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1. Einleitung

Das Vorhaben zielte auf die vertiefte Charakterisierung seltener Subtypen von triple-negativen
Mammakarzinomen (TNBC) ab, insbesondere solche mit potenziell geringerem malignem Potenzial
und besonderen molekularen Eigenschaften. Diese Tumoren stellen aufgrund ihrer geringen Haufigkeit
und heterogenen Biologie eine diagnostische und therapeutische Herausforderung dar.

Im urspriinglichen Antrag war ein zweigleisiger Ansatz vorgesehen: Zum einen die Auswertung klinisch-
pathologischer Routinedaten und assoziierter Bioproben Uber die multizentrische Clinical
Communication Platform (CCP), zum anderen die Analyse 6ffentlich verfligbarer Genexpressionsdaten
(Gene Expression Omnibus, GEO) zur Identifikation spezifischer molekularer Signaturen. Die
Kombination beider Datenquellen sollte eine umfassende Charakterisierung erméglichen, die sowohl
klinische Parameter als auch molekulare Marker integriert.

Die Relevanz dieses Ansatzes liegt in der Moglichkeit, diagnostisch verwertbare Marker zu
identifizieren, die eine prazisere Subtypisierung von TNBC erlauben und potenziell zur
Individualisierung therapeutischer Strategien beitragen.

2. Beschreibung der durchgefiihrten Arbeiten im Projektverlauf

Der urspriingliche Projektplan sah vor, seltene, potenziell niedrig-malinge Subtypen des triple-
negativen Mammakarzinoms (TNBC) durch eine kombinierte Analyse klinisch-pathologischer
Routinedaten aus der Clinical Communication Platform (CCP) und molekularer Expressionsprofile zu
charakterisieren. Aufgrund technischer und organisatorischer Schwierigkeiten erwies sich die Nutzung
der CCP jedoch als nicht praktikabel, sodass die geplante Datenbasis nicht erschlossen werden konnte.
Infolgedessen wurde der methodische Schwerpunkt auf 6ffentlich verfligbare Genexpressionsdaten,
insbesondere aus dem Gene Expression Omnibus (z. B. GSE137356), sowie auf eine retrospektive, lokal
verfligbare TNBC-Kohorte verlagert.

Im Verlauf der explorativen Analysen erfolgte zudem eine thematische Fokussierung: Statt eines
breiten Spektrums seltener TNBC-Subtypen stand schliefllich das morphologisch apokrine
Mammakarzinom im Zentrum, das molekular typischerweise zum Luminal-Androgenrezeptor-(LAR)-
Subtyp gehort. Ziel war nun eine detaillierte Charakterisierung dieses Subtyps unter Einbeziehung
transkriptomischer und immunhistochemischer Daten.

Als Datenquellen dienten einerseits molekular annotierte GEO-Datensatze, andererseits eine lokale
Kohorte archivierter TNBC-Proben, die mit klinischen Basisdaten (Alter, TumorgroRe, Grading,
Nodalstatus, Therapieinformationen) sowie Follow-up-Daten zu progressionsfreiem und
Gesamtiliberleben versehen waren. Das analytische Vorgehen umfasste die Entwicklung einer in-silico-
Signaturanalyse zur Identifikation von Genen, die den LAR-Subtyp kennzeichnen. Darauf aufbauend
wurden vielversprechende Kandidatenmarker fiir eine immunhistochemische Validierung in der
lokalen Kohorte ausgewahlt. Die IHC-Farbungen wurden unter standardisierten Bedingungen etabliert,
semiquantitativ ausgewertet und die Falle anschlieBend Expressionsgruppen zugeordnet. Zusatzlich
erfolgte eine systematische Erfassung histologischer und immunhistochemischer Merkmale (u. a.
CK18, SOX10, RB1, Proliferationsmarker) sowie deren Einordnung in molekulare Subtypen.
Korrelationen zwischen Markerexpression, histologischen Parametern und klinischen Variablen
wurden mithilfe geeigneter statistischer Verfahren analysiert.

Gegenliber der urspriinglichen Planung ergaben sich mehrere Veranderungen: Die vollstandige
Umstellung von einer CCP-basierten auf eine GEO- und Kohorten-basierte Analyse, die Fokussierung
auf den LAR-Subtyp anstelle eines heterogenen Spektrums seltener TNBC-Formen, die Erganzung der
Markeranalysen um zusatzliche relevante Gene und Proteine wie RB1, CK18 und AURKA sowie die
Ubertragung der entwickelten bioinformatischen Pipeline auf ein weiteres Tumormodell
(Medulloblastom), wodurch der methodische Ansatz Uber den eigentlichen Projektfokus hinaus
ausgebaut wurde.

Dariber hinaus besteht ein laufender wissenschaftlicher Austausch mit der Emmy-Noether-
Forschungsgruppe Molekulare Neuroonkologische Pathologie (UKE Hamburg, Prof. Julia Neumann) zur



Einbindung proteomischer Daten, wodurch die Ergebnisse perspektivisch um weitere Ebenen erganzt
werden kdnnen.

3. Darstellung der wissenschaftlichen Ergebnisse

Einleitung

Triple-negative Mammakarzinome (TNBC) stellen eine heterogene Gruppe von Tumoren dar, die durch
das Fehlen von Ostrogenrezeptor-, Progesteronrezeptor- und HER2-Expression definiert sind und im
Vergleich zu anderen Mammakarzinomen haufig mit einer unglinstigen Prognose einhergehen.
Innerhalb dieser Gruppe lasst sich der Luminal-Androgenrezeptor (LAR)-Subtyp abgrenzen, der durch
luminale Differenzierungsmerkmale, Androgenrezeptor-(AR)-Expression sowie ein charakteristisches
Transkriptomprofil gekennzeichnet ist. Morphologisch zeigt der LAR-Subtyp gehauft eine apokrine
Differenzierung.

Klinisch sind LAR-TNBCs durch ein eingeschranktes Ansprechen auf Chemotherapie charakterisiert,
was ihre friihzeitige und zuverlassige Identifikation besonders relevant macht. Eine prazise
Subtypisierung konnte dabei helfen, Patientinnen mit potenziell geringerem Nutzen einer intensiven
Chemotherapie zu identifizieren und neue Therapieoptionen zu erschlief3en.

Bisher etablierte Marker wie AR, FOXA1 und GCDFP-15 sind zwar charakteristisch fiir den LAR-Subtyp,
zeigen jedoch Limitationen hinsichtlich Sensitivitat und Spezifitat. Ziel dieses Projekts war daher die
Identifikation eines neuen, robusten und diagnostisch wie therapeutisch relevanten Markers fiir den
LAR-Subtyp. Hierzu wurde eine bioinformatische Signaturanalyse offentlich verfligbarer
Genexpressionsdaten durchgefiihrt und die Ergebnisse anschliefend immunhistochemisch in einer
eigenen, klinisch gut annotierten TNBC-Kohorte validiert.

Methodik zur Markeridentifikation

A) Datensitze und Signaturableitung

Zur Identifikation potenzieller Marker des Luminal-Androgenrezeptor (LAR)-Subtyps wurden zwei
offentlich verfiigbare Mikroarray-Datensitze aus dem Gene Expression Omnibus (GEO) analysiert:
GSE1561 und GSE68892. Beide basieren auf der Affymetrix Human Genome U133A Array-Plattform
(GPL96) und enthalten Mammakarzinome, darunter Tumoren des LAR-Subtyps.

GSE1561: 6 LAR-Fille unter insgesamt 49 Mammakarzinomen (triple-negativ und Hormonrezeptor-
positiv). Vergleich der LAR- mit den nicht-LAR-Tumoren.

GSE68892: 10 LAR-Falle unter 99 Mammakarzinomen (41 triple-negativ, 58 ER- und/oder PR-positiv).
Vergleich der LAR- mit den nicht-LAR-TNBC.

Die differentielle Expressionsanalyse (DEG) erfolgte mit dem limma-Paket in R. Als signifikant galten
Gene mit einem adjustierten p-Wert < 0,01 und einem absoluten log,-Fold-Change > 0,5. Nur Gene,
die in beiden Datensatzen signifikant und gleichgerichtet reguliert waren, wurden fir die weitere
Analyse berlicksichtigt. Die Schnittmenge ergab eine 46-Gen-LAR-Signatur mit positiv und negativ
assoziierten Genen, die als Grundlage fiir die Klassifikation von LAR-dhnlichen Tumoren diente.

B) Anwendung auf GSE137356

Die 46-Gen-LAR-Signatur wurde auf den unabhéngigen TNBC-Datensatz GSE137356 angewendet (381
Tumorproben, Almac Diagnostics Custom Xcel Array-Plattform, ADXECv1a520743). Aufgrund der
unterschiedlichen Plattformen wurden Gen-IDs manuell zugeordnet; 45 von 46 Signaturgenen konnten
Ubertragen werden.

Flr jedes Gen wurde die optimale Probe (Spot ID) empirisch anhand der klarsten Trennung zwischen
den Proben ausgewahlt. Der LAR-Signatur-Score wurde definiert als Summe der normalisierten
Expressionswerte der positiv assoziierten Gene minus Summe der negativ assoziierten Gene.

Ein empirisch bestimmter Cut-off von 190 teilte die Kohorte in LAR-Score-high- und LAR-Score-low-
Gruppen. Zwischen beiden Gruppen wurde erneut eine differentielle Expressionsanalyse
durchgefiihrt, um transkriptionelle Unterschiede des LAR-Phanotyps zu charakterisieren.



C) Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)

Zur funktionellen Charakterisierung von MUCL1 wurden die Tumoren in MUCL1-high- und MUCL1-
low-Gruppen stratifiziert (Cut-off 7,5, empirisch bestimmt). Die GSEA erfolgte mit dem fgsea-Paket in
R unter Verwendung der Hallmark-Gensets aus der Molecular Signatures Database (MSigDB).

Patientenkohorte und Tissue Microarray (TMA)

Fiir die immunhistochemische Validierung stand eine Kohorte von 106 Patientinnen mit triple-
negativem Mammakarzinom zur Verfligung. Enthalten waren verschiedene histologische Subtypen
(u. a. apokrin, lobuladr, medulldr, metaplastisch, NST). Alle Falle wurden Formalin-fixiert und
paraffineingebettet (FFPE) archiviert und histologisch nach WHO-Klassifikation klassifiziert.

Aus diesen Proben wurde ein Tissue Microarray (TMA) mit 2 mm-Kernen in triplikater Anordnung
erstellt. Die Tumorareale wurden zuvor durch einen Pathologen markiert. Die TMA diente als
Grundlage fiir die immunhistochemischen Analysen.

Immunhistochemie

Untersucht wurden u. a. MUCL1, AR, FOXA1, GCDFP-15, SOX10, CK18, RB1, Ki-67 und AURKA. Die
Farbungen wurden nach standardisierten Verfahren durchgefiihrt und semiquantitativ bewertet
(Kombination von Farbungsintensitat und Anteil positiver Tumorzellen). Fiir MUCL1 wurde ein
Produkt-Score verwendet, der eine Einteilung in negativ, niedrig und hoch ermdéglichte.

Ergebnisse

Transkriptionsprofil

Die differentielle Genexpressionsanalyse zwischen LAR-Score-high- und LAR-Score-low-Tumoren
zeigte eine deutliche Trennung der Transkriptome. Unter den am starksten hochregulierten Genen in
der LAR-Score-high-Gruppe befanden sich MUCL1, PIP, ABCC11, SPINK8, CYP4Z2P sowie

mehrere FOXA1-Probes. Auch der AR war signifikant hoher exprimiert, was die zentrale Rolle des
luminal-apokrinen Programms unterstreicht (Abbildung 1).
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Abbildung 1: Volcano-Plot der differentiellen Expressionsanalyse (LAR-Score-high vs. LAR-Score-low,
GSE137356).

MUCL1-Expression und histologische Subtypen

Immunhistochemisch zeigte MUCL1 eine Gberwiegend zytoplasmatische Farbung mit variabler
Intensitat (Score 0—3). Apokrine und lobulédre Karzinome wiesen signifikant hohere MUCL1-Scores
auf, wahrend medullare und metaplastische Karzinome negativ waren.

Assoziation mit apokrinen Markern

MUCL1-positive Tumoren zeigten konsistent hohere AR-, FOXA1- und GCDFP-15-Werte. AR- und
FOXA1-H-Scores korrelierten signifikant miteinander, MUCL1-positive Falle lagen Gberwiegend im
oberen Expressionsbereich (Abbildung 2).
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Abbildung 2: Assoziation der MUCL1-Expression mit apokrinen Markern. (A) AR-H-Scores nach
MUCL1-Status. (B) FOXA1-H-Scores nach MUCL1-Status. (C) GCDFP-15-Scores nach MUCL1-Status.
Hohere MUCL1-Expression war jeweils mit signifikant hoheren Werten assoziiert.

Weitere Markerprofile

MUCL1-positive Tumoren wiesen seltener SOX10-Expression auf, zeigten jedoch hohere CK18-
Intensitat und haufiger erhaltene RB1-Expression, was dem luminalen Phanotyp entspricht. Von
weiteren untersuchten Kandidatenmarkern (CLCA2, SPINKS8, CYP4F8, ABCC11) zeigten insbesondere
CLCA2 und SPINK8 moderate Korrelationen mit apokrinen Markern, jedoch schwacher und weniger
spezifisch als MUCL1.

Klinikopathologische Merkmale

MUCL1-positive Tumoren traten haufiger bei dlteren Patientinnen auf und waren mit grofReren
Tumoren (T2-T4), niedrigerem histologischem Grad sowie geringerer Proliferationsaktivitat (Ki-67,
AURKA) assoziiert. Zwischen MUCL1-/AR+ und MUCL1-/AR— Tumoren ergaben sich hingegen keine
wesentlichen Unterschiede.

Prognoseanalysen

MUCL1-Positivitdt war weder fiir das Gesamtiiberleben noch fiir das rezidivfreie Uberleben
signifikant prognostisch. In multivariaten Analysen blieben das T-Stadium und eine hohe
Proliferationsrate die wesentlichen unabhangigen Risikofaktoren.

Gene Set Enrichment Analysis (GSEA)
Die funktionelle Analyse (GSE137356) ergab in MUCL1-high-Tumoren eine signifikante Anreicherung



von androgen- und estrogenresponsiven Signalwegen sowie Stoffwechselprogrammen (Fettsdure-
und Xenobiotikametabolismus, Adipogenese). Zusatzlich waren mTORC1-Signalisierung, oxidative
Phosphorylierung, epithelial-mesenchymale Transition (EMT) und KRAS-Signalisierung angereichert,
was ein charakteristisches molekulares Profil des LAR-Phanotyps widerspiegelt.

Zusammenfassung und Ausblick

Im Projekt konnte MUCL1 als neuartiger Marker des Luminal-Androgenrezeptor (LAR)-Subtyps im
TNBC identifiziert und validiert werden. Die Kombination aus in-silico-Signaturanalyse und
immunhistochemischer Validierung zeigt eine enge Assoziation von MUCL1 mit klassischen LAR-
Merkmalen (AR, FOXA1, GCDFP-15), einem luminalen Differenzierungsprofil (CK18, SOX104,, RB1
erhalten) sowie reduzierter Proliferation. MUCL1-positiv markierte Tumoren wiesen gehauft
apokrine oder lobulare Morphologie, niedrigeres Grading und ein charakteristisches
transkriptionelles Programm mit androgen-/estrogenresponsiven und metabolischen Signalwegen
auf.

Im Gegensatz zu AR allein erlaubt MUCL1 eine spezifischere Abgrenzung des LAR-Phanotyps, da
MUCL1-/AR+ Tumoren den MUCL1-/AR- Fallen dhnlicher waren als den MUCL1-positiven. Damit
kénnte MUCL1 die diagnostische Identifikation von LAR-TNBC verbessern.

In prognostischen Analysen zeigte MUCL1 keine signifikante Assoziation mit Uberleben, was die
heterogene klinische Relevanz des Subtyps widerspiegelt. Gleichwohl deuten die Ergebnisse auf eine
mogliche Rolle von MUCL1 im Kontext von eingeschrankter Chemotherapie-Sensitivitat hin, wie sie
flr LAR-TNBC beschrieben ist.

Aufgrund seines restriktiven Expressionsmusters und der eindeutigen Subtypassoziation hat MUCL1
Potenzial sowohl als diagnostischer Marker zur klinischen Subtypisierung als auch als therapeutisches
Ziel. Prospektive Studien sollten priifen, ob MUCL1 pradiktiven Wert fiir das Chemotherapie-
Ansprechen besitzt und ob eine therapeutische Adressierung in LAR-TNBCs moglich ist.

Uberleitung

Wahrend MUCL1 im Mammakarzinom als Marker des LAR-Subtyps identifiziert wurde, zielte das
zweite Projekt auf die Charakterisierung von TNIK im Medulloblastom ab. Auch hier wurde ein in-
silico-Ansatz mit nachfolgender immunhistochemischer Validierung gewahlt, um die Subtyp-
spezifische Expression und prognostische Bedeutung dieses Signalproteins zu untersuchen.

TNIK-Expression in Medulloblastomen — molekulare Heterogenitit und prognostische Relevanz
Medulloblastome (MB) sind die hdufigsten malignen Hirntumoren im Kindesalter und zeichnen sich
durch aggressives Wachstum und haufige Liquorraumbesiedelung aus. Molekular werden vier
Subgruppen unterschieden: WNT-aktivierte, SHH-aktivierte, Group 3- und Group 4-Tumoren.
Wahrend WNT- und SHH-MBs meist mit glinstigerer Prognose assoziiert sind, zeigen Group 3- und
Group 4-Tumoren schlechtere Uberlebenschancen. Die Traf2- und Nck-interagierende Kinase (TNIK)
ist eine Serin/Threonin-Kinase und Schliisselfaktor der Wnt/B-Catenin-Signaltransduktion, die in
mehreren Karzinomen mit Tumorprogression, Stammzellerhalt und Therapieresistenz in Verbindung
gebracht wird. Die Rolle von TNIK in der Biologie und Prognose von MB war bisher weitgehend
unklar. Ziel der Arbeit war es, die Expression von TNIK in MB-Subgruppen zu charakterisieren, ihre
prognostische Relevanz zu priifen und mogliche funktionelle Unterschiede zwischen den Subgruppen
zu identifizieren.

Analyse von Genexpressionsdaten

Zur Charakterisierung von TNIK wurde der Genexpressionsdatensatz GSE85217 mit 763 primaren
Medulloblastomen ausgewertet. Dieser umfasst alle molekularen Subgruppen (WNT, SHH, Group 3,
Group 4). Ergénzend erfolgte eine Validierung in zwei unabhangigen Kohorten (GSE21140,
GSE37418). TNIK war in Group-3- und Group-4-Tumoren signifikant hoher exprimiert als in WNT- und
SHH-Tumoren, mit den hochsten Werten in Group 4. Auch acht untersuchte Medulloblastom-
Zelllinien zeigten heterogene TNIK-Expressionsmuster zwischen den Subgruppen.



Uberlebensanalysen

Mithilfe eines X-tile-basierten Cut-offs wurden Patienten in TNIK-high- und TNIK-low-Gruppen
stratifiziert. In Group 4 war hohe TNIK-Expression mit signifikant kiirzerem Gesamtiiberleben
assoziiert; in Group 3 zeigte sich ein dhnlicher, jedoch nicht signifikanter Trend. Umgekehrt
korrelierte hohe TNIK-Expression in SHH-Tumoren mit besserem Uberleben, wahrend TNIK-low-Félle
eine unguinstigere Prognose hatten (Abbildung 3).
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Abbildung 3: TNIK-Expression in Medulloblastom-Subgruppen und prognostische Relevanz. (A—C)
TNIK-mRNA-Expression in GSE85217, GSE21140 und GSE37418, jeweils stratifiziert nach molekularen
Subgruppen. (D) TNIK-Expression in Medulloblastom-Zelllinien. (E-G) Kaplan-Meier-Analysen des
Gesamtiiberlebens nach TNIK-Expression in Group 4, Group 3 und SHH.

Klinisch-pathologische und zytogenetische Assoziationen

In Group 4 waren TNIK-low-Patienten im Mittel jlinger als TNIK-high-Falle; in Group 3 traten
Metastasen haufiger bei TNIK-low-Tumoren auf. In SHH-Tumoren zeigten TNIK-high-Falle haufiger
desmoplastische, TNIK-low-Falle haufiger groRzellig-anaplastische Morphologien.

Ein direkter Zusammenhang von TNIK-Expression mit 3g-Gewinnen bestand nicht.
Subgruppenabhangig ergaben sich jedoch weitere Assoziationen: In Group 3 trat 1g-Gewinn haufiger
in TNIK-high-Fallen auf; in SHH-Tumoren waren 7p-Gewinne haufiger in TNIK-high-, multiple
Deletionen (z. B. 3p, 8q, 99, 11p/q, 17p/q) haufiger in TNIK-low-Fallen.

Proteinexpression

In einer Tissue-Microarray-Kohorte (n = 53) zeigte die immunhistochemische TNIK-Farbung eine
heterogene Verteilung (0-3+), mit hohen Expressionsgraden haufiger in Group 3/4 als in SHH.
Kaplan-Meier-Analysen zeigten einen Trend zu einem ldngeren Uberleben und geringerer
Proliferation bei hoherer TNIK-Expression.



Funktionelle Analysen
Differenzielle Expressionsanalysen und GSEA verdeutlichten subgruppenspezifische Unterschiede
(Abbildung 4):

e SHH-Tumoren: TNIK-high-Falle zeigten reduzierte MKI67-Expression sowie Anreicherung von
Whnt/B-Catenin-Signalen und EMT. TNIK-low-Félle waren durch proliferationsassoziierte
Programme (E2F, G2M, MYC) gekennzeichnet.

e Group 3: TNIK-high-Tumoren waren angereichert fiir Hedgehog-Signalwege und zeigten eine
Downregulation von Zellzyklus- und EMT-Genen.

e Group 4: Nur wenige differentiell exprimierte Gene, jedoch ebenfalls Downregulation von
EMT-assoziierten Genen bei TNIK-high-Fallen.
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Abbildung 4: Funktionelle und transkriptomische Analysen der TNIK-Expression in

Medulloblastomen.

(A) Volcano-Plot der differentiellen Genexpression zwischen TNIK-high- und TNIK-low-Féllen in der
SHH-Subgruppe (GSE85217). Hochregulierte Gene (blau) und herunterregulierte Gene (rot) sind

markiert.

(B) Top 10 differentiell exprimierte Gene in SHH-Tumoren (TNIK-high vs. TNIK-low), dargestellt als
Balkendiagramm (log,-Fold-Change).

(C) Hallmark-GSEA der SHH-Subgruppe
(D) Dotplots zum Vergleich der MKI67-Expression zwischen TNIK-high- und TNIK-low-Tumoren in den
Subgruppen Group 3, Group 4 und SHH.
(E) Dotplots zum Vergleich der Ki-67-Expression zwischen TNIK-high- und TNIK-low-Tumoren in der

TMA-Kohorte.



(F) Enrichment-Plots fir den Wnt/B-Catenin-Signalweg in Group 3, Group 4 und SHH, jeweils nach
TNIK-Expression stratifiziert, mit Angabe von NES und FDR-Werten.

Zusammenfassung
TNIK ist in Medulloblastomen subgruppenspezifisch exprimiert und besitzt divergente prognostische
Bedeutung:

e In SHH korreliert hohe TNIK-Expression mit giinstigerer Biologie (niedrigere Proliferation,
Whnt-Aktivierung).

e In Group 3/4 ist hohe TNIK-Expression mit aggressiverem Verlauf assoziiert, ohne dass Wnt-
Signale aktiviert sind — mogliche alternative Mechanismen umfassen Stammzellerhalt,
Migration oder Resistenz.

Damit hat TNIK Potenzial sowohl als Risikomarker fiir die Subgruppen-stratifizierte
Prognoseeinschatzung als auch als therapeutisches Ziel — in SHH als Marker glinstigerer Biologie, in
Group 3/4 als Ansatzpunkt fur Kinaseinhibition.

Ubergreifende Betrachtung

Beide Projekte zeigen exemplarisch, wie sich 6ffentlich zugangliche Transkriptomdaten nutzen
lassen, um neue molekulare Marker zu identifizieren und deren biologische wie klinische Relevanz
systematisch zu prifen. Sowohl bei MUCL1 im TNBC als auch bei TNIK im Medulloblastom erfolgte
zunachst eine in-silico-Analyse grofer GEO-Datensatze, um differentiell exprimierte Gene zwischen
definierten Tumoruntergruppen zu identifizieren. Die Auswahl geeigneter Referenzkohorten, die
Vereinheitlichung der Plattformen und der Einsatz robuster statistischer Verfahren bildeten dabei die
Grundlage fir reproduzierbare Ergebnisse.

In beiden Projekten wurde die bioinformatische Entdeckung durch immunhistochemische Analysen
validiert — bei MUCL1 in einer klinisch gut annotierten Mammakarzinomkohorte, bei TNIK in einem
Medulloblastom-Tissue-Microarray. Ergdnzend erlaubten funktionelle Analysen (GSEA) eine
Einordnung der Marker in bekannte biologische Signalnetzwerke.

Die Ergebnisse verdeutlichen, dass dieser kombinierte Ansatz — aus Datamining, Validierung und
funktioneller Charakterisierung — nicht nur die Identifikation neuer diagnostischer Marker
ermoglicht, sondern auch deren Subtyp-spezifische Bedeutung herausarbeitet. Wahrend MUCL1 als
hochspezifischer Marker den LAR-Subtyp im TNBC praziser erfasst als etablierte Marker, zeigt TNIK
im Medulloblastom eine divergente prognostische Rolle in Abhangigkeit vom molekularen Subtyp.
Beide Arbeiten unterstreichen damit das Potenzial 6ffentlich verfligbarer Genexpressionsdaten, um
klinisch relevante Charakteristika verschiedener Tumorentitaten zu erfassen und in translational
orientierte Forschung zu Uberfiihren



4. Verwendung der Zuwendung und Nachweis der wichtigsten Positionen
4.1 Uberblick iiber Mittelverwendung
Die Fordermittel wurden ausschlieRlich fiir die Personalfreistellung (Verglitung) verwendet. Im

Forderzeitraum 01.10.2024 — 31.03.2025 ergaben sich folgende monatliche Kosten:

Monat / Abrechnungszeitraum Betrag (EUR)

Oktober 2024 6.764,06
November 2024 6.764,06
Dezember 2024 6.764,06
Januar 2025 6.765,34
Februar 2025 7.546,15
Marz 2025 7.546,17
Gesamt 42.149,84

4.2 Bewertung von Notwendigkeit und Angemessenheit

Die Mittel wurden zielgerichtet fiir die Personalfreistellung eingesetzt, wodurch eine umfassende
Einarbeitung in die Analyse groler, 6ffentlich zuganglicher Genexpressionsdatensatze moglich war.
Dabei konnten fundierte Kenntnisse in der Nutzung von R, in der Erstellung wissenschaftlicher
Abbildungen, in Gene Set Enrichment Analyses (GSEA) sowie in explorativen Strategien zur
Identifikation von Markern erworben werden. Ohne diese Freistellung ware eine derart vertiefte
methodische Qualifizierung nicht realisierbar gewesen.

Die entwickelten bioinformatischen Methoden sind (iber das konkrete Projekt hinaus Gbertragbar
und starken die Expertise des Instituts nachhaltig. Sie bilden die Grundlage fiir die geplanten
Publikationen und eréffnen Anschlussmoglichkeiten fiir zukiinftige Drittmittelantrage sowie fiir
weitere Projekte.

5. Verwertung der Ergebnisse und Planungen fiir die ndhere Zukunft

5.1 Verwertbarkeit von MUCLL1 fiir klinische Subtypisierung

Die Ergebnisse zur MUCL1-Expression im TNBC zeigen das Potenzial, die immunhistochemische
Diagnostik des LAR-Subtyps zu erganzen und dadurch die Subtypisierung in der klinischen Routine zu
verbessern. Eine prazisere Identifikation dieses Subtyps konnte zu differenzierteren
Therapieentscheidungen beitragen, etwa im Hinblick auf mégliche Therapieanpassungen bei LAR-
TNBC.

5.2 Verwertungsperspektive im Bereich Medulloblastom

Die Analysen zur TNIK-Expression belegen deren subtypspezifische und prognostische Bedeutung im
Medulloblastom. In Group 3/4 kdnnte TNIK als Marker aggressiverer Tumorbiologie dienen und als
therapeutisches Ziel in Betracht kommen, wahrend es in SHH-Subtypen eine glinstigere Biologie
markiert. Damit er6ffnet sich eine Perspektive fiir die Translation in praklinische Modelle, in denen
TNIK als potenzieller Angriffspunkt fiir Subgruppen-spezifische Therapien untersucht werden kann.

5.3 Konkrete Planungen

Die Ergebnisse beider Projekte werden im Jahr 2025 in Manuskriptform eingereicht. Aufbauend
darauf sind Folgeprojekte zur funktionellen Charakterisierung von MUCL1 und TNIK vorgesehen.
Dariiber hinaus bestehen Uberlegungen, die identifizierten Marker langfristig in klinisch-
diagnostische Pfade einzubinden, um eine praxisnahe Nutzung zu ermdoglichen.



6. Stand der Forschung bei anderen Stellen

MUCL1 im TNBC:

Bislang gibt es keine Publikationen, die den direkten Zusammenhang von MUCL1 und dem LAR-
Subtyp im TNBC untersucht haben. In der Literatur wurde MUCL1 jedoch bereits in anderen
Kontexten beschrieben:

e |n kolorektalen Karzinomen ist MUCL1 mit Chemoresistenz und epithelial-mesenchymaler
Transition (EMT) assoziiert.

e |n Mammakarzinomen wurde eine Verbindung zu schlechterer Prognose und EMT gezeigt.

e Eine DNA-Methylierungs-basierte Studie identifizierte MUCL1 als stark hochreguliertes Gen
im ,nonbasal type 2“-Epityp des TNBC, einer Gruppe, die deutlich mit dem LAR-Subtyp
angereichert ist. Dies stellte den ersten indirekten Hinweis auf eine Verbindung von MUCL1
und LAR-TNBC dar.

e  MUCLI (auch als Small Breast Epithelial Mucin, SBEM, bezeichnet) zeigt ein restriktives
Expressionsmuster in normalem Brustgewebe und Mammakarzinomen. Es wurde mit
Tumorzell-Motilitdt und EMT in Verbindung gebracht und kdnnte als onkogener Effektor
wirken.

Alleinstellungsmerkmal des Projekts:

Unser Projekt stellt die erste systematische Analyse dar, die MUCL1 explizit als Marker des LAR-
Subtyps im TNBC identifiziert und sowohl in silico als auch immunhistochemisch validiert. Dadurch
konnten wir MUCL1 nicht nur als diagnostischen Marker vorschlagen, sondern auch dessen Potenzial
als pradiktiver Biomarker und therapeutisches Ziel herausarbeiten. Die Kombination von
Signaturanalyse und IHC hebt das Projekt deutlich von bisherigen rein bioinformatischen Arbeiten ab.

TNIK im Medulloblastom:

Vergleichbare Projekte, die TNIK explizit im Medulloblastom untersucht haben, existieren bislang
nicht. Bisherige Studien konzentrieren sich primar auf die Bedeutung des Wnt-Signalwegs fiir die
Biologie des Medulloblastoms. Da TNIK ein zentraler Aktivator der Wnt/B-Catenin-Signalkaskade ist,
war eine funktionelle Rolle in diesem Kontext naheliegend. Unser Projekt ist die erste Arbeit, die
TNIK subtypspezifisch in Medulloblastomen analysiert, dabei divergente prognostische Rollen
identifiziert und mogliche funktionelle Mechanismen (Proliferation, EMT, Signalweg-Aktivierung)
herausarbeitet.

7. Veroffentlichungen und Publikationsstand

Die Ergebnisse zur MUCL1-Expression im TNBC sowie zur TNIK-Expression im Medulloblastom
befinden sich derzeit in der finalen Manuskriptvorbereitung und sollen im Jahr 2025 eingereicht
werden. Geplante Erstautorschaften liegen bei Dr. Franz-Leonard Klaus, beteiligt waren auch Isabella
Kitzke, Stefan Forster und Alexander Muckenhuber vom Institut flir Pathologie der Technischen
Universitat Minchen sowie weitere Kooperationspartner.

Teilergebnisse wurden bereits in Form von Vortragen institutsintern vorgestellt.

8. Zusammenfassung und Fazit

Das Projekt konnte trotz der notwendigen methodischen Anpassungen erfolgreich umgesetzt
werden. Anstelle der urspriinglich vorgesehenen Nutzung der CCP-Plattform wurde ein alternativer
Ansatz etabliert, der auf der Analyse 6ffentlich verfligbarer Genexpressionsdaten und der
anschlieRenden immunhistochemischen Validierung in eigenen Kohorten basiert. Diese Strategie
erwies sich als effizient und flihrte zu wissenschaftlich relevanten Ergebnissen.

Mit MUCL1 konnte ein neuer Marker fir den Luminal-Androgenrezeptor-(LAR)-Subtyp des TNBC
identifiziert und validiert werden. MUCL1 ist eng mit klassischen LAR-Merkmalen assoziiert, spiegelt
ein charakteristisches luminales Differenzierungsprofil wider und zeigt ein spezifisches



transkriptionelles Programm. Damit besitzt MUCL1 Potenzial sowohl fir die diagnostische
Subtypisierung als auch fiir kiinftige pradiktive und therapeutische Anwendungen.

Dariber hinaus wurde die entwickelte bioinformatische Pipeline erfolgreich auf ein weiteres
Tumormodell Gbertragen. Die Untersuchung der TNIK-Expression im Medulloblastom offenbarte eine
subgruppenspezifische Expression mit divergenter prognostischer Bedeutung. Damit konnte nicht
nur die Relevanz von TNIK als potenziellem Marker und therapeutischem Ziel herausgestellt, sondern
auch die Ubertragbarkeit und Flexibilitat des methodischen Ansatzes belegt werden.

Insgesamt stellt das Projekt einen nachhaltigen Erfolg dar: Es flihrte zur Charakterisierung neuer
molekularer Marker, zur Entwicklung einer Gibertragbaren Analysepipeline und zu einem klinisch
relevanten Erkenntnisgewinn. Die Ergebnisse haben Potenzial fiir zukiinftige Anwendungen in der
diagnostischen Routine sowie fiir die Weiterentwicklung translationaler Forschungsansatze. Beide
Projekte werden derzeit zur Publikation vorbereitet und er6ffnen Perspektiven fir weiterfiihrende
funktionelle Untersuchungen und Drittmittelantrage. Dariiber hinaus starkt das Projekt die
wissenschaftliche und wirtschaftliche Anschlussfahigkeit des Instituts, da die entwickelten Methoden
unmittelbar fir zukinftige Drittmittelantrage, klinische Kooperationsprojekte und eine mogliche
Translation in diagnostische Routinen genutzt werden kénnen.



