 24
Ereignissen (10,8 %) hatte ein 5-Jahres MFS von 92,3 % und ein 10-Jahres MFS von 89,6 %
(Tabelle 23). Die Vergleichsgruppe zeigte wahrend des gesamten Verlaufs ein schlechteres
MFS, das jedoch nicht statistisch signifikant war (Log-Rank, p = 0,411) (Abb. 31, D). Auch fur
die TA-MUC1-Expression konnte kein signifikanter Zusammenhang in der Unterteilung nach

subzellularer Lokalisation bezogen auf das MFS nachgewiesen werden.

Tabelle 23 Vergleich der Uberlebensraten fiir das MFS in Abhiingigkeit der subzelluliren MUCI-Lokalisation

Fille/ Metastasen 5-Jahres-UL 10-Jahres-UL Log-Rank
cyt.-MUC1- 90/ 9 93,33 % 90,0 % n.s.
Expression
mc-MUC1- 4/ 1 100 % n.s.
Expression
cm-MUCI1- 128/13 91,4 % n.s.
Expression
doppelt-neg.-MUC1-  7/0 100 % n.s.
Expression

(cyt. = cytoplasmatisch, mc = membrands-cytoplasmatisch, cm = cytoplasmatisch-membrangs, UL = Uberlebensrate, n.s. =
nicht signifikant)
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Abbildung 31 Einfluss der subzelluliren MUCI-Expression auf das metastasenfreie Uberleben

Dargestellt sind Ereignisanalysen in Form von Kaplan-Meier-Kurven. A: cyt.-MUCI-Expression vs. restliche
Expression ohne signifikanten Unterschied im MFS, B: mc-MUCI-Expression vs. restliche Expression ohne
signifikanten Unterschied im MFS, C: cm-MUCI-Expression vs. restliche Expression ohne signifikanten
Unterschied im MFS, D: Patientinnen mit doppelt negativer MUCI-Expression zeigten ein gleichmdf3ig besseres
MEFS als die Vergleichsgruppe. Der Unterschied war statistisch nicht signifikant.

In den anschlieRenden Uberlebenszeitanalysen wurde der Einfluss der MUC1-Expression
unterteilt nach Median. In der Patientengruppe mit cytoplasmatischer-MUC1-Expression
wiesen 34 Patientinnen eine Expression unterhalb und 56 Patientinnen oberhalb des Medians

auf. In der Gruppe < Median traten drei Ereignisse ein (8,82 %). Das 5-Jahres MFS lag bei
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94,12 %, das 10-Jahres MFS lag bei 91,18 %. In der Gruppe = Median traten sechs Ereignisse
auf (10,71 %). Das 5-Jahres MFS lag bei 92,86 %, das 10-Jahres MFS konnte nicht bestimmt
werden (Tabelle 24). Es zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Verlauf der
Uberlebenszeitkurven in Bezug zur MUC1-Expression < oder = des Medians (Log-Rank,
p = 0,804) (Abb. 32, A).

In der Patientengruppe mit membrands-cytoplasmatischer-MUC1-Expression zeigten zwei
Patientinnen eine Expression = des Medians und zwei < des Medians. In der Gruppe = Median
trat eine Metastasierung auf. Fur beide Gruppen betrug das 5-Jahres MFS 100 % (Tabelle 24).
Gegen Ende des Beobachtungszeitraumes zeigte sich die Gruppe mit einer MUC1-Expression
< Median gegentber der Gruppe = Median MUC1-Expression Uiberlegen. Der Unterschied war
statistisch nicht signifikant (Log-Rank, p = 0,317) (Abb. 32, B).

In der Gruppe mit gemischt cytoplasmatisch-membranéser-MUC1-Expression waren 59
Patientinnen mit einer Expression unterhalb des Medians und 69 Patientinnen = des Medians.
In der Gruppe < Median traten sechs Metastasierungen (10,16 %) auf. Das 5-Jahres MFS
betrug 89,83 %. Die Gruppe = des Medians wies sieben Metastasierungen (10,14 %) im
Beobachtungszeitraum auf. Das 5-Jahres MFS lag hier bei 92,75 % (Tabelle 24). Die Gruppe
mit einer Expression = des Medians zeigte in den ersten 5 Jahren des Beobachtungszeitraums
einen Uberlebensvorteil, zum Ende des Beobachtungszeitraum zeigte sich kein Unterschied
im Verlauf der Uberlebenszeitkurven. Fiir keine der beiden Expressionsmuster konnte ein
signifikanter Unterschied im MFS nachgewiesen werden (Log-Rank p = 0,868) (Abb. 32, C).

Tabelle 24 Vergleich der Uberlebensraten fiir das MFS in Abhiingigkeit der subzellulidren MUCI-Lokalisation
unterteilt nach Median

Fille/ Metastasen 5-Jahres-UL 10-Jahres-UL Log-Rank
cyt.-MUC1 <Median 34/3 94,12 % 91,18 % ns.
>Median 56/6 92,86 %
mc-MUC1 <Median 2/0 100 % ns.
>Median 2/1 100 %
cm-MUC1 <Median 59/6 89,83 % n.s.
>Median 69/7 92,75 %

(cyt. = cytoplasmatisch, mc = membrands-cytoplasmatisch, cm = cytoplasmatisch-membrangs, UL = Uberlebensrate, n.s. =
nicht signifikant)
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Abbildung 32 Einfluss der subzelluldren MUCI-Expression unterteilt nach Median auf das metastasenfreie
Uberleben

Dargestellt sind Ereignisanalysen in Form von Kaplan-Meier-Kurven. A: cyt.-MUCI-Expression (= Median und
< Median) ohne Uberlebensvorteil im MFS, B: mc-MUCI-Expression (> Median und < Median) ohne
Uberlebensvorteil im MFES, C: cm-MUCI -Expression (> Median und <Median) ohne Uberlebensvorteil im MFS.

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse erwies sich das subzellulare MUC1-
Expressionsmuster nicht als ein eigenstandiger prognostischer Einfluss auf das
metastasenfreie Uberleben. Hingegen war ein Lymphknotenbefall bei Erstdiagnose mit einem
4-fach erhdhten Risiko behaftet im Verlauf eine Metastasierung zu entwickeln (p = 0,004)
(Tabellen 25-28). Wahrend fur die MUC1-Expression im Tumor kein Einfluss auf das MFS
gezeigt werden konnte, wurde in der Arbeit von Herrn Fries ein signifikanter Einfluss flr die
subzellulare TA-MUC1-Expression nachgewiesen. Eine cytoplasmatische TA-MUC1-

Expression war mit einem signifikant héheren Risiko flr eine Metastasenentwicklung behaftet

(1).
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Tabelle 25 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der subzelluldren MUC1-Expression auf das MFS beim
Mammakarzinom (cytoplasmatische vs. restliche)

Kovariaten Signifikanz HR 95 % KI
(p-Wert)  (Exp(B))

Untere Obere

T (T1 vs. T27T3) n.s. 2,665 ,853 8,328
N (NO vs. N1- N3) ,004 4,278 1,609 11,376
Alter (< 55 vs. >55 Jahre) n.s.

Histologie (nicht NST vs. NST) n.s.

Grading (G1/2 vs. G3) n.s.

DCIS/LIN (nein vs. ja) n.s.

ER (neg. vs. pos.) n.s.

PR (neg. vs. pos.) n.s.

HER?2 (neg. vs. pos.) n.s.

MUCI1 (restliche vs. n.s.

cytoplasmatisch)

(MFS= Metastasis free survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, n.s. = nicht signifikant)

Tabelle 26 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der subzelluldren MUC1-Expression auf das MFS beim
Mammakarzinom (mc vs. restliche)

Kovariaten Signifikanz HR 95 % KI
(p-Wert) (Exp(B))

Untere Obere

T (T1 vs. T2/T3) n.s. 2,665 ,853 8,328
N (NO vs. N1- N3) ,004 4278 1,609 11,376
Alter (< 55 vs. >55 Jahre) n.s.
Histologie (nicht NST vs. NST) n.s.
Grading (G1/2 vs. G3) n.s.
DCIS/LIN (nein vs. ja) n.s.
ER (neg. vs. pos.) n.s.
PR (neg. vs. pos.) n.s.
HER?2 (neg. vs. pos.) n.s.
MUCI1 (restliche vs. mc) n.s.

(MFS= Metastasis free survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, mc = membrands-
cytoplasmatisch, n.s. = nicht signifikant)
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Tabelle 27 Multivariate Cox-Regression:
Mammakarzinom (cm vs. restliche)

Einfluss der subzelluldren MUC1-Expression auf das MFS beim

Kovariaten

T (T1 vs. T2-/T3)

N (NO vs. N1- N3)

Alter (<55 vs. >55 Jahre)
Histologie (nicht NST vs. NST)
Grading (G1/2 vs. G3)
DCIS/LIN (nein vs. ja)

ER (neg. vs. pos.)

PR (neg. vs. pos.)

HER?2 (neg. vs. pos.)

MUCI1 (restliche vs. cm)

Signifikanz

(p-Wert)

n.s.

,004

HR

(Exp(B))

2,665
4,278

95 % KI
Untere Obere
,853 8,328
1,609 11,376

(MFS= Metastasis free survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, cm = cytoplasmatisch-

membrands, n.s. = nicht signifikant)

Tabelle 28 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der subzelluldren MUC-Expression auf das MFS beim Mammakarzinom

(negative vs. restliche)

Kovariaten

T (T1 vs. T2/T3)

N (NO vs. N1-N3)

Alter (<55 vs. >55 Jahre)
Histologie (nicht NST vs. NST)
Grading (G1/2 vs. G3)
DCIS/LIN (nein vs. ja)

ER (neg. vs. pos)

PR (neg. vs. pos)

HER?2 (neg. vs. pos)

MUCT (restliche vs. doppelt
negative)

Signifikanz
(p-Wert)

n.s.
,004
n.s.

n.s.

HR
(Exp(B))

2,665
4,278

95 % KI
Untere Obere
,853 8,328
1,609 11,376

(MFS= Metastasis free survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, n.s. = nicht signifikant)
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455 Gesamtexpression von MUC1 in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben

Im Kollektiv wiesen 86 Patientinnen eine MUC1-Expression unterhalb des Medians und 143

Patientinnen oberhalb des Medians auf. In Bezug auf das krankheitsfreies Uberleben (DFS)

wurde ein Ereignis definiert als das Auftreten eines Lokalrezidivs und/oder einer

Fernmetastasierung. In der Gruppe < Median (n=86) zeigte sich in zwolf Fallen (14,0 %) ein
Ereignis. Das 5- und 10-Jahres DFS lag bei 86,0 %. In der Gruppe = Median (n=143) traten
19 Ereignisse (13,3 %) ein. Das 5-Jahres-Uberleben lag bei 90,1 % (Tabelle 29). Wahrend

des Uberwiegenden Beobachtungszeitraumes wiesen Patientinnen mit einer héheren MUC1-

Expression ein besseres DFS auf. Im Gesamten zeigte sich flir keine der beiden Gruppen eine

statistisch signifikante Uberlegenheit bezogen auf das krankheitsfreie Uberleben (Log-Rank,
p = 0,801) (Abb. 33). In der Vergleichsarbeit zeigte sich fir die TA-MUC1-Expression in Bezug

auf das krankheitsfreie Uberleben ebenfalls kein signifikanter Unterschied (1).

Tabelle 29 Vergleich der Uberlebensraten fiir das DFS in Abhdngigkeit der MUC I-Gesamtexpression

Variable Fille/ Todesfille 5-Jahres-UL 10-Jahres-UL Log-Rank
<Median 86/ 12 86,04 % 86,04 % n.s.
>Median 143/ 19 90,09 %

(UL = Uberleben, n.s. = nicht signifikant)

Krankheitsfreies Uberleben (DFS)

1,0

0,87

0,67

Kum. Uberleben

0,04

T L‘.-fh'

ﬂuy . P <Median
v -
ey ‘
=Median
p=0,801
T T T T T T T
0 20 40 60 80 100 120

Zeitraum von ED (Monate)

Abbildung 33 Einfluss der MUC1-Gesamtexpression auf das krankheitsfieie Uberleben

Dargestellt sind Ereignisanalysen in Form

von Kaplan-Meier-Kurven. Die Unterteilung erfolgte in

Mediangruppen (> Median und < Median). In keine der beiden Gruppen zeigte sich ein Uberlebensvorteil im DFS.
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In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse bewies sich die Gesamtexpression von MUC1
als nicht signifikanter prognostischer Marker in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben. Als
signifikanter Prognosefaktor fir das DFS zeigte sich allein der Nodalstatus. Ein positiver
Lymphknotenbefall ging mit einem 2,7-fach erhdhten Risiko eines Rezidivs oder einer

Metastase einher (Tabelle 30).

Im Vergleich zeigte die TA-MUC1-Expression einen signifikanten prognostischen Einfluss auf
das krankheitsfreie Uberleben. In der Patientengruppe mit einer TA-MUC1-Expression
< Median lag ein signifikant erhdhtes Risiko fir das Auftreten einer erneuten Erkrankung im

Sinne eines Rezidivs und/oder Fernmetastasierung vor (1).

Tabelle 30 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der MUC1-Gesamtexpression bezogen auf das DFS beim
Mammakarzinom

Kovariaten Signifikanz HR 95 % KI
(p-Wert) (Exp(B))
Untere Obere

N (NO vs. N1- N3) ,008 2,734 1,295 5,769
HER?2 (neg. vs. pos.) n.s. 2,200 931 5,201
Alter (< 55 vs. >55 Jahre) n.s.

Histologie (nicht NST vs. NST) n.s.

Grading (G1/2 vs. G3) n.s.

T (T1 vs. T2/T3) n.s.

DCIS/LIN (nein vs. ja) n.s.

ER (neg. vs. pos.) n.s.

PR (neg. vs. pos.) n.s.

MUC1 (<Median vs. > Median) n.s.

(DFS= Desease free survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, n.s. = nicht signifikant)

456 Subzellulare MUC1-Expression in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben

In der Gruppe mit cyt.-MUC1-Expression (n=90) trat in elf Fallen (12 %) wahrend des
Beobachtungszeitraums ein Rezidiv oder eine Metastasierung auf. Das 5-Jahres DFS lag bei
88,88 % und das 10-Jahres DFS bei 87,77 %. In der Vergleichsgruppe (n=139) traten 20
Ereignisse (14 %) ein. Das 5-Jahres DFS lag hier bei 85,61 %, das 10-Jahres-DFS konnte
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nicht bestimmt werden (Tabelle 31). FiUr keine der beiden Gruppen konnte ein
Uberlebensvorteil beziiglich des DFS festgestellt werden (Log-Rank, p = 0,639) (Abb. 34, A).

Im Kollektiv mit einer mc-MUC1-Expression (n=4) kam es zu zwei Ereignissen (50 %). Das 5-
Jahres DFS lag bei 75 %, das 10-Jahres-DFS konnte nicht bestimmt werden. In der Gruppe
der restlichen Expressionen (n=225) kam es zu 29 Ereignissen (12,9 %) (Tabelle 31). Das 5-
Jahres DFS lag bei 89,33 %, das 10-Jahres DFS bei 87,11 %. Fur Patientinnen mit einer mc-
MUC1 Expression zeigte sich ein signifikant schlechteres krankheitsfreies Uberleben als in der
Vergleichsgruppe (Log-Rank, p = 0,040) (Abb. 34, B).

In der Gruppe cm-MUC1-Expression (n=128) trat in 17 Fallen (13 %) ein Ereignis auf. Das 5-
Jahres DFS lag bei 89,84 %. In der Vergleichsgruppe (n=101) kam es zu 14 Ereignissen
(13,8 %) (Tabelle 31). Das 5-Jahres DFS lag bei 88,11 %, das 10-Jahres DFS bei 86,14 %.
Es zeigte sich keine signifikante Uberlegenheit in einer der beiden Gruppen beziiglich des
DFS (Log-Rank, p = 0,943) (Abb. 34, C).

Die Gruppe negativer MUC1-Expression bestand aus sieben Patientinnen, von denen eine ein
Ereignis zeigte (14,3 %). Das 5-Jahres DFS lag bei 85,71 %. Die Gruppe der restlichen
Expression (n=222) hatte 30 Ereignisse (13,5 %) (Tabelle 31). Das 5-Jahres DFS lag bei
89,19 %, das 10-Jahres DFS bei 86,49 %. Es zeigte sich kein statistisch signifikanter
Unterschied im DFS zwischen beiden Gruppen (Log-Rank, p = 1,0) (Abb. 34, D). Fur TA-
MUC1 nach subzellularer Expression unterteilt zeigte sich kein signifikanter Einfluss auf das
krankheitsfreie Uberleben (1).

Tabelle 31 Vergleich der Uberlebensraten fiir das DFS in Abhéingigkeit der subzelluliren MUCI-Lokalisation

Fille/ Ereignisse  5-Jahres-UL 10-Jahres-UL  Log-Rank

cyt.-MUC1- 90/ 11 88,88 % 87,77 % n.s.
Expression

mc-MUC1- 4/2 75 % 0,040
Expression

cm-MUC1- 128/17 96,88 % n.s.
Expression

doppelt-neg.- 71 85,71 % n.s.
MUC1-
Expression

(cyt. = cytoplasmatisch, mc = membrands-cytoplasmatisch, cm = cytoplasmatisch-membranés, UL = Uberlebensrate,
n.s. = nicht signifikant)
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Abbildung 34 Einfluss der subzelluliren MUC1-Expression auf das krankheitsfieie Uberleben

Dargestellt sind Ereignisanalysen in Form von Kaplan-Meier-Kurven. A: cyt.-MUCI-Expression vs. restliche
Expression ohne signifikanten Unterschied im DFS, B: mc-MUCI-Expression mit signifikanter Uberlegenheit im
DFS im Vergleich zur restlichen Expression (p=0,04), C: cm-MUCI-Expression vs. restliche Expression ohne
signifikanten Unterschied im DFS, D: negative-MUC1-Expression vs. restliche Expression ohne signifikanten
Unterschied im DFS.

In den anschlieRenden Uberlebenszeitanalysen wurde der Einfluss der MUC1-Expression in
subzellularer Verteilung hinsichtlich des DFS untersucht. In der Gruppe der cyt.-MUC1-
Expression wiesen 34 Patientinnen eine Expression unterhalb und 56 Patientinnen oberhalb
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des Medians auf (Tabelle 32). In der Gruppe der cyt.-MUC1-Expression < Median traten drei
Ereignisse (8,8 %) auf. Das 5- und 10-Jahres DFS lag bei 91,17 %. Die Gruppe = Median hatte
acht Ereignisse (14,3 %). Das 5-Jahres DFS lag bei 87,5 %. Es zeigte sich fur keine der beiden
Gruppen eine signifikante Uberlegenheit bezogen auf das DFS (Abb. 35, A).

In der Gruppe der mc-MUC1-Expression wiesen jeweils 2 Patientinnen unterhalb und oberhalb
des Medians eine Expression auf. In der Gruppe < Median und = Median trat jeweils ein
Ereignis auf (50 %) (Tabelle 32). Das 5-Jahres DFS der Gruppe < Median lag bei 50 %. Das
5-Jahres DFS = Median lag bei 100 %. Es konnte keine statistisch signifikante Uberlegenheit
im Uberleben zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen werden (Log-Rank, p = 0,81)
(Abb. 35, B).

In der Patientengruppe der cm-MUC1-Expression wiesen 59 Patientinnen eine Expression
unterhalb und 69 Patientinnen oberhalb des Medians auf. In der Gruppe < Median traten acht
Ereignisse (13,6 %) ein (Tabelle32). Das 5-Jahres DFS lag bei 86,44 %. In der Gruppe =
Median traten neun Krankheitsfalle (13 %) auf. Das 5-Jahres DFS lag bei 92,75 %. Zu Beginn
war die Gruppe der geringeren cm-MUC1-Expression mit einem schlechteren krankheitsfreien
Uberleben assoziiert. Gegen Ende des Beobachtungszeitraumes glichen sich beide Gruppen
einander an und es zeigte sich keine Uberlegenheit fiir eine der beiden Gruppen (Log-Rank,
p = 0,794) (Abb. 35, C).

Tabelle 32 Vergleich der Uberlebensraten fiir das DFS in Abhéingigkeit der subzelluliren MUCI-Lokalisation
unterteilt nach Median

Fille/ Rezidiv ~ 5-Jahres-UL  10-Jahres-UL Log-Rank

cyt-MUC1 <Median 34/3 91,17 % 91,17 % n.s.
>Median 56/8 87,5 %

mc-MUC1  <Median 2/1 50 % n.s.
>Median 2/1 100 %

cm-MUC1 <Median 59/8 86,44 % n.s.
>Median 69/9 92,75 %

(cyt. = cytoplasmatisch, mc = membrands-cytoplasmatisch, cm = cytoplasmatisch-membrands, UL = Uberlebensrate, n.s. =
nicht signifikant)
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Abbildung 35 Einfluss der subzelluldren MUCI-Expression unterteilt nach Median auf das krankheitsfreie
Uberleben

Dargestellt sind Ereignisanalysen in Form von Kaplan-Meier-Kurven A: cyt.-MUC[-Expression (= Median und
< Median) ohne Uberlebensvorteil im DFS, B: mc-MUCI -Expression (> Median und < Median) ohne
Uberlebensvorteil im DFS, C: cm-MUC1-Expression (> Median und <Median) ohne Uberlebensvorteil im DFS.

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich die subzelluldre Expression von
MUC1 im Tumorgewebe als unabhangiger prognostischer Einfluss in Bezug auf das DFS. Das
mc-MUC1-Expressionsmuster in malignen Brustkrebstumoren erwies sich als statistisch
signifikanter Einflussfaktor fir das Auftreten von erneuten Krankheitsereignissen wie
Rezidiven oder Metastasen (p = 0,046). Patientinnen mit einer mc-MUC1-Expression hatten
ein 4,5-fach hoéheres Risiko fur das Auftreten eines Krankheitsereignisses als die
Vergleichsgruppe. Als ebenfalls signifikanter Einflussfaktor fiir das krankheitsfreie Uberleben
erwies sich der Nodalstatus. Das Risiko fur ein erneutes Krankheitsereignis stieg um das 2,7-
fache bei positivem Lymphknotenbefall (Tabelle 34). Die restlichen subzellularen MUC1-
Expressionen zeigten sich nicht signifikant in der multivariaten Cox-Regressionsanalyse
(Tabelle 33, 35, 36). Die subzellulare TA-MUC1-Expression zeigte keinen signifikanten

Einfluss in Bezug auf das krankheitsfreie Uberleben (1).
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Tabelle 33 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der subzelluldren MUC1-Expression auf das DFS beim
Mammakarzinom (cytoplasmatisch vs. restliche)

Kovariaten

N (NO vs. N1-3)

HER?2 (neg. vs. pos.)

Alter (<55 vs. >55 Jahre)
Histologie (nicht NST vs. NST)
Grading (G1/2 vs. G3)

T (T1 vs. T2- T4)

DCIS/LIN (nein vs. ja)

ER (neg. vs. pos.)

PR (neg. vs. pos.)

MUCI1 (restliche vs.
cytoplasmatisch)

Signifikanz
(p-Wert)

,008

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

n.s.

HR 95 % KI
(Exp(B))
Untere  Obere
2,734 1,295 5,769
2,200 ,931 5,201

(DFS= Desease free survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, n.s. = nicht signifikant)

Tabelle 34 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der subzelluldren MUC1-Expression auf das DFS beim

Mammakarzinom (mc vs. restliche)

Kovariaten

N (NO vs. N1-3)

Grading (G1/2 vs. G3)

MUCI1 (restliche vs. mc)
Alter (<55 vs. >55 Jahre)
Histologie (nicht NST vs. NST)
T (T1 vs. T2- T4)

DCIS/LIN (nein vs. ja)

ER (neg. vs. pos.)

PR (neg. vs. pos.)

HER2 (neg. vs. pos.)

Signifikanz
(p-Wert)

,027

ns.

,046

ns.

ns.

ns.

ns.

ns.

ns.

n.s.

HR 95 % KI
(Exp(B))

Untere ~ Obere
2,363 1,102 5,069
2,032 ,937 4,403
4,564 1,028 20,257

(DFS= Desease free survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, mc = membrands-cytoplasmatisch ,

n.s. = nicht signifikant)
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Tabelle 35 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der subzelluldren MUC1-Expression auf das DFS beim
Mammakarzinom (cm vs. restliche)

Kovariaten Signifikanz HR 95 % KI
(p-Wert) (Exp(B))

Untere Obere

N (NO vs. N1-3) ,008 2,734 1,295 5,769
HER?2 (neg. vs. pos.) n.s. 2,200 931 5,201
Alter (< 55 vs. >55]ahre) n.s.
Histologie (nicht NST vs. NST) n.s.
T (T1 vs. T2- T4) n.s.
DCIS/LIN (nein. vs. ja) n.s.
ER (neg. vs. pos.) n.s.
PR (neg. vs. pos.) n.s.
Grading (G1/2 vs. G3) n.s.
MUCI1 (restliche vs. cm) n.s.

(DFS= Desease free survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, cm = cytoplasmatisch-membrands,
n.s. = nicht signifikant)

Tabelle 36 Multivariate Cox-Regression: Einfluss der subzelluldren MUC1-Expression auf das DFS beim
Mammakarzinom (negative vs. restliche)

Kovariaten Signifikanz HR 95 % KI
(p-Wert) (Exp(B))

Untere Obere

N (NO vs. N1-3) ,008 2,734 1,295 5,769
HER?2 (neg. vs. pos.) n.s. 2,200 931 5,201
Alter (< 55 vs. >55 Jahre) n.s.
Histologie (nicht NST vs. NST) n.s.
T (T1 vs. T2- T4) n.s.
DCIS/LIN (nein vs. ja) n.s.
ER (neg. vs. pos.) n.s.
PR (neg. vs. pos.) n.s.
Grading (G1/2 vs. G3) n.s.
MUCI1 (restliche vs. doppelt negative) n.s.

(DFS= Desease free survival, HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, n.s. = nicht signifikant)
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5 Diskussion

Mucin1 ist ein lange bekanntes Tumorantigen, das in den letzten Jahren immer wieder in den
Fokus der Tumorforschung geriickt ist. Das National Cancer Institut listete Mucin1 bereits 2009
auf Platz 2 der favorisierten Krebsantigene (128). Die Bedeutsamkeit von Mucin1 liegt zum
groRen Teil in seinen einzigartigen Eigenschaften im Tumor begrindet. Physiologisch ist
Mucin1 ein Vertreter der apikal exprimierten transmembranaren Glykoproteine auf
Epithelzellen, welche unter anderem die Lumina endokriner Organe wie Pankreas, Lunge und
der Brustdrise auskleiden. Im Vergleich zu der Expression im gesunden Gewebe liegt Mucin1
im Tumor ubiquitar Gber die Epithelzelle verteilt vor und ist zudem haufig stark Gberexprimiert.
In Brusttumoren konnte eine Uberexpression von Mucin1 in (iber 90 % nachgewiesen werden
(98, 129). Ein weiteres Merkmal von Mucin1 ist seine komplexe Glykosylierung, die wahrend
der Tumorgenese eine so umfassende Modifizierung erfahrt, dass es neben der Expression
von tumorassoziierten Antigenen zur Entstehung neuer, ausschlie3lich im Tumor vorliegender

tumorspezifischer Epitope kommt.

Es existiert eine Vielzahl an Mucin1-Antikérperstudien, in denen die Expression verschiedener
Mucin1-Epitope im Tumorgewebe in Korrelationen mit Tumoreigenschaften und der Prognose
von Brustkrebspatientinnen untersucht wurde. Einige dieser Mucin1-Antikorper konnten
bereits in Phase | und Il klinische Anwendung finden (119, 129, 130). Wahrend der
Erforschung von Mucin1 als Onkogen zeigte sich, dass nur wenige der bisher beschriebenen
Mucin1-Epitope die Kriterien als geeignetes Tumorantigen in der Diagnostik und Therapie des

Mammakarzinoms erfullen.

Ein vielversprechendes Mucin-Antigen ist das Glykopeptid-Epitop TA-MUC1, welches durch
den synthetischen Glykopeptidantikérper GGSK-1/30 nachgewiesen werden kann. Es konnte
bereits im Tierversuch Anwendung in der Diagnostik von Tumoren in Form eines Tracer-
gebundenen Antikdrpers finden. Zusatzlich erfolgten bereits erste Versuche mit TA-MUC1 als

immunmodulierendes Anti-Tumor-Vakzin am Maus-Modell (131, 132).

Wahrend die detaillierte Analyse des neuen Tumorantigens TA-MUC1 anhand des
monoklonalen Antikdrpers GGSK-1/30 in einer gesonderten Arbeit durch Herrn Dr. Peter Fries
erfolgte (1, 133), ermdglichte diese Arbeit eine direkte Gegenliberstellung von GGSK-1/30 mit
dem etablierten Mucin1-Antikérper VU4H5 sowie deren Korrelationen mit Tumoreigenschaften

und der Prognose von Brustkrebspatientinnen.
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5.1 Vergleich der Expression von MUC1 und TA-MUC1 im Mammakarzinom

Zur Untersuchung, ob Unterschiede im Expressionsverhalten zwischen den verschiedenen
Mucin1-Epitopen MUC1 und der verandert glykosylierten Variante TA-MUC1 in Brusttumoren
existieren, erfolgte ein immunhistochemisches Nachweisverfahren innerhalb eines Kollektivs
von 234 Brustkrebspatientinnen. Die Besonderheit dieser Arbeit lag in der Auswahl des
Kollektivs, die nicht den Fokus auf ein Subkollektiv legte, sondern vielmehr ein Abbild der
tatsachlichen Haufigkeitsverteilung verschiedener Tumorentitditen des Mammakarzinoms

darstellte.

In dieser Arbeit konnte ein signifikanter Unterschied zwischen der Expression von MUC1 und
TA-MUC1 im Mammakarzinom nachgewiesen werden (p<0,001). 81,7 % aller Tumorschnitte
zeigten eine eindeutig positive MUC1-Expression im Tumorgewebe (IRS >2), wohingegen TA-
MUC1 zu einem noch héheren Anteil von 92,4 % exprimiert wurde. Fir beide Mucin1-Epitope
zeigte sich insgesamt ein hoher Expressionsgrad, wobei dieser fir TA-MUC1 hodher ausfiel
(Vgl.: TA-MUC1x: IRS 8 vs. MUC1x: IRS 6).

Die Antikérper VU4H5 und GGS K-1/30 sind gegen zwei unterschiedliche Epitope auf Mucin1
gerichtet, die beide innerhalb der extrazellularen N-terminalen Untereinheit des dimeren
Peptids liegen. Das Apoprotein Mucin1 besteht aus einer sich wiederholenden Proteinsequenz
der VNTR-Region, dessen Serin- und Threoninreste als Bindungsstellen fir O-
Glykosylierungen dienen. Die initiale Bindung verschiedener Zuckermolekile am Apoprotein
bildet die verschiedenen Kernstrukturen (Core 1, 2, 3) und sind Ausgangspunkt fir weitere O-
Glykosylierungen, wodurch ein Aufbau weit verzweigter Kohlenhydratketten stattfindet. Eine
im Tumorgewebe vorliegende Hypoglykosylierung von Mucin1 fuhrt zur partiellen Freilegung
des Proteinruckrats. Die immunodominante Tandem-Repeat-Struktur (VNTR) kann dadurch in
Form von neu exprimierten Peptid-Epitopen Mucin1-Antikbrpern als Zielstruktur dienen. Der
verwendete Antikbrper VU4HS5 bindet an eines dieser Peptidepitope mit der Peptid-Sequenz
PDTRPAP (136), hier benannt als MUC1 (Abbildung 36).
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Abbildung 36 Schematische Darstellung des Mucinl-Molekiils mit den Epitopen MUCI1 und TA-MUCI im
Tumorgewebe

Dargestellt ist das Transmembranprotein Mucinl bestehend aus dem Signalpeptid, der VNTR-Peptidregion mit
repetitiver 20n-AS-Sequenz sowie der transmembranen und cytosolischen Domdine.

a) MUCI als ,, reines ** Peptidepitop, reprdsentiert durch die PDTRPAP-Sequenz.

b) Das Glykopeptidepitop TA-MUCI reprdsentiert durch das hypoglykosylierte sialylierte Thomsen-Friedenreich-
Antigen auf der Kernstruktur 1.

¢) Physiologisches nicht-verdndertes Mucinl-Epitop mit Kernstruktur 2 und ausgeprdigter Glykosylierung.
Abbildung modifiziert nach Baldus et al. (2004) (94).

Die Entwicklung des Antikdrpers VU4H5 erfolgte durch eine Immunisierung von BALB/c-
Mausen mit dem 60-mer Volllangenprotein Mucin1, ohne jeglichen Glykosylierungsanteil (124,
134), sodass von einer spezifischen und ausschlieRlichen Peptid-Bindung von VU4H5
ausgegangen werden kann. In nachfolgenden Arbeiten (135, 136) konnte jedoch mittels
ELISA-Verfahren nachgewiesen, dass durch VU4H5 neben einer Antikdrper-Bindung an
vollstandig unglykosylierten Mucin1 zudem eine Bindung an Mucin1 mit veranderten
Glykosylierungsmustern im Tumor stattfindet. Dabei war die Bindung indirekt abhangig vom
Glykosylierungsgrad, da diese eine Freilegung des Peptidepitops und somit eine bessere
Peptid-Bindung bedingte (135). Die Tatsache, dass VU4HS5 in der Lage ist, sowohl vollstandig
deglykosyliertes als auch verandert glykosylierte Varianten von Mucin1 im Tumorgewebe
nachzuweisen, spricht fur eine hohe Affinitat des Antikérpers und steht im Einklang mit der in
dieser und weiteren Arbeiten (137, 138) nachgewiesenen hohen Sensitivitat im Nachweis von

MUC1 im Tumorgewebe.

Neben der Hypoglykosylierung des Mucin1-Proteins im Tumorgewebe konnten gegeniber
gesundem Brustgewebe zudem veranderte Glykosylierungsmuster von Mucin1 nachgewiesen
werden. Eine verminderte Aktivitdt von Glykosyltransferasen und eine gleichzeitig erhdhte
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Aktivitdt von Sialyltransferasen im Tumorgewebe fuhren zur Entstehung verkilrzter sowie
weniger verzweigter Kohlenhydratseitenketten auf Mucin1 (112). Die so entstehenden
Kohlenhydratepitope sind haufig Neoantigene und werden tumorspezifisch exprimiert (139,
140). Eines dieser Kohlenhydratepitope stellt das zum Vergleich dienende Antigen TA-MUC1
dar, das durch den Antikérper GGSK-1/30 nachgewiesen werden kann. Das Epitop TA-MUCA1
besteht aus einer verkurzten sialylierten Kohlenhydratseitenkette (STn-Core1-Struktur) auf der
immunodominanten Region GSTA der VNTR-Sequenz von Mucin1 (Abbildung 36) (132).

Der wesentliche Unterschied der beiden untersuchten Tumorepitope liegt in ihrem
strukturellen Aufbau, wobei MUC1 einem Peptidantigen und TA-MUC1 einem Glykopeptid-
antigen entspricht. Dabei ist das Peptidepitop MUC1 von Hypoglykosylierungen auf der VNTR-
Region und das Glykopeptidepitop TA-MUC1 von einer spezifisch veranderten Glykosylierung

einer definierten Peptidregion im Tumorgewebe abhangig.

Veranderungen des Glykosylierungsmusters von Mucin1 kénnen zu Konformations-
anderungen des Molekiils fiihren, wodurch benachbarte Peptidregionen beeinflusst werden.
Dies resultiert in einer veranderten Zuganglichkeit der jeweiligen Antikérper auf ihre
Zielepitope (140, 141). In einer Arbeit von Karsten et al, in der das Bindungsverhalten mehrerer
monoklonaler AK in Abhangigkeit des Glykosylierungsmusters bzw. dem Ausmaly der
Hypoglykosylierung in Brusttumoren untersucht wurde, lie sich fur VU4H5 eine
Bindungsschwache an seinem Mucin1-Epitop erkennen, sobald eine Glykosylierung innerhalb
der Peptidsequenz PDTR von MUC1 vorlag (135, 142). Dieses Bindungsverhalten bestatigte
sich durch eine weitere Vergleichsarbeit, in der ein dem GGSK-1/30 ahnelnder Antikorper,
VU2G7, dem Antikoérper VU4H5 zum Vergleich gegenibergestellt wurde (138). Bei
vollstandiger Hypoglykosylierung von Mucin1 zeigte VU2G7 hierbei eine schwachere Bindung
fir sein Glykopeptidepitop als VU4H5. Bei Vorliegen der fur das VU2G7-Glykopeptid
spezifischen Glykosylierungsmuster waren hingegen benachbarte Hypoglykosylierungen
sowie weitere Glykosylierungsmuster kaum einflussgebend auf das Bindungsverhalten von
VU2G7. Der Peptidantikdrper VU4HS5 st folglich lediglich in der Lage sein Peptidepitop bei
vollstandiger Hypoglykosylierung zu binden und ist hierbei beeinflussbar durch benachbarte
Veranderungen im Glykosylierungsmuster. Das Bindungsverhalten von Glykopeptid-
antikérpern, wie VU2G7 und GGSK-1/30, erscheinen bei Vorliegen ihrer spezifischen
Glykopeptid-Epitope hingegen unabhangig von weiteren Veranderungen. Es ist denkbar, dass
die in dieser Arbeit dargestellten Unterschiede im Anteil positiver Tumorpraparate durch
VU4H5 und GGSK-1/30 (Vgl. MUC1: 81,7 % vs. TA-MUC1 92,4 %) ebenfalls auf ein
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unterschiedliches Bindungsverhalten der beiden Antikérper im Tumorgewebe zurlickzufiihren

ist.

Neben den Unterschieden im Glykosylierungsmuster, sind zudem Unterschiede in der Lange
des Peptidepitops der beiden Antikérper nachweisbar, die Einfluss auf das jeweilige
Bindungsverhalten von VU4H5 und GGSK-1/30 haben kénnten. VU4H5 wurde gegen das
60mer Peptid synthetisiert, wohingegen GGSK-1/30 gegen das 22mer Peptid gerichtet ist
(132). Fur VU4H5 konnte bereits im Vergleich mit anderen Mucin1-Antikérpern eine
Abhangigkeit zwischen der Bindungsaffinitdt und der Gesamtlange der VNTR-Region
nachgewiesen werden. Fur VU4HS war mit zunehmender Lange des Mucin1-Peptids eine
sukzessive Zunahme der Antikdrper-Affinitat zu beobachten, wohingegen sich bei verkirzter
AS-Sequenz (<60mer) eine schlechtere Bindung zeigte (135, 136). Eine veranderte Lange der
Tandem-Repeat-Sequenz beeinflusst mafigeblich die Tertiarstruktur von Mucin1, was zu einer
veranderten Affinitdt von Mucin1-Antikdrpern flhren kann, bis hin zu einer vollstéandig
aufgehobenen Bindung, selbst bei Vorliegen des jeweiligen Zielepitops (143). Denkbar ware,
dass die in dieser Arbeit nachgewiesenen Expressionsunterschiede von MUC1 und TA-MUCA1

in der in Brusttumoren verandert vorliegenden Peptidldnge von Mucin1 mitbegrindet sind.

Stergiou et. al konnten innerhalb eines kleineren Tumorkollektivs von TNBC-Tumoren anhand
von GGSK-1/30 ebenso wie in der Arbeit von Herrn Dr. Fries eine herausragende
Tumorsensitivitdat und -spezifitat fur das untersuchte Glykopeptid-Epitop TA-MUC1
nachweisen (1, 131). In einer ahnlichen Vergleichsarbeit untersuchten Heublein et al. die
Mucin1-Expression im Tumor mittels eines weiteren Glykopeptidantikérpers PankoMab, der
ahnlich wie GGSK-1/30 spezifisch gegen eine im Tumor verandert glykosylierte Variante von
Mucin1 gerichtet ist (144). Im Vergleich zu den Ergebnissen fur VU4H5 in dieser Arbeit zeigte
sich fir PankoMab eine deutlich geringere Gesamtexpression des Glykopeptid-Epitops im
Tumorgewebe (Vgl.: VU4H5: 81,7 % vs. PankoMab: 75 %). Da im Tumorgewebe nicht nur ein
einzelnes, verandertes Glykosylierungsmuster vorliegt, sondern zeitgleich eine Vielzahl von
veranderten Glykosylierungsvarianten, ist mit der Auswahl eines Glykopeptidepitops nur ein
Anteil vom Gesamt-Mucin1 im Tumor abgebildet, wodurch sich die geringere Sensitivitat von

PankoMab erklaren lasst.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Glykopeptid-Antikérper im Vergleich mit reinen
Peptid-Antikdrpern weniger abhangig von Konformationsanderungen durch benachbarte
Glykosylierungen sind. Die dargestellten stark voneinander abweichenden Sensitivitats-
unterschiede verschiedener glykopeptidgerichteter Antikdrper im Brustkrebsgewebe lassen

jedoch auf die Bedeutsamkeit in der Auswahl des jeweiligen Mucin1-Glykopeptidepitops im
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Tumor schlief3en. Auf Grund der Ergebnisse dieser Vergleichsarbeit Iasst sich die Hypothese
aufstellen, dass TA-MUC1, nachgewiesen durch GGSK-1/30 eines der dominierenden
aberranten Glykosylierungsmuster in Brusttumoren darstellt. Die hier erfolgten Analysen zur
Expression von MUC1 und TA-MUC1 im Brustkrebsgewebe konnten eine Uberlegenheit fiir
GGSK-1/30 in Bezug auf den Nachweis seines Glykopeptidepitops TA-MUC1 gegentiber dem
Peptidepitop MUC1 zeigen.

5.2 MUC1T und TA-MUC1 als tumorspezifische Marker des Mammakarzinoms

Die hohe Sensitivitat der Antikérper VU4H5 und GGSK-1/30 im Nachweis von MUC1 und TA-
MUC1 ist bereits zuvor erértert worden. Fur die Eignung als Tumor-Marker des
Mammakarzinoms, vor allem im klinischen Einsatz, ist neben der Sensitivitat zudem die Frage
nach der Tumorspezifitit von essenzieller Bedeutung. Hierfir wurde in dieser Arbeit die
Expression der beiden Mucin1-Epitope im gesunden Brustdrisengewebe untersucht. Im
Nachweis durch VU4H5 lie® sich hierbei eine MUC1-Expression im gesunden
Brustdrisengewebe darstellen. Dabei zeigte sich sowohl eine zellspezifische apikale als auch
eine cytoplasmatische Farbung des Brustdriisengewebes, wobei umliegende Strukturen keine
Antikoérperfarbung aufwiesen. Im Vergleich dazu wies eine Antikdrperfarbung mittels GGSK-
1/30 keinerlei Expression des Glykopeptid-Epitops TA-MUC1 in den gleichen gesunden

Brustgewebeschnitten auf (1).

Im physiologischen Zustand wird Mucin1 an der apikalen Zellmembran sekretorischer
Epithelien exprimiert. Darliber hinaus ist eine Mucin1-Expression im Gesunden auch im
Cytoplasma zu beobachten, was aus Rezyklierungsprozessen resultiert in denen Mucin1 von
der Zellmembran nach intrazellular transportiert und durch eine schrittweise Glykosylierung

und Sialylierung im Golgi-Apparat synthetisiert wird (145).

Neben der in dieser Arbeit nachgewiesenen Expression von MUC1 durch VU4H5 im gesunden
Brustgewebe, erfolgte durch den Antikérperhersteller Cell Signaling Technology zudem ein
Expressionsnachweis in gesundem Kolon- und Pankreasgewebe. Andere immunhisto-
chemische  Vergleichsarbeiten konnten ebenso eine MUC1-Expression anhand des
Antikérpers VU4H5 im gesunden Brustdriisengewebe nachweisen (135, 137, 139). Es zeigte
sich flr das Peptidepitop MUC1 somit einerseits keine Organspezifitdt und anderseits vor

allem keine Tumorspezifitat.

In den Uberwiegenden Studiendesigns immunhistochemischer Vergleichsarbeiten anderer

Mucin-1-Antikdrper wurden keine Kontrollfarbungen an gesundem Brustgewebe durchgefihrt,
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sodass kein allgemeiner Literaturvergleich zur Expression im gesunden Brustdrisengewebe
moglich war. Anstelle dessen untersuchte der ISOBM TD4 Workshop im ELISA Verfahren 56
Mucin1-Antikérper unter anderem auf ihre Tumorspezifitdt. Mit eingeschlossen waren
Peptidepitope wie das hier untersuchte MUC1-Epitop von VU4H5, als auch Glykoepitope.
Dabei zeigte sich lediglich fir sieben der untersuchten Antikdrper eine Tumorspezifitat. In allen
anderen Fallen, hierunter auch fir VU4H5, zeigte sich eine Expression von Mucin1 in geloster

Form im Gesunden (134).

Fir das Tumorepitop TA-MUC1 lie3 sich durch GGSK-1/30 in allen bisherigen Studien keine
Expression im gesunden Brustdriisengewebe nachweisen (131, 132, 146). Dies verdeutlicht
die ausgezeichnete Tumorspezifitdt von TA-MUC1, die sich wie folgt erklaren lasst: TA-MUC1
liegt auf der verkurzt glykosylierten und sialylierten Seitenkette der Core 1-Kernstruktur, auch
bekannt als sialyliertes Thomsen-Friedenreich-Antigen (TFn) an einer spezifischen
Aminosauresequenz des Proteinrickrats gebunden. In Brusttumoren konnte eine Verlagerung
der im gesunden Brustgewebe vorherrschenden Core 2-Kernstruktur hinzu Core 1-
Kernstruktur, die folglich ausschlief3lich im Brusttumorgewebe exprimiert wird, nachgewiesen
werden (112). Zuséatzlich ist das Epitop von TA-MUC1 bestehend aus zwei Sequenzen, dem
Peptid- und einem zusatzlichen Kohlenhydrat-Anteil, im Gegensatz zu reinen
Kohlenhydratepitopen spezifischer fir das Mucin1 im Tumorgewebe. Das MUC1-Epitop von
VU4H5 hingegen entsteht durch unspezifische Hypoglykosylierungsprozesse, die zu einer
Freilegung des immunodominanten Proteinrlickrats fUihren und ist unabhangig von der

Entstehung von Core1-Strukturen.

Der hier erfolgte Nachweis von MUC1 durch VU4H5 im gesunden Gewebe deutet darauf hin,
dass neben der malignen Transformation auch Prozesse im gesunden Brustgewebe zu einer
Hypoglykosylierung und demzufolge zu einer Freilegung des MUC1-Epitops flihren kénnen,
die somit eine fehlende Tumorspezifitat erklaren. Des Weiteren kann bei MUC1 in
cytoplasmatischer Lokalisation davon ausgegangen werden, dass es sich um geringer
glykosylierte Mucin1-Molekule handelt, die erst schrittweise durch die repetitiven
Rezyklierungsprozesse an Glykosylierung zunehmen und demzufolge partiell freie

Peptidepitope beinhalten kénnen.

Zusammenfassend konnte fir die beiden Epitope MUC1 und TA-MUC1 zu einem hohen Anteil
eine Expression in den Tumorproben nachgewiesen werden. Der Antikorper VU4H5 erwies
sich durch den Nachweis in gesunden Brustgewebeproben nicht als spezifisch genug, um
zwischen physiologischen und tumorassoziiertem Mucin1 zu unterscheiden. Zur Eignung als

Tumormarker in der Diagnostik und Therapie ist das Glykopeptidepitop TA-MUC1 durch seine
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hohe Sensitivitat und gleichzeitige Tumorspezifitat gegentiber dem Peptidepitop MUC1 daher

uberlegen.

5.3 Betrachtung der subzellularen Lokalisation von MUC1 und TA-MUC1 im
Tumorgewebe

Neben einer Betrachtung der Gesamtexpression war eine der zentralen Fragestellung dieser
Arbeit die subzellulare Verteilung der Epitope MUC1 und TA-MUC1 im Tumorgewebe. Im
Vergleich zeigten sich signifikante Unterschiede in der subzellularen Verteilung von MUC1 und
TA-MUC1 (p < 0,001). Fir MUC1 fand sich eine besonders haufig rein cytoplasmatische
Lokalisation. Am haufigsten lag jedoch eine Kombination aus cytoplasmatisch und
membranstandiger Expression vor. Auffallend war das Fehlen rein membranstandiger
Expressionen sowie das seltene Vorkommen einer membrands-cytoplasmatischen-
Lokalisation. TA-MUC1 wies ebenfalls am haufigsten eine gemischte cytoplasmatisch-
membrandse Expression auf. Deutlich haufiger als MUC1 wurde TA-MUC1 Uberwiegend
membranstandig exprimiert (Vgl. TA-MUC1 mc: 13,5 % vs. MUC1 mc: 1,7 %). Rein
cytoplasmatische Expressionen zeigten sich fur TA-MUC1 dafur wesentlich seltener (Vgl. TA-
MUC1 cyt.: 11,8 % vs. MUC1 cyt.: 39 %). Eine rein membrandse Expression lag fur keine der

beiden Antigene vor.

In einer Vergleichsarbeit von Heublein et al., zeigte sich durch PankoMab-GEX, der ahnlich
wie GGSK-1/30 ein tumorspezifisches Glykopeptid (TA-MUC1) bindet, ein wiederrum anderes
Verteilungsmuster im Brustkrebsgewebe. Gepragt war dieses durch eine rein
membranstandige Expression (40 %), gefolgt von einer gemischt cytoplasmatisch-
membrandsen (29 %). Weitaus geringer zu den hier erhobenen Ergebnissen, war eine
cytoplasmatische Lokalisation (5,7 %), in 25 % der Tumorproben zeigte sich keinerlei Mucin1
Expression (144). In der Durchsicht weiterer Arbeiten lasst sich im Nachweis von Mucin1 nach
Aufteilung in subzelluldre Lokalisation ein sehr heterogenes Bild an Expressionsmustern
erkennen. Dies liegt nicht zuletzt an einer subjektiven Gruppierung der einzelnen
Kompartimente, die auch andere Expressionsmuster, wie apikale, luminale oder nukleare
Expressionen miteinschlief3en. In den meisten Vergleichsstudien war im Unterschied zu den
Epitopen MUC1 und TA-MUC1 ein im Durchschnitt deutlich héherer membranstandiger und
gleichzeitig geringerer rein cytoplasmatischer Anteil im Nachweis anderer Mucin1-Epitope im

Tumor vorzufinden.
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In physiologischer Form liegt Mucin1 als transmembranéares Glykoprotein an der apikalen
Zellmembran exprimiert vor. Im Tumorgewebe verliert sich die strenge apikale Ausrichtung
durch Aufhebung der Zellpolaritat und es kommt zu einer Umverteilung von Mucin1 tber die
gesamte Zellmembran, wobei Mucin1 hierbei auch vermehrt intrazellular exprimiert wird.
Durch endozytotische Rezyklierungsprozesse wird Mucin1 in das Cytoplasma transportiert
und erfahrt dort eine stetige Modifizierung bzw. Erweiterung der Zuckerseitenketten. Im
Tumorgewebe konnte ein Anstieg der Endozytoserate und somit vermehrte Expression von

hypoglykosylierten Mucin1 im Cytoplasma nachgewiesen werden (145).

Der in dieser Arbeit nachgewiesene hohe Anteil von MUC1 durch VU4HS5 in ausschlieB3lich
cytoplasmatischer Lokalisation konnte sich aus der besseren Zuganglichkeit des Antikorpers
gegenuber hypoglykosylierteren Formen von Mucin1 und seinem Zielepitop MUC1 im
Zytoplasma erklaren. Der verhaltnismallig geringere Nachweis von MUC1 auf der
Zellmembran lasst vermuten, dass nach einer intrazellularen Prozessierung unreifer Mucin1-
Molekile vermehrt verandert glykosylierte Mucin1-Molekile an der Membran exprimiert
vorliegen und folglich in einer verminderten Zuganglichkeit des Antikérpers VU4H5 zum
Proteinriickrat resultieren. Im Gegensatz dazu erscheint das Epitop TA-MUC1 mit einem
deutlich hoéheren Anteil membrangebundener Expressionsmuster (cytoplasmatisch-
membrandser und membrands-cytoplasmatischer Expression) eine bessere Zuganglichkeit

fur den Antikdrper GGSK-1/30 in membranstandiger Lokalisation aufzuweisen.

Zusammenfassend konnte trotz einer identischen Einteilung der Expressionsmuster deutliche
Unterschiede in der subzellularen Verteilung von MUC1 und TA-MUC1 im Tumorgewebe
nachgewiesen werden. Der Vergleich untereinander, aber auch mit anderen
Vergleichsarbeiten zeigt, dass die jeweiligen Mucin1-Antikérper im Nachweis ihrer Mucin1-
Epitope unterschiedliche Praferenzen zur Lokalisation im Tumor aufweisen und mit einer
besseren oder schlechteren Zuganglichkeit einhergehen (108, 129, 144, 147). Welche
Funktion im Tumorprozess durch die jeweiligen Glykosylierungsmuster bzw. Expressionen der
Mucin1-Epitope in den einzelnen subzellularen Kompartimenten tbernommen wird, ist noch
nicht abschlielend erforscht. Erst die nachfolgenden Korrelationen mit weiteren

Tumormerkmalen lassen bestimmte Funktionen vermuten.
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5.4 Korrelation von MUC1 und biologischen Markern des Mammakarzinoms

Vergleich der Korrelation von MUC1 und TA-MUC1 mit Hormon- und HER2-Rezeptoren im
Tumor

In den in dieser Arbeit erhobenen Korrelationsanalysen konnte ein signifikanter
Zusammenhang sowohl zwischen der MUC1-Gesamtexpression als auch der subzellularen
MUC1-Expression und dem Hormonrezeptor sowie HER2-Status im Tumorgewebe
nachgewiesen werden. In Tumoren mit gleichzeitig vorliegender Hormon- und HER2-
Rezeptorpositivitat zeigte sich eine signifikant erhohte MUC1 Gesamtexpression (p = 0,031).
Tumoren mit Uberwiegend membrangebundener MUC1-Expression (mc) waren signifikant
haufiger HER2-Rezeptor positiv (p = 0,012; Phi 0,163). Im Vergleich war in Tumoren mit einer
TA-MUC1 in membrands-cytoplasmatischer-Lokalisation (mc) signifikant haufiger eine

positive HER2- und Hormonrezeptorexpression vorzufinden (p = 0,012) (1).

In einer Vergleichsstudie von Dian et al. wurden drei verschiedene Mucin1-Antikorper, die
beiden Peptidantikérper VU4H5 und DF3 sowie der Glykopeptidantikbrper PankoMab,
miteinander verglichen und hinsichtlich ihrer Korrelationen zwischen der Gesamtexpression
von Mucin1 und weiteren Tumoreigenschaften des Mammakarzinoms untersucht. Hierbei
konnte lediglich fir PankoMab ein signifikanter Zusammenhang zwischen der Mucin1-
Expression und dem Hormonrezeptorstatus nachgewiesen werden. Hormonrezeptor-negative
Tumoren wiesen hierbei eine verminderte Mucin1-Expression auf (137). Es konnten in dieser
und weiteren Immunhistochemischen Vergleichsstudien keine signifikanten Korrelationen
zwischen der HER2-Rezeptor- und der Mucin1-Expression im Mammakarzinom

nachgewiesen werden.

Ein Zusammenhang zwischen Mucin1 und der Hormonrezeptor-Expression im
Mammakarzinom wurde bereits durch Kufe et al. beschrieben (2). Von zwei vorherrschenden
Subtypen des Ostrogenrezeptors findet sich in Brusttumoren am Ostrogenrezeptor alpha eine
Bindungsstelle fir Mucin1. Die Molekilbindung fiihrt zu einer Stabilisierung des
Hormonrezeptors. Zudem zeigte sich eine so ausgel6dste Stimulation von Transkriptions-
prozessen (148). Ostrogenrezeptoren sind in der Lage, das Zellwachstum und die
Metastasierung von Tumoren zu beglnstigen, was fir die Prognosebestimmung von
entscheidender Bedeutung ist (149, 150). Merikhian et al. konnten bereits nachweisen, dass
eine Co-Expression von Mucin1 in hormonrezeptorpositiven Brusttumoren zu einer
vermehrten Chemoresistenz gegentiber der antihormonellen Therapie mit Tamoxifen fuhrt
(151).
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Etwa 20 -30 % aller Mammatumoren weisen einen positiven HER2-Rezeptorstatus auf. Eine
Uberexpression ist hierbei mit einer erhéhten Tumorinvasivitat sowie einem verringerten
krankheitsfreien Uberleben assoziiert (83, 152). Im Mammakarzinom fiihrt der im Rahmen der
Tumorprogression stattfindende Polaritatsverlust zu einer Umverteilung bzw. ubiquitaren
Verteilung von Mucin1 Gber die Zelle. Dies ermdglicht potenzielle neue Interaktionen zwischen
den basolateral gelegenen Membranproteinen, wie bspw. HER2 und Mucin1 (98, 153). Pang
et al. konnten im Tiermodel signifikante Wechselwirkungen zwischen HER2 und Mucin1 im
Tumor nachweisen (154). Klinische Studien weisen zudem darauf hin, dass HER2-positive
Tumoren bei einer gleichzeitigen Uberexpression von Mucin1 ein schlechteres

Therapieansprechen gegentber einer Antikdrpertherapie mit Trastuzumab zeigen (155).

In Ubereinstimmung mit der Literatur kénnen die in dieser Arbeit nachgewiesenen signifikanten
Zusammenhange die Hypothese einer gegenseitigen Interaktion und Stabilisierung von
membranstandigen MUC1 und dem Hormon- und HER2-Rezeptor im Tumor unterstitzen. Da
sowohl der Hormon- als auch der HER2-Rezeptorstatus im Tumorgewebe hinsichtlich der
Therapiemdglichkeiten des Mammakarzinoms eine zentrale Rolle spielen und wesentlich
prognosebestimmend sind, lasst sich auf Grundlage dieser Korrelationen auch fir MUC1 und

TA-MUC1 ein prognostischer Einfluss vermuten.

5.5 Korrelation der MUC1-Expression mit klinisch histopathologischen Daten

Vergleich der Korrelationen von MUC1 und TA-MUC1 - Eine cytoplasmatische Expression von

MUC1 im Tumorgewebe korreliert mit weniger aggressiven Tumoreigenschaften

In den Korrelationsanalysen konnten fiir die subzelluldre Verteilung von MUC1 signifikante
Zusammenhange zu histopathologischen Tumoreigenschaften des Mammakarzinoms
nachgewiesen werden. Tumoren mit einer ausschliellich cytoplasmatischen MUC1-
Expression wiesen weniger haufig einen positiven Lymphknotenbefall auf (p = 0,037) und
waren seltener gering differenzierten G3-Tumoren zuzuordnen (p = 0,018). Ebenso war eine
cytoplasmatische MUC1-Lokalisation signifikant haufiger mit einem kleinen Tumorstadium
assoziiert (p = 0,008). Demgegentber konnte in gut differenzierten Tumoren (G1) keine
Expression von MUC1 in membrands-cytoplasmatischer Lokalisation (mc) nachgewiesen
werden. Tumoren mit muzindser Tumorhistologie, die grundsatzlich mit einer langsameren
Wachstumsrate und besseren Prognose assoziiert sind (22, 156, 157), wiesen signifikant
seltener eine gemischte cytoplasmatisch-membrandése MUC1-Lokalisation (cm) auf (p =

0,039) und zeigten am haufigsten eine rein cytoplasmatische MUC1-Lokalisation.
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Fir das Tumorepitop TA-MUC1 zeigten Tumoren mit cytoplasmatischer Expression ebenfalls
signifikant seltener einen positiven Lymphknotenbefall. Wie fur MUC1 wiesen muzindse
Tumoren zudem seltener eine cytoplasmatisch-membranése-TA-MUC1-Lokalisation auf und

wurden am haufigsten rein cytoplasmatisch exprimiert (1).

Die Erkenntnisse anderer Arbeitsgruppen fielen bezlglich der Korrelationsanalysen zwischen
histopathologischen Tumoreigenschaften und der Mucin1-Expression im Mammakarzinom
sehr heterogen aus. Heublein et al. konnten anhand des Glykopeptidantikérpers PankoMab,
anders als in dieser Arbeit, eine signifikant vermehrte membrandse TA-MUC1-Expression in
kleinen Tumorstadien sowie in Tumoren ohne Lymphknotenbefall nachweisen. Das Fehlen
einer TA-MUC1-Expression hingegen korrelierte mit aggressiveren Tumoreigenschaften, wie
einem positiven LK-Befall und einer gréReren Tumorausdehnung (144). Auch Van der Vegt et
al. konnten fur Mucin1, nachgewiesen durch den Peptidantikdrper 214D4, in invasiv duktalen
Tumoren einen Zusammenhang zwischen einer apikalen Mucin1-Expression mit einer
kleineren TumorgréfRe und einem besseren Differenzierungsgrad nachweisen (107). Andere
Vergleichsarbeiten konnten keinen Zusammenhang zwischen subzellularer Lokalisation und

Tumoreigenschaften des Mammakarzinoms herstellen (106, 158).

Neben den immunhistochemischen Vergleichsarbeiten konnte am Tiermodell durch Hemmung
der Mucin1-Expression anhand von Mucin1-Knock-out-Mausen eine verzdgerte
Tumorentwicklung nachgewiesenen werden (159, 160). Ebenso konnte anhand der in vitro-
Studie von Yuan et al. durch vollstandige Suppression von Mucin1 eine verringerte

Migrationsrate von Tumorzellen beobachtet werden (161).

Der sich hieraus ableitenden Beteiligung von Mucin1 am Tumorprogress und Metastasierung
liegen unter anderem Interaktionen zwischen Mucin1 und Strukturproteinen sowie
Transkriptionsfaktoren auf zellularer Ebene zugrunde. Diese Interaktionen fuhren zu einer
Aktivierung von verschiedenen Signalkaskaden. Vor allem die Mucin1-C Untereinheit weist
mehrere Bindungsstellen auf (98, 104) und fuhrt zu einer gestdrten Initiation des R-Catenin/E-
Cadherin-Komplexes, was eine verminderte Ausbildung von Adherens junctions und die
Auflésung von Zellverbanden mit einer daraus resultierenden gestérten Zellfunktion zur Folge
hat (99, 106, 161, 162). Ebenso ist Mucin1 in der Lage den Wachstumsfaktor HER2 zu
aktivieren (154) und kann dartber hinaus eine Aggregation von PAR6 und PAR3, die fir die
Ausbildung von sog. Tight Junctions verantwortlich sind, verhindern (102, 163). Ein Verlust
von Tight Junctions flhrt wiederum zu einer Umverteilung von Rezeptoren und einem
gleichzeitigen Verlust der Zellpolaritat, was in weiterer Konsequenz die vereinfachte Loslésung

von Tumorzellen aus der Verankerung der Basalmembran bedingt und damit
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Metastasierungsprozesse fordert. Neben diesen antiadhdsiven Eigenschaften weist das
verandert glykosylierte Mucin1 auf seiner extrazellularen Doméne eine Bindungsstelle flur das
Zelladhasionsmolekll ICAM-1 auf, durch dessen Interaktion eine Adhasion und Migration
zirkulierender Tumorzellen am Endothel von Lymph- und Blutstrombahn in das Gewebe
ermdglicht wird (164). Es zeigt sich, dass Mucin1 sowohl an der Abkopplung und der

Loslésung aus dem Zellverbund als auch der Adhésion in tumorfernen Geweben beteiligt ist.

Die in dieser Arbeit nachgewiesene Korrelation einer Uberwiegend cytoplasmatischen
Expression von MUC1 und TA-MUC1 in lymphknotennegativen Tumoren spricht fir eine
fehlende Interaktion der an Metastasierungsprozessen beteiligten Strukturproteinen, wie -
Catenin. Dies konnte in einer mangelnden Funktionsfahigkeit des hier nachgewiesenen
cytoplasmatisch exprimierten Mucin1 begriindet sein. Vor dem Hintergrund, dass der hier
erfolgte Nachweis nur das auf der MUC1-N Untereinheit gelegene Epitop MUC1 identifiziert,
kdénnen keine Aussagen daruber getroffen werden, ob Mucin1 im Cytoplasma als dimeres
funktionsfahiges Glykoprotein vorliegt oder lediglich als monomeres Glykopeptid in Form von
Mucin1-N. Des Weiteren scheint eine fehlende Interaktion zwischen cytoplasmatisch
exprimiertem MUC1 und dem Oberflachenmolekdl I-CAM-1 aufgrund der raumlichen Distanz

eine nachvollziehbare Erklarung fir die beobachteten Effekte zu sein.

Mit dem Grading werden morphologische Abweichungen zum Ursprungsgewebe beschrieben.
Im Zuge der Tumorprogression gehen typische Zelleigenschaften verloren. Die Teilungsrate
nimmt zu und Oberflachenstrukturen kdnnen verloren gehen. In Bezug zu Mucin1 und dem
Gradingstadium zeigten die zum Vergleich dienenden Studien ebenso wie die vorliegende
Arbeit eine hohe Gesamtexpression in gut differenzierten Tumoren und eine Abnahme in
entdifferenzierten Tumoren (147, 165-167). Darlber hinaus wiesen einzelne Autoren die
subzelluldre Expression von Mucin1 in apikal bzw. membrangebundener Expression mit
einem besseren Differenzierungsstadium nach (147, 167). Dies steht im Kontrast zu der mit
VU4H5 nachgewiesenen cytoplasmatischen MUC1-Expression in besser differenzierten
Tumoren. Es lasst sich die Hypothese aufstellen, dass es mit zunehmender Entdifferenzierung
des Gewebes nicht zu einem ganzlichen Verlust des Oberflachenproteins Mucin1, jedoch zu
einer Umstrukturierung einzelner Epitope von Mucin1 kommt. Dies fihrt zu veranderten

Expressionsprofilen und somit Sublokalisationen von Mucin1 im Tumorgewebe.

Zusammenfassend kann Mucin1 als multifunktionales Glykoprotein eine zentrale Rolle in der
Tumorprogression und Metastasierung zugesprochen werden. Dies spiegelte sich auch in den
Ergebnissen fir die Mucin1-Tumorepitope MUC1 und TA-MUC1 im Brustkrebsgewebe wider.

Wie bereits dargestellt unterscheiden sich diese jedoch von den Korrelationen zwischen
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Mucin-1 und der Histopathologie in der Literatur, was sich auf das unterschiedliche Verhalten
verschiedener Mucin1-Epitope im Mammakarzinom zurtickflihren lasst. Fir MUC1 konnte in
dieser Arbeit gezeigt werden, dass eine rein cytoplasmatische MUC1-Expression mit einer
insgesamt weniger aggressiveren Tumorbiologie einhergeht, was sich durch die zuvor
beschriebenen biochemischen Eigenschaften sowie die fehlende Interaktion von

cytoplasmatischem MUC1 im Tumorgewebe erklaren lasst.

5.6 Einfluss von MUC1 und TA-MUC1 auf die Prognose von
Brustkrebspatientinnen

Nachdem zuvor bereits ein Bezug zwischen selektiven Tumoreigenschaften des
Mammakarzinoms und den Epitopen MUC1 und TA-MUC1 hergestellt wurde, liel3 sich zudem
ein signifikanter prognostischer Einfluss der beiden Mucin-1-Epitope auf das Uberleben von
Brustkrebspatientinnen nachweisen. Erneut wurde hierbei sowohl in Gesamtexpression als

auch in subzellularer Expression der Epitope im Tumorgewebe unterschieden.

In Bezug auf die Gesamtexpression von MUC1 zeigte sich in den Uberlebenszeitanalysen kein
signifikanter Einfluss auf das Gesamtlberleben (OVS), das metastasenfreie (MFS) oder das
krankheitsfreie Uberleben (DFS). In Hinblick auf die subzelluldre Lokalisation erwies sich
MUC1 als unabhangiger Prognostikator fir das DFS. Eine membranstandig-betonte (mc)
MUC1-Lokalisation war mit einem signifikant erhdhten Fernmetastasen- und Rezidiv-Risiko
behaftet (HR: 4,56, 95 %-KI 1,03-20,26, p = 0,046). Zudem wiesen Patientinnen mit einer
membrands-cytoplasmatischen Lokalisation (mc) einen signifikant schlechteren Verlauf in den
Uberlebenszeitkurven im DFS auf (p = 0,040). In Bezug auf das OVS war eine
cytoplasmatische-membrandse Expression im Vergleich zu den tGbrigen Expressionsmustern

mit annahender Signifikanz mit einem schlechteren Verlauf assoziiert (p = 0,058).

Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung lie3en sich in der Vergleichsarbeit fur TA-MUC1
ebenfalls signifikante Einflisse nachweisen. Beispielsweise war eine hohe membrands-
cytoplasmatische TA-MUC1-Expression, gegensatzlich zur MUC1-Expression, mit einem
signifikant besserem Gesamtuberleben assoziiert. Tumoren mit cytoplasmatischer TA-MUC1-

Expression hingegen zeigten ein signifikant erhdhtes Fernmetastasenrisiko (1).

Bei Betrachtung weiterer Vergleichsarbeiten zeigten sich hinsichtlich der prognostischen
Relevanz von Mucin1 im Mammakarzinom sehr unterschiedliche Ergebnisse. In
Ubereinstimmung mit den Ergebnissen zu TA-MUC1 (1), konnten mehrere Studien einen

signifikanten Zusammenhang einer hohen apikalen bzw. membrandsen Mucin1-Expression
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im Tumorgewebe mit einem besseren OVS und DFS nachweisen (129, 144, 168) und
cytoplasmatische Mucin1-Expressionen mit einem schlechteren Gesamtlberleben in
Zusammenhang bringen (108, 169).

Ellis et al. konnten in mehreren Arbeiten, mittels des Mucin1-Antikorpers NCRC11, einen
signifikanten Einfluss auf die Prognose von Brustkrebspatientinnen nachweisen. Dabei zeigte
sich in besser differenzierten Tumoren eine signifikant erhdhte Mucin1-Gesamtexpression.
Dies spiegelte sich auch in den Uberlebenszeitkurven wider, die bei hoher Gesamtexpression
von Mucin1 einen besseres Gesamtlberleben aufwiesen (165). In Einklang dazu konnte in
mehreren Studien eine schlechtere Gesamt-Uberlebensprognose bei vélliger Abwesenheit
einer Mucin1-Expression im Tumor nachgewiesen werden (107, 144). Gegensatzlich dazu
zeigte sich die Arbeit von McGuckin, in der ebenfalls die Gesamt-Mucin1-Expression im
Mammakarzinom in einem groRen, heterogenen Tumorkollektiv untersucht wurde. Eine hohe
Mucin1-Expression war assoziiert mit einem positiven Lymphknotenbefall sowie einem
positivem Hormonrezeptorstatus im Tumorgewebe. Eine hohe Mucin1-Gesamtexpression

ging in Ubereinstimmung hierzu mit einem schlechteren DFS und OVS einher (108).

Trotz der deutlich werdenden Diskrepanz zu anderen Mucin1-Studien zeigten sich die in dieser
Arbeit nachgewiesenen Korrelationsanalysen von MUC1 mit den histopathologischen
Tumoreigenschaften kongruent zur prognostischen Bedeutung von MUC1. Tumoren mit
membrands-cytoplasmatischer MUC1-Expression und Tumoren mit hoher MUC1-
Gesamtexpression wiesen eine positive Korrelation zur HER2-Expression auf, was mit einer
aggressiveren Tumorbiologie und héheren Rezidivrate assoziiert ist. Ebenso wiesen Tumoren
mit geringerer Zelldifferenzierung vermehrt eine membranstéandige MUC1-Expression auf. Die
nachgewiesene schlechtere Prognose in Bezug auf das Fernmetastasen- und Rezidivrisiko
(DFS) von Patientinnen mit Uberwiegend membranstandiger MUC1-Expression (mc) steht

hiermit im Einklang.

Fir die prognostische Bedeutung der TA-MUC1-Expression zeigten sich im Vergleich zu
MUCH1 trotz des gleichen Studiendesigns und Tumorkollektivs gegensatzliche Ergebnisse. Die
bereits zuvor aufgestellte Hypothese, dass TA-MUC1 im Vergleich zu MUC1 auch bei einem
héherem Glykosylierungsgrad von Mucin1 auf der Membran exprimiert vorliegt und damit eher
einem physiologischen Zustand der Zelle entspricht, steht im Einklang mit dem
nachgewiesenen signifikant besseren krankheitsfreien Uberleben fiir Patientinnen mit einer

hohen Uberwiegend membranstéandigen TA-MUC1-Expression (1).

Die Bedeutung der verschiedenen subzellularen Expressionsformen von Mucin1 im

Tumorgewebe sind noch nicht abschlielRend untersucht. Doch wird im allgemeinen Konsens
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eine membrangebundene Expression im Tumorgewebe der physiologischen apikalen Mucin1-
Expression im gesunden Gewebe gleichgesetzt und als eine weitestgehende
Aufrechterhaltung der Zellfunktion interpretiert, woraus eine bessere Prognose resultiert.
Umgekehrt spiegelt eine Uberwiegend cytoplasmatische Lokalisation einen Verlust der
Zellpolaritat wider und geht mit einem schlechteren klinischen Verlauf einher (102, 129, 147).
Im Vergleich der beiden Epitope MUC1 und TA-MUCH1 liel3en sich diese Zusammenhange
lediglich fur TA-MUCH1 feststellen, was schlussfolgern lasst, dass die beiden Epitope MUC1
und TA-MUCH1 hinsichtlich ihrer prognostischen Aussage wesentlich voneinander abweichen

und unterschiedlich geeignet sind.

Parham et al. stellte die Ubergeordnete These auf, dass fiur die zahlreichen Ergebnis-
abweichungen verschiedener Arbeiten, das jeweilige Zielantigen von Mucin1 verantwortlich ist.
Demnach existieren Epitope, die anfalliger fur die unterschiedlichen Bedingungen wahrend
der Tumorgenese sind und haufig bereits im frihen Stadium nicht mehr apikal exprimiert
vorliegen (167). Folglich kdnnen verschiedene Mucin1-Epitope als unterschiedliche
prognostische Indikatoren dienen.

Das hier untersuchte MUC1-Epitop, das vorwiegend bei zunehmender Hypoglykosylierung
zuganglicher wird, stellt in diesem Zusammenhang einen Indikator fiir ein fortgeschrittenes
Tumorstadium dar, was im Einklang mit den nachgewiesenen Korrelationen zwischen einer
apikalen/membrandsen Expression und einer schlechteren Prognose steht.

Far TA-MUC1 hingegen, das durch ein spezifisches Glykosylierungsmuster gepragt ist,
welches bereits in friiheren Tumorstadien exprimiert wird, spricht der hohe Anteil von
membrangebundenen TA-MUC1 fir einen Uberwiegenden Erhalt der Zellfunktion und war
folglich mit einer besseren Prognose assoziiert (1). Die nachgewiesenen Ergebnisse zur
prognostischen Bedeutung von MUC1 und TA-MUC1 in dieser Vergleichsarbeit stehen
demnach nicht im Widerspruch zueinander, sondern spiegeln lediglich die Eigenschaften der

einzelnen Epitope von Mucin1 wider.

Einschrankungen

Daruber hinaus sollten jedoch noch weitere Einflussfaktoren, die zu der Heterogenitat der
Vergleichsarbeiten zur Mucin1-Expression im Brustkrebs gefuhrt haben, in Betracht gezogen
werden. Hierbei fallen vor allem Unterschiede in der Auswahl der histologischen Subtypen auf.
Wahrend einige Autoren alle Tumorentitdten des Mammakarzinoms untersuchten (108, 129,
165), beschrankten sich andere lediglich auf histologische Subgruppen, wie bspw. das am
haufigsten reprasentierte NST (107), oder besonders kleinen Untergruppen, wie das triple-

negative Mammakarzinom. Dies kann folglich zu einer Verschiebung von Signifikanzen fihren.
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Im Gegensatz zu bereits etablierten prognostischen Einflussgroften des Mammakarzinoms,
wie die Bestimmung des Hormonrezeptorstatus, Grading und HER2-Status, werden aktuell
zur Beurteilung der immunhistochemisch nachgewiesenen Mucin1-Expression keine
einheitlich standardisierten Scoringsysteme verwendet. Wahrend in dieser und weiteren
Arbeiten eine Anlehnung an den Immunreaktivitatsscore (IRS) nach Remmele et al. erfolgte
(129, 137, 144), der die Farbeintensistat sowie den Anteil positiv gefarbter Tumorzellen
auswertete, bezogen andere Arbeiten lediglich den prozentual gefarbten Anteil an
Tumorzellen zur Auswertung ein und schlossen hieraus auf eine hohe/niedrige Intensitat (108,
165). Eine Besonderheit lag in der Festlegung eines Grenzwertes zur Beurteilung positiv
gewerteter Expressionen. In Anlehnung an bereits publizierte Daten zum IRS und Mucin1
(144), erfolgte in dieser Arbeit und der Arbeit von Herrn Dr. Fries (1) fir membrangebundene
(mc, cm, m) MUC1-Expressionen eine positive Wertung ab einem IRS > 2. Fir rein
cytoplasmatische MUC1-Expressionen, die im Allgemeinen eine schwachere Farbung
aufwiesen, wurde ein IRS > 0 als positiv gewertet. Demgegeniber wurde in weiteren
Studienarbeiten (108, 147, 170) jegliche Mucin1-Farbung als positiv gewertet, die folglich zu
einer quantitativen Verschiebung der Expressionen im Vergleich flihren. Darlber hinaus
finden sich in Bezug zur Gruppierung der subzellularen Mucin1-Expression deutliche
Kontraste. Eine Einteilung erfolgt auch hier bisher ausschlief3lich nach individuellen
Auswertungskriterien, die eine Vielzahl an Sublokalisationen hervorbrachte und eine

Vergleichbarkeit erschwert.
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6 Fazit und Ausblick

In der Gegenuberstellung der beiden Mucin1-Epitope MUC1 und TA-MUC1 konnten
wesentliche Unterschiede im subzellularen Expressionsmuster und der Gesamtexpression
sowie in den jeweiligen Korrelationen mit Tumoreigenschaften und der Prognose im
Mammakarzinom dargestellt werden. In Anbetracht der Tatsache, dass sich neben MUC1 und
TA-MUC1 bereits mehrere Mucin1-Epitope als unabhangige Prognostikatoren im
Mammakarzinom bewiesen haben, diese sich in ihrer prognostischen Bedeutung jedoch
unterscheiden, ware eine parallele Bestimmung verschiedener Mucin1-Epitope gegeniber
dem Einzelnachweis in Tumorproben sinnvoll. Denkbar wéare bspw. eine Unterteilung der
verschiedenen Mucin1-Epitope in high- und low-risk Epitope und eine Etablierung dieser
Klassifikation zur klinischen Beurteilung bzw. als Prognostikator. Eine Zusammenfassung der
aktuellen Ergebnislage immunhistochemischer Vergleichsarbeiten Uber die Bedeutung von
Mucin1 wird unter anderem durch uneinheitliche Beurteilungskriterien hinsichtlich der Mucin1-
Expression im Tumorgewebe eingeschrankt. Ein erster Schritt fir eine adaquate
Vergleichbarkeit, ware folglich die Etablierung standardisierter Auswertungskriterien unter
gleichzeitiger Beriicksichtigung der Gesamtexpression und der subzellularen Expression, wie
sie bereits fur weitere Tumormarker des Mammakarzinoms im Einsatz sind. Daruber hinaus
ware eine groRe Vergleichsarbeit mit den verschiedenen Mucin1-Epitopen, einschlief3lich
MUC1 und TA-MUCH1, hinsichtlich ihrer Bedeutung im Mammakarzinom von besonderem

Interesse.

Die Ergebnisse dieser Arbeit haben gezeigt, dass die Tumorspezifitdt von Mucin1 einzelnen
Tumorepitopen vorbehalten ist. So erwies sich lediglich das Glykopeptidepitop TA-MUC1 im
Vergleich mit dem Peptidepitop MUC1 als tumorspezifisch. Es stellt sich die Frage, ob diese
Tumorspezifitat generell auf Glykopeptidepitope Ubertragbar ist, die wie das TA-MUC1, aus
einer Core1-Struktur hervorgehen. Dies kdénnte richtungsgebend sein fur die Auswahl
geeigneter Mucin1-Epitope zur Entwicklung weiterer Mucin1-Antikorper. Vor dem Hintergrund,
dass die Tumorspezifitat der beiden Epitope nicht die zentrale Fragestellung dieser Arbeit war,
waren weitere Immunhistochemische-Farbungen mit MUC1 und TA-MUC1 an einem gréRReren
Kollektiv gesunder Brustgewebeproben und unter Einbeziehung weiterer Epithelien
anzustreben. Welche zuklnftige Rolle einzelne Mucin1-Epitope bei vorhandener
Tumorspezifitat in der Target- und Immuntherapie spielen kénnen, zeigen bereits erste

klinische Studien unter Verwendung des tumorspezifischen Antikorpers GGSK-1/30.

Im Rahmen einer zunehmenden Entwicklung von Resistenzen gegentber medikamentdsen

Krebstherapien des Mammakarzinoms konnten in ersten Studien ein Zusammenhang
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zwischen einer Uberexpression von Mucin1 und Chemo-Resistenzen in HER2- und/oder
Hormonrezeptor-positiven Mammatumoren nachgewiesen werden. Die selektive Hemmung
von Mucin1 im Tumorgewebe flhrte wiederum zur Wiedererlangung des vollen Wirkspektrums
der medikamentdsen Standardtherapien und konnte dariber hinaus praexistente
medikamentdse Resistenzen auftheben (155, 151). Fur beide Mucin1-Epitope, MUC1 und TA-
MUC1, konnten in dieser Arbeit signifikante Korrelationen zum HER2- und
Hormonrezeptorstatus im Mammakarzinom nachgewiesen werden, sodass eine selektive
Ansteuerung/ Hemmung von MUC1 und TA-MUC1 ahnliche Effekte hinsichtlich des
therapeutischen Einflusses zeigen konnten. Auf Grund der hier nachgewiesenen
ausschlief3lich fur TA-MUC1 vorliegenden Tumorspezifitat, und einem damit verbundenen
potenziell glinstigeren Nebenwirkungsprofil sollte sich TA-MUC1 hierbei gegeniber MUC1

uberlegen zeigen.
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7 Zusammenfassung

Das Mammakarzinom stellt die haufigste Tumorerkrankung der Frau dar. Die Identifizierung
einzelner Tumorantigene konnte die bisherige multimodale Therapiestrategie im Brustkrebs
(Operation, Bestrahlung und Chemotherapie) durch individualisierte Target-Therapien
erweitern und so die Prognose von Brustkrebspatientinnen deutlich verbessern. Ein
vielversprechendes Zielantigen flir die gezielte Brustkrebstherapie stellt das
Transmembranprotein Mucin1 dar. Es ist gepragt durch eine auf3erordentlich hohe Expression
im Mammakarzinom in bis zu 90% und weist zudem tumorspezifische Veranderungen im
Glykosylierungsmuster auf. Interessant ist dabei die Tatsache, dass Mucin1 kein einzelnes

Epitop darstellt, sondern eine Vielzahl verschiedener Epitope aufweist.

Anhand eines Brustkrebskollektivs von 234 Patientinnen erfolgte in dieser Arbeit die
Gegenuberstellung der Expression der beiden Mucin1-Epitope MUC1 und TA-MUC1. Die
Expression wurde durch ein immunhistochemisches Farbeverfahren mittels der beiden
Antikorper VU4H5 und GGSK-1/30 bestimmt. MUC1 und TA-MUC1 unterscheiden sich in
ihrem molekularen Aufbau und ihrer Lokalisation auf dem Mucin1-Molekil. MUC1 ist ein
Peptidantigen, das durch eine definierte Peptidsequenz auf der VNTR-Region der Mucin1-N-
Untereinheit reprasentiert wird, wahrend TA-MUC1 ein Glykopeptid-Epitop darstellt, welches
durch eine spezifische Glykosylierung an einer weiteren Peptidsequenz ebenfalls auf der

VNTR-Region gebunden vorliegt.

Eine zentrale Frage dieser Arbeit war, ob diese Unterschiede der beiden Mucin1-Epitope einen
wesentlichen Einfluss auf die Nachweismdglichkeit im Brustkrebsgewebe sowie auf die
prognostische Bedeutung und somit auf den potenziellen Nutzen der beiden Antikérper VU4H5
und GGSK-1/30 fir die Tumortherapie hat. Dabei wurde neben der Gesamtexpression die
subzellulare Expression von MUC1 untersucht und mit den Ergebnissen zu TA-MUC1 (1)

gegenubergestellt.

Fir beide Mucin1-Antigene zeigte sich eine hohe Sensitivitdt hinsichtlich ihrer
immunhistochemischen  Nachweismoglichkeit durch ihre jeweiligen AntikOrper im
Tumorgewebe. Die Expression von TA-MUC1 lag hierbei, mit einem Nachweis in 92% aller
untersuchten Tumorproben, nicht nur tGber der Expression von MUC1, sondern Ubertraf auch
die durchschnittliche Mucin1-Expression anderer Vergleichsarbeiten im Mammakarzinom.
Daruber hinaus erwies sich MUC1 in dieser Arbeit als nicht-tumorspezifisch und zeigte eine
Expression im gesunden Brustdrisengewebe. TA-MUC1 hingegen wurde ausschlielich im
Brustkrebsgewebe nachgewiesen und bewies sich damit im Gegensatz zu MUC1 als
tumorspezifischer Marker des Mammakarzinoms (1).
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Zusammenfassung

Im Vergleich der subzelluldaren Verteilung lieR sich ein unterschiedliches Expressionsmuster
der beiden Mucin1-Epitope im Tumorgewebe nachweisen. Dabei konnten sowohl fir MUC1
als auch fur TA-MUC1 damit einhergehende unabhangige Korrelationen mit
Tumoreigenschaften und der Prognose von Brustkrebspatientinnen aufgezeigt werden. MUC1
und TA-MUC1 wurden in Tumoren mit weniger aggressiven Eigenschaften, wie einer kleinen
Tumorgrofle und einem negativen Lymphknotenstatus, haufiger rein cytoplasmatisch
exprimiert. Membrangebunden korrelierte MUC1 mit dem an der Tumorprogression beteiligten
HER2-Rezeptor. Darlber hinaus unterschieden sich die Ergebnisse zur prognostischen
Bedeutung von MUC1 und TA-MUC1 wesentlich voneinander. Ein Uberwiegend
membranstandiges Expressionsmuster von MUC1 war signifikant mit einem hdéheren
Metastasierungs- und Rezidivrisiko assoziiert, wohingegen TA-MUC1 in Uberwiegend
membranstandiger Lokalisation mit einem signifikant besseren Uberleben gekennzeichnet
war. Umgekehrt zeigte sich fir Patientinnen mit einer hohen cytoplasmatischen TA-MUC1-
Expression eine signifikant schlechtere Prognose. Bereits vorherige Arbeiten konnten eine
Diskrepanz zwischen den jeweiligen Mucin1-Expressionen und ihrer prognostischen
Bedeutung mit Mammakarzinom aufzeigen. Das legt die Vermutung nahe, dass fur die
Betrachtung der subzellularen Lokalisation von Mucin1 das jeweils hachgewiesenen Epitop

von Mucin1 im Mammakarzinom eine Ubergeordnete Rolle spielt.

Anhand des in dieser Arbeit erfolgten Vergleichs der beiden Mucin1-Epitope wurde die
Hypothese aufgestellt, dass einzelne Mucin1-Epitope anfalliger fir die unterschiedlichen
Bedingungen wahrend der Tumorgenese sind und haufig bereits im friihen Stadium nicht mehr
apikal exprimiert vorliegen. Das hier untersuchte MUC1-Epitop stellte in diesem
Zusammenhang einen Indikator fir ein fortgeschrittenes Tumorstadium dar, was im Einklang
mit den nachgewiesenen Korrelationen zwischen einer apikalen Expression und einer
schlechteren Prognose steht. Demgegeniber konnte TA-MUC1 in Uberwiegend
membrangebundener Form als Marker fiir ein frihes Tumorstadium assoziiert werden.
Insgesamt unterstreichen die Ergebnisse die Relevanz einer differenzierten Betrachtung der
einzelnen Epitope des Mucin1-Molekils sowie die Notwendigkeit einer gemeinsamen
Beurteilung der Gesamtexpression und subzelluldren Lokalisation im Tumorgewebe. Wie in
dieser Arbeit gezeigt werden konnte, stehen die individuellen Expressionsmuster
verschiedener Mucin1-Epitope in unterschiedlichen Korrelationen zu Tumorcharakteristika
und zur Prognose des Mammakarzinoms.

Um das Gesamt-Mucin1 als reprasentativen Marker fur Tumoreigenschaften und Prognose
des Mammakarzinoms nutzen zu kénnen, erscheint die Auswahl mehrerer Mucin1-Antigene,

wie die hier untersuchten Epitope MUC1 und TA-MUC1, als sinnvoll.
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