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1. Einleitung

1.1. Nierenzellkarzinome

1.1.1. Epidemiologie
Nierenzellkarzinome rénal cell cancer = RCC) entstehen in der Nierenrinde und
machen 865% der primaren renalen Naasien aus.Der haufigste histopathologische
Subtyp des RCC ist mit 885% das klarzellige RCCclear cell renal cellcancer=
ccRCC). Papillare RCC machen-16% aus ud chromophobe RCC-50%.” Naheres
zur Einteilung nach histopathologischen Kriterfgmlet sichim Abschnitt 1.1.4.2.
In Deutschland hat das Rob&wch-Institut (RKI) im Jahr2016 knapp 15000 RCCG
Neuerkrankungeregistriert?, wobei Mannein etwal,5mal haufigerbetroffensind®*
Der Altersgipfelliegt zwischen 60 und 70 Jahr&nBetrachtet man die Zahlen de&l,
lasst sich einesteigende Inzidenz beobach®rEs wird diskutiert, dass die steigende
Inzidenz v.a. auf die steigende Anzahl vaufallsbefunden im Rahmen bildgebender
Untersuchungen mit anderer Indikation zuriickzufiihrerd®&tAufgrund der meist
geringen TumorgrofRe der Inzidentalome sind diese nur selten primér metastasiert.
Generell weisen hingegeh7% der Patienterbei Erstdignose eines RCChbereits
Fernmetasen auf33
Bei den meisten neu auftretenden Falemdelt es sich um sporadisdREC, wahrend
2-4% der RCC heretiir sind. Fast alle hereditaren RCC beruhen auf einer vererbten
Mutation des VHL(Von-HippekLindau)Gens?®

1.1.2. Atiologie und Risikofaktoren
Die genaueAtiologie der RCC ist weitgehend unbekannt. Als einer der wichtigsten
Risikofaktoren gilt das Zigarettenrauch@r! 142
Auch unter Patienten mit einer arteriellen Hypertonie beobachtet man eine erhdhte
Inzidenz renaler Karzinomé! Unklar ist in diesem Kontext jedoch, ob die arterielle
Hypertonie selbst pradisponierend ist oder eine mogliche Therapie mit Didrétika.
Aufféllig ist auch, dass das Risiko eRCC zu entwickeln mit dem Bodiflassindex
(BMI) steigt.Zum Teil wird vermutet, dass Ostrogene in diesem Zusammenhang eine
Rolle spielen konntet?® Allerdings gibt es auch Studien, die Ostrogene eher als

protektiv einschatzen und sogar als potenzielles Therapeutikum sugg&iieben.
1



Pathomechanismus ist alsioch unklar, aber Adipositaelbstwird als Risikofaktor
generell anerkanrd®. Im Gegensatz dazu zeigte eine Studie von Haferkamp et al., dass
Patienten mit einem BMI <18&®&/m? zum Zeitpunkt der Nephrektomie im Rahmen der
RCGC-Therapie im Vergleich zu adipésen Patienten ein schlechteres Outcomé hatten.
Als weitere Risikofaktoremeltender Verzehr von rotem Fleist¥i und eine berufliche
Karzinogenexpositidli, wobeiinsbesondere Arsen, Cadmitffund Trichlorethylet®

in der Diskussiorstehen

Dariiber hinaus gelten eine Analgetidaphropathi®, langjahrige Einnahme von
NSAR (nichtsteroidale AntirheumatikajpuRer Aspiri®® und erworbenezystische
Nierenerkrankungerbei Dialysepatientet als pradisponierend fir die Entwicklung
einesRCC.

Hingegen wird maRiger Alkoholkonsum von einigen Autoren als Protektivfaktor
eingeschatzt!

Die meisten RCC treten sporadisch auf, wobei in Verbindung mit genetischen
Syndromen auchine familiare Haufung zu beobachten’ist.

InsbesondereccRCCsind mit der VHL-Erkrankung assoziiertdierbei handelt es sich
um eine autosomal dominant vererbte Erkrankung, bei der die Mutation eines Allels des
VHL-Gens bereitvererbt wird.Im Rahmen einetoss of Hterocygocitypekommen
betroffene Patientendann retinale Angiome, H&mangioblastome des ZNS,
Phaochromozytome urid 30% der FéallecRCC®7:15°

Aber auch bei sporadischen RG& eine Mutation des/HL-Gers haufig!® Naheres
dazu findet siciim Abschnitt 1.1.3.

1.1.3. Pathogenese
ccRCCgehenvon den Zellen der proximalen Tubuli a%swobeiin der Pathogenese
desccRCCdas VHL-Geneine zentrale Rolle spieloweisen tUber 80% allescRCC
eine VHL-Veranderung im Sinne einer Mutation oder epigenetischer Modifikationen
auf?® Diese Veranderungen wie Mutationen oder Hypermethylierungen desGétiks
sindvornehmlich inccRCCnachzuweisen und nur sehr selten in anderen histologischen
Subtyperf®
Neben dem VHLGen konnteninzwischenweitere Gene identifiziert werdemeren
Mutation die Entstehung von RCC vesachen sollen. Diese erklaren die Existenz von
RCC ohne VHEVeradnderungZu diesen Genen gehoren z.B. die Tumorsuppressorgene
polybromo tGen PBRMI in ~50% der Falle mutiert)Breast cancer (BRCAL)



associated proteii-Gen (BAP1;~15%) undSET domain containing-&@en (SETD2;
~15%)%?

Das imVHL-Genkodierte Protein pVHL ist von grof3er Relevanz fir den Abbau des
Transkriptionsfaktors HIA U hypoxia inducable factet i3 HIF-1 U wird
physiologischerweise unter normoxischen Bedingungen ubiquitiniert und durch
Proteasomen abgebaut. Die Interaktion zwischen-HIFRind dem E3-Ubiqutinin-
LigaseKomplex wird Gber pVHL vermitteR. Unter hypoxischen Bedingungen wird
HIFF1U der art modi f i zi er ttipiert diredssemit a@isht mehrc h t
abgebaut wereh kanr?” So kumuliert HIF1 U bilded einen Komplex mitHIF-1 b .

Als Komplex steigern sieals Transkriptionsfaktor die Expression von diversen
Proteinen und Wachstumsfaktoren, die unter hypoxischen Bedingungen fur das
Uberleben der Zellewichtig sind da sie Prozesse wiedie Angiogenese,
Zelldifferenzierung, Zellmigration und -proliferation beguinstige¥f Beispielsweise
werden VEGF \ascular endothelial growth factpr T GtRakkforhing growths

f a c t)aund PDGF flatelet derived growth factprdurch HIF1 EAkkumulation
vermehrt exprimiert und binden somignmehrt an ihre Rezeptoren an Endothelzellen,
wo sie fiir éne gesteigerte Zellmigratiomproliferation und-permeabitét sorger:%’

Bei fehlendem pVHLwird die Interaktion zwischen HHE U u n d -UbigutininE 3

LigaseKomplex verhindert, sodass HFU ni cht abgebaut werden

k

es auch unter normoxischen Bedingungen zur Akkumulation vorlHIF und dami t

einhergehend zur vermehrten Expression Proteinen und Wachstumsfaktofén.

Des Weiteren kann eine HIEF tAkkumulation durch eine Aktivierung von mTOR
(mammalian Target Of Rapamyginvemittelt werden. Hierbei wird durch
Wachstumsfaktoren oder andere l@ére Stimuli der PI3K -> Akt-Signalweg
(Phophoinositide &Kinase -> ProteinkinaseB-Signalweg) und dartber dann mTOR
aktiviert. Aktiviertes mTORwiederum phephoryliert und aktiviert die p70SKinase,

was wiederum zur vermehrten Translation verschiedener Proteine, daruntér UHJF
fihrt8

In Abbildung 1 sind die einzelnen Schritte der beschriebenen Signalwege graphisch

dargestellt.
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Abbildung 1. Pathogenese desRCC modifiziert nach Nelson et &l.

1.1.4. Klassifikation
Zur Klassifikation von Nierentumoren kommemvei verschiedenesich erganzende
Klassifikationssysteme zum Einsatzurd einen die TNMKlassifikation und zum
anderen die Klassifikationder World Health Organization (WHO), die auf
histologischen Kriterien beruht.

1.1.4.1. TNM
Fur die TNM-Klassifikation gelten & Kriterien derUnion for International Cancer
Control (UICC) aus dem Jahr 2010.

Das T steht fir den Primartumby:

TO Kein Primartumor nachweisbar

T1 TumorOrcm auf die Niere begrenzt
Tla Tu modcm O
Tlb Tumor >cm

T2 Tumor >/ cmauf die Niere begrenzt
T2a Tumor>7 HOcsm (
T2b  Tumor =10cm

T3 Tumor infiltriert gréRerevVenen odeperirenales Gewebe, aber nicht in
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die ipsilaterale Nebenniere oder tber die GeFatszie hinaus

T3a Invasion der Nierenvene oder perirenale bzevrihilare
Infiltration

T3b Invasion der V. cava unterhalb des Zwerchfells

T3c Invasion der V. cava oberhalb des Zwerchfells

T4 Durchbruch der GerotBaszieund/oder Infiltration der ipsilateralen
Nebennierger continuitatem

Das N steht fiir Nodulymphatici, also den Lymphknotenbefatf
NX Keine Aussage uUber Lymphknotenstatus moglich
NO Keine Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase in einem regionaleymphknoten

N2 Metastasen in mehr als einem Lymphknoten

Das M steht fiir Metastasen im Sirgiaer Fernmetastasierutiy:
Mx Keine Aussage Uber Fernmetastasierung maglich
MO Keine Fernmetastasen

M1 Nachweis von Fernmetastasen

Abhangig von dem jeweiligen-TN- und M-Stadium, werden RCC in die UIGC
Stadien | bis IV eingeteilt. Diese siimiTabelle 1dargestellt>*

Tabellel: Stadieneinteilung der UICC

1.1.4.2. WHO-/ ISUP (International Society of Urological PathologyiKlassifikation
Wahrenddie TNM-Klassifikation die Tumorausbreitundgeschreiht nutzt die WHQ
/ISUP-Klassifikation histologische Merkmale als Griege zur Hnteilung der
Nierenzelltumore Dabei werden folgende $tblogische Typen der Nierenzelltumore
unterschiedenklarzelliges RCC, multiloculares klarzelligesRCC, papillares RCC,
chromophobes RCC, Ductus Bellini Karzinom Nierenmarkkarzinom Xpl1-
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Translokation Karzinommit Neuroblastomen assoziiertes Karzindvtucinous tubular

and spindle cell carcinomanklassifiziertedRCC, papillares Adenonund Onkozytom

Neben den Nierenzelltumorengibt es auch metanephei'e Nierentumore,
nephroblastisch&lierentumore, mesenchymale Nierentumore, gemischt mesenchymal
und epitheliale Nierentumore, neuroendokrine Nierentumore, hamatopoetische und

lymphoide Nierentumore, Keimzelltumore der Niere und Metastasen der'Rfiere.

1.1.5. Kilinik
Die klassische Virchow-Sympton-Trias des RCC umfasst Hamaturie,
Flankenschmerzen und palpabler Flankentumor. Allerdings handelt es sich bei diesen
Symptomenmeist um Spatsymptome. Daktuell ca. 586 der RCC sonographische
Zufallsbefunde darstellen und es keine typischen Frihsymptome gibt, bleiben vie
Patienten asymptomatiséh. Unter den Patienten, die bei Erstdiagnose bereits
symptomatisch sind, ist Hamaturie mit 50% das haufigste Symiftom
Viele Patien¢n fallen initial auch durch systemische Symptome wie beispielsweise
Midigkeit, Leistungsminderung, Gewichtsverlust oder Fieber *XautManchmal
schildern die Patienten auch Fatigue oder ein allgemeines Krankheitsgefiihl.
Etwa 10% der Patienten mRCC haben Tumorthromben in der Vena renalis oder der
Vena cavaywodurches zu Symptomen der unteren Einflussshgkommenkann? In
fortgeschritteneren Stadien kann es bei Maneeru einer Varikozele kommen
Durch die Produktion von hormeroder zytokhahnlichen Produktekdnnen RCC
paraneofastische Syndrome induzier&i.Im Rahmen dieserdnn es beispielsweise
zur Hyperkalamie im Sinne eines Pseudohyperparathyreodimus, einer Erythrozytose
durch vermehrte Ausschittung von Erythropoetin, earégriellen Hypertonie durch
vermehrte ReniSekretion oder eineiGynakomastie kommenR® Die haufigsten
Symptome im Rahmen eines paraneoplastischen Syndroms bei RCC sind Hypertonie,
Anamieund Kachexieg?’
Bei manchen Patienten fihren auch durch Metastdmselingte Beschwerden wie
Knochenschmerzen bei 0ssadren Metastasen oder chronischer Husten bei

Lungenmetastasen zur arztlichen Vorstellbhg.

1.1.6. Diagnostik und Staging
Aufgrund der hohen Ratean Zufallsbefunden spielt die klinische Untersuchung eine

untergeordnete Rolle. Jedoch solltashesondere bei Auftreten einer palpablen
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abdominell@ Masse, einer neu aufgetretenen Varikozele odeutititerale Odemen
derunteren Extremit&nimmer aneine retroperitoneale Neoplasie gedacht weféen.
Auch die Laboruntersuchungen sind in der RE@gnostik meistens nicht
richtungsweisend da mdgliche Veranderungeim der Regelunspezifisch sind®
Haufige Laborbefunde sind beispielsweise eine beschlieunig
Blutkérperchensenkungsgeschwindigkeit (BEGind ein erhohtes -@aktives Protein
(CRP)* Haufig zeigt sich im Laborbefund eine Anamisabhingig davon obie
Patienterauch eine Hamaturie hab&iweitere empfohlene Laboruntersuchungen sind,
nebeneiner Urinanalyse, die Bestimmung von alkalischer Phosphatase (AP), Kreatinin
Calciumund Leberwerten im Serut? Etablierte Tumormarker gibt es fiir das RCC
aktuell nicht>%110

Tumore der Niere kénnen haufig konventionell sonographisch detektiert weral eine
Sonographie bezlglich Spezifitat und Genauigkeit limitiert ist, sollten auffallige
SonographieBefunde mittels weiterer bildgebeer Verfahren abgeklart werdén
wobei m klinischen Alltag meist zunachst eineComputertomographie (CTinit
Kontrasmittel durchgefuhrtwird. Dies ist nicht nur in Bezug auf den Prartumor
aussagekraftig, sondeauch relevant fir die Suche nach abdominellen Fernmetastasen
im Rahmen des Staging¥

Zum weiteren Staging sollte neben dem CT des Abdomens auch ein CT des Beckens
und ab einer TumorgroBe von 3cnein CT Thorax zum Ausschluss von
Lungenmetastasen durchgefiihrt werden.

Besteht im CT der Verdacht auf einen vendsen Tumorthrombus, leamn
Magnetresonanztomographie (MRT) indiziert seum die genaue Ausdehnung zu
erfasserf/%®

Weitere Untersuchungen sollten nur durchgefuhrt werden, wenn sie klinisch indiziert
sind/"%" So sollte beispielsweise beiklinischem Verdacht auf Himetastasen
zusatzlich ein CT de$chaded durchgefuhrt werdenBei klinischem Verdacht auf
Knochenmetastasesollten ein lowdose CT oder ein MRT d&kelettszintigraphieur
weiteren Abklarung vorgezogen werdén

Die Relevanz einer Nierenbiopsie im Rahmen der fE4gnostik ist umstritterDurch

die bildgebenden Verfahrerkbnnen 90% der Lasionen schon vor Erhalt eines
histologischen Untersuchungsergebnidsesektals benigne oder maligne eingeschatzt

werden AuRerdem sind insbesondere kleine Tumoren haufiger ety



Zahlreiche Autoren betrachteneine Nierenbiopsie im Vorfeld mer Nierenresektion
aufgrund zahlreichdalsch negativeErgebnisse, potenziell&tichkanalmetastasen und
des Blutingsrisikosals nicht sinnvoll?” Dariiber hinausfehlt haufig die klinische
Relevanz einer Nierenbiopsie, da meist ohnehin eine Nierenteilresektion oder
Nephrektomie indiziert ist**

Dennochnimmt die Relevanz einer Nierenbiopsie im Rahmen der B@gnostik
aktuell wieder zu. Da immer mehr Tumore zufallig entdeckt wemdunddiesedann

noch sehr klein sind, ist die klsthe Relevanz dieser Inzidemtale haufig noch
unklar, sodass insbesondere beirélteund/odemulti-morbidenMenschendie Active
Surveillance nach Nierenbiopsie eine Alternative zur Nierenteilresektlarstellen
kann110,149

Auch bei Patienten mit metastasiertddCC (MRCC) kann eine Nierenbiopsie zur
Auswahl einer passendeielgerichteten Therapid érgeted Terapy eine Alternative

zur kompletten Tumorresektion mittels Nephrektomie &€irzudem werden die
Biopsietechniken immer sicherer, sodass es nur noch sehr selten zu
Stichkanalmetastasen komH.

Gemald denlLeitlinien der European Association of UrologfEAU) ist eine
Nierenbiopsie in folgenden Fallen indiziert: Gewinnung von Gewebe fur eine
histologische Untersuchung bei radiologisch intermediaren renalen Raumforderungen,
Auswahl von Patienten mit kleinen renalen Raumforderungen, fir die Asitiee
Surveillance in Betracht kommt Gewinnung von Gewebe vor der Applikation von
ablativen Verfahren und fir die Auswahl des bestmdglichen Therapieansatzes bei
metastasierten Krankheitsverlaufép.

Nacherfolgter Therapiesollte ein Followup durchgefiihrt welen.Ziel ist dabeineben

der Fruherkennungines Rezidivs und Metastasen die Friherkennukantralaterale

RCC, da 2% der Patienten ein kontralaterales RCC bekommen. Dabei sollte die
Wabhischeinlichkeit fur ein Rezidivgbhangy von der Pathologie des Tumogggen die
Invasivitat der Untersuchungen abgewogen wefden.

Gemald den Empfehlungen deAU sollte je nach Risikogruppe Uber 5 Jahre jahrlich
bildgebende Diagnostik durchgefiihrt werden. Bei niedrigem Risiko kann das fuglow
anschlieBend beendet werdeBei intermediarem und hohem Risiko sollte dann
weiterhin alle 2 Jahre eine Bildgebung durchgefihrt werdBie genauen

Empfehlungen deEAU zum Followup finden sich & Ubersicht irTabelle 2.11°



Tabelle2: Empfehlungen der EAlir das Followup (US = UltraschallCT = Computertomograpljié!°

Entlas
Nephrektomie/Nierenteilresektion us CT | US CT us CT
sung
Nephrektomie/Nigenteilresektion/Krye Alle 2
) ) ) CT CT | CT us CT CT
therapieRadiofrequenzablation Jahre CT
Nephrektomie/Nieenteilresektion/Krye Alle 2
. . . CT CT | CT CT CT CT
therapieRadiofrequenzablation Jahre CT

Die Einteilung in Risikogruppen erfolgt dabei nach déniterien der University of
California Los AngelegUCLA), dem sogenanntedCLA Integrated Staging System
(UISS).110 Dieses Staging System bezieht das TSMdium, den allgemeinen
Gesundheitszustand des Patienten und das Grading des Tumors itRahnen der
Risikostratifizierung wird zudem zwischen Patienten mit lokal begrenztem und

metastasiertem RCC unterschied&n.

1.1.7. Therapie

1.1.7.1. Lokale Therapieformen

Therapie der Wahim lokal begrenzten Stadium des RG@d einziger kurativer
Therapieansatz ist eine operative Entfernung des Tumors. Je nach Tumorausdehnung
wird eine Nierenteilresektion odezine Nephrektomiedurchgefiiht:®” Nach &lteren
Leitlinien war die Nierenteilresektion lediglich fir Patienten mit bilateralem Tumor,
solitarer Niere oder editaren Syndromen eine Optidh.

Eine Nephrektomie gehtedoch in der Regel mit einer Einschrankung der
Nierenfunktion und diese wiederum mit einer erhéhtesaBemorbiditat einhér® Da

sich die onkologischen Outcomes von Nierenteilresektion und Nephrektomie nicht
unterscheiderist somit heutzutageine Nierenteilresektion Therapie d&ahl.*1°

So wird nach den aktuellen Leitlinienediglich bei lokal fortgeshrittenem
Tumorwachstum oder ungiinstiger Tumorlokalisatame Nephrektomie empfohl&f

also beispielsweise wenn eitdiltration der Nebenniere, der Vena renalis oder des
perirenalen Fettgewebes vorliégbes Weitererist eine Nephektomieindiziert, wenn

durch eine Nierenteilresektion eine Verschlechterung des Gesundheitszustands des

Patienten zu befiirchten waré.



Aufgrund besserer bildgebender Verfahren ist die standardmafiige Resektion
parakavaler und paraaortaleyrhphknoten sowie der ipsilatéea Nebenniex athangig

von der Ausdehnung des Primartumors heute ob¥ol&b lautet dieaktuelle
Empfehlung eine Lymphadenektomie oder Adrenalektomie nur bei klinischem oder
radiologischem Verdacht auf eindiliration oder Metastasierung durchzufiihféh

Obwohl eine Operation die Therapie der Wahl b&@C darstellt, gewinnen auch
interventionelleTechniken zunehmend an Bedeutung, v.a. wenn es um die Behandlung
kleiner Zufallsbefunde geht. Dabei waren Methoden wie die Kryotherapie oder
Radiofrequenzdation (RFA) zunadchst nur Patienten mit einer einzelnen Niere oder zu
hohem Operationsrisiko vorbehaltén.

Zunehmend an Bedeutung gewimnich das Konzept déctive Surveillanceim Sinne
regelmafiger Kontrolluntersuchungen insbesondere in Bezug auf kleine, zuféllig
diagnostizierte renale Raumforderund&tDa die mediane Wachstumsrate von kleinen
renalen Raumforderungen normalerweise sehr gering! isind auch das
Metastasierurgrisiko bei dieser TumorgroRe sehr gering 3§t stellt Active
Surveillanceimmer haufiger eine Alternative daXebeneinemkleinen Inzidentalom
kobnnen ein groBes Operationsrisiko oder eine stark begrenzte Lebenserwartung
moglichelndikationen seir>1?

Somit stellerActive Sirveillance Kryotherapie undRFA v.a. bei alten und komorbiden
Patienten mit kleinen renalen Raumforderungen eine therapeutische Alternative zur
Operation dar. Generell empfohlen werden die minimahsivenablativenVerfahren

allerdings nicht, da keine Uberlegenheit zur Nierenteilresektion belédt ist.

1.1.7.2. Systemische Therapie

RCC gelten als sehr strahlemnd chemoresistent, sodass klassisé&taio und
Chemotherapiekeinen Effekt zeiged’ Nach kompletter Resektion eines Idkadrten
Tumors sollte, auf3er im Rahmen von kontrollielténischenStudien, keine adjuvante
Therapie erfolgef!!® Auch systemische Therapeutika im Sinne einer zielgerichteten
Therapie oder einer Immuntherapie haben adjuvant nach Tumorresektion aiiedur
Intention keine Verbesserung des Gesamtiiberlebens gézeigt.

Im Gegensatz dazu hat die systemische Immuntherapie und eine zielgerichtete Therapie
im palliativen Setting einen grof3en Stellenwert.
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Im Rahmen der Immuntherapieigt die Behandlung miZytokinen wie Interleukir2
(IL-2)® oder Interferon (IFNf-112 in der Regel | FNU,
Ansprechratef:*3

Unter anderem aufgrund der schweren Nebenwirkungen eir@iTHerapié’ und der
zeitlich limitierten Wirksamkeit von IFf§ wird in der aktuellen S eitlinie jedochvon
einer alleinigen Zytokintherapie basierend auf subkutanegdder IFN beim mRCC
abgerateri! So ist seit 2006m Rahmen der palliativen Systemtherapie Béhandlung
mit sogenannteaielgerichteten Therapeutikdtandard Aktuell sind 10 Medikamente
von derEuropean Medicines Agen¢iMA) und derUS Food and Drug Administration
(FDA) fur die zielgerichtete Therapie vomRCC zugelassenDazu gehoéren die
Multikinaseinhibitoren Sunitinib, Sorafenib, Pazoparilenvainib, Cabozantinibund
Axitinib, der ati-VEGFAnNtikorper Bevacizumab, die  mTORInhibitoren
Temsirolmus und Everofnusund der Checkpoirinhibitor Nivolumab?>110

Einen graphischen Uberblick libeinige verfligbareielgerichteten Therapeutika und
ihre Angriffspunkte bieteAbbildung 2.

Immunmodulation 2

«— Interferona
N T-Zelle

Wachstums-
stimulation

Temsirolimus
Everolimus

Autokrine
Wachstumsstimulation

y TUTRLITTR A

Tumorzelle

Abbildung2: Uberblick iiber die Signalkaskaden im Rahmen der Pathogenese von RCC und Angriffejmigéte
zugelassenetielgerichteter Therapien; nach Captanio efal.
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Die aktuellen Therapiempfehlungen gehen auslabelle 3 hervor. Die
Risikostratifizierung bei mRCC erfolgt nach den MotKeiterien, die im Abschrit 2.1

erlautert werden.

Tabelle3: Therapieempfehlungegemar der S8eitlinien bei mMRCC7; (MSKCC =Memorial SloarKettering
Cancer Center, Naheres siehe Abschnitt 2.1)

Sunitinib Hochdosiertes 2 Nach VEGFInhibitor:
Pazopanib Everolimus
Bevacizumab + IFN
Nach Zytokinen:
Axitinib

Nach Sunitinib: Axitinib,
Everolismus

Temsirolimus Pazopanib, Sunitinib Nach Temserolismus:
Axitinib, Pazopanib,
Sorafenib, Sunitinib

Wahrend die beschriebenen systemischen Therdmén mRCC gut etabliert sind,
konnte bisher weder fir die Immuntherapie noch fiur die zielgerichtete Therapie eine
Wirkung auf das Gesamtiberleben gezeigt werden, wenn sie im Rahmen einer
adjuvanten Theapie nach Nephrektomie oder Nierenteilresektion mit leurbtiention
appliziert wurden. Somit wird in den aktlexl Leitlinen der EAU keineadjuvante
Therapie empfohleh'°
Im palliativen Setting konnte gezeigt werden, dass eine vorherige Operation zur
Zytoreduktion die Wirksamkeit der Immuntherapie verbesSetiermit einhergehend
empfehlen auch Atkins et al. vor Applikation einer Systemtherapie bei mRCC eine
zytoreduktive Operation des Primartumors durchzufiihren, sofern eine Reduktion von
75% mdoglich ist und keine symptomatischen Fernmetastasen vorfiegen.
Aufgrund der Strahlenund Chemoresistenz renaler Karzinonggbt es Ansatze
operable Metastasen chirurgiseh resezierenDabei konnte in mehreren Studien ein
verlangertes Gesamtuberleben beobachtet werden, wenn die Metastasen komplett
reseziert werden kanen®°%197 Jedoch weisen die Studien eine eingeschrankte Qualitat
auf, sodass eine Metastasektomie in den aktuellen Leitlinien der EAU nicht generell
empfohlen wird. Stattdessen sollte der Allgemeinzustand des Patienten, das Risikoprofil
und der Patieehwunsch in die Entscheidung flr oder gegen eine Metattasek
miteinbezgen werder!® Bei ausgevihlten Patienten mit resektabl@rimartumor und
einer einzelnen resektablen Metastase kann eine Metastasenresektion plus
Nephrektomie einen kurativen Ansatz darstefien.
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Obwohl RCCgenerell als strahlenresistent geltesird zum Teilin palliativer Intention
eineBestrahlung einzelner 8astasen durchgefihrt. Fur eine Strahlentherapie kommen
insbesondere zerebrale und ossdre Metastasen in Betracht. Zudem findet die

Bestrahlung Anwendung bei schmerzhaften Lokalrezidiven.

1.1.8. Prognose
Die Prognose ist mal3geblich vom Tumorstadium abhangig. Wahrend lokalisierte RCC
in der Regel mit einer guten Prognose einhergehen, sind generalisierte Erkrankungen
prinzipiell unheilbar®’
Zum Zeitpunkt der Diagnose weisen bereits 16% der Patienten Metasita den
regionaren Lymphknoten atd.Da RCC auchfriih zur Infiltration von Blutgefaken wie
beispielsweise der &ha renalis oder der Vena cava neigammmt es im Verlaufuch
frihzeitig zur hamatogenen MetastasieruSg. habereum Zeitpunkt der Erstdgnose
bereits16% der Patienten Fernmetastasen sindsomit im IUCGStadium [V>2
Die hamatogene Metastasierung \REC erfolgt bevorzugt in LungeKnochen, Leber
und Gehirnt Weitere haufige Lokalisationen sind die Nebennieren und die
kontralaterale Nieré'
Wird ein RCC erst im Stadium IV diagnostiziert, betragt digdd&hresUberlebensrate
11,652 Zur Verbesserung der Uberlebensrate nach Metastasenresektion sind die Daten
uneinheitlich Wahrend manche Autoren nach Metastasenresektion eine Verbesserung
des Gesamtiiberlebens beobachtet F5érkonntenThomaset al. zumindest in Bezug
auf sarkomatoid entdifferenziert@rzinommetastasen keinen Vorteil zeigéh.
Patientermit Befall der lokalen Lymphknotehabeneine 5JahresUberlebensrate von
ca. 65,20.°2 Im lokalisierten StadiuneinesRCC haben die Patienten eineJshres
Uberlebensrate von 92&°
Neben dem Tumorstadium sind das Grading und der physische ZustaRdti@esen
(Performance Statusnach ECOG (Eastern Cooperative Oncology Grqumder
KarnowskyIndex) wichtige prognostische Faktoré&n.
In allen histologischen Subtypen des RCC kann es zur sarkomatoiden Differenzierung
kommen. Sarkomatoid aussehende, spfideige Tumorzellen sprechen fir ein
héheres Grading und sind mit einer schlechteren Prognose as$82#i&tt.131145
Trotz steigender Inzidentleibt die Anzahl der Todesfalle weitgehend konstarif:>?

Dies istvor allem auf die steigenden Eilebensratetzw. sinkende Mortalitatsraten
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zuriickzufuhren So hat sich diestadiemnabhangige 5-JahresUberlebensrate in
Deutschland von unter 50% in den 1980er Jahren auf 67% im Jahr 2004 vefbessert

1.2. MUC1

1.2.1. Physiologie MUC1
Mucine sind Glykoproteine mihohem Molekulargewichtbf{s zu 420kkDa)", die
hauptsachlich von ethielialen Zellen synthetisieriverden”® Man unterscheidet
sekretorische Mucine und membrassoziierte Muciné! Die sekretoriscbn Mucine
sind Hauptbestandteil von Schleim (Mukus}® Dieser verhindert, dass
Mikroorganismen das Epithel erreichen und in den Organismasingen. Membran
assoziierte Mucine spielen wie die sezernierten Mucine eine Rolle in der Protektion der
epithelialen Zellen. Dartiber hinaus koénnen sie Uber zellulageak&iaskaden das
Wachstum und Uberleben von Epithelzellen unterstitzém.diesem Zusammenhang
fungieren Transmembranmucine als Sensoren der extrazellularen Umgebung. Dies kann
entweder Uber einen an der Extrazellulardoméne bindenden Liganden oder uber
Konformationsénderumg durch eine Veranderung der biochemischen Bedingungen,
wie beispielsweise pH oder lonenzusammensetzung, geschehen. Signale kénnen dann
uber postranslationale Veranderungen in das Zellinnere tibertragen werden.
Bei MUC1 handelt essich um ein Transmembranmuginvelches als einzelnes
Polypeptid translatiert und dann durélutocleavagen eine Nterminale (MUCQ-N)
und eine Germinale (MUQ-C) Untereinheit gespalten wird. Die Untereinheiten
werden anschlieend lUber emehtkovalente Bindung verbunden und bilden so einen
Heterodimer® "t
MUC1-C besteht aus einer kurzen extrazellularen Domaéane, einer transmembrandsen
Doméne und einem zytoplasmatischen SchwatidGl cytoplasmatic tail= MUC1-
CT).26
MUCI1-N ist physiologischerweise extrazellular lokalisiert und besteht u.a. aR8®0
Tandem Repeatsvelche zu einem Grol3teil aus déminosauren Serin, Threonin und
Prolin besteher® An diesenAminoséauren wird das Protein starkglykosyliert sodass
die Extrazellulardomane mit ihrerKohlenhydratketten 200 bis 506 von der
Zelloberflache asteht?
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MUC1 findet man physiologischerweise auf der apikalen Seite von fast allen
Epithelzellen von Drisen und Gangen. In der Niere hat man MUC1 im Bereich der
luminalen Oberflache der Zellen der distalen Tubuli und der Sammelbeiobachtet:

MUC1 hat vielfaltige Funktionen, wobei ein Grof3teil der Funktionen Uber MOC1
bzw.v.a.MUC1-CT vermittelt werdenObwohl MUCL1 selbst keine Kinaseaktivitat hat,

ist esaufgrund verschiedener Protdfnoteinrinteraktionen im Zytoplasma mdglich,
dass uber MUC1 verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden.

MUC1-C kann beispielsweise mit TyrosinkinaRezeptoren wie EGFRepidermal
growth factor receptgrinteragieren undpielt so eine Rolle in der Signaltransduktién.
AuRerdem kann es in Verbindung mit bestimmten Transkriptionsfaktoren wid HIE
b-Catenin oder N B(nuclear factor 'kappdight-chainenhancer' of activated -B
cells) in den Nukleus translozieren und ddre Transkription bestimmter Targetgene
modulierer® Da MUCI1-C selbst keine bekannte DNADesoxyribonukleinsaure
bindende Doméane hageht man davon apdass es nicht selbst als Transkriptionsfaktor
fungiert, sondern vielmehr die Affinitdt der Trangiionsfaktoren zu regulatorischen
DNA-Sequenzen reguliel > MUC1-C fungiert also als G@ranskriptionsfaktof?

Da MUC1 in verschiedenen weiteren zellularen Signalwegen eine Rolle, spielt
vermutef dass MUC1 als Verbindungsstick zwischen zellm&agignalnetzwerken
fungiert!® Beispielsweise ist die EGFRignalkaskade (ibeMUC1-CT mit dem

Whn t-CabeninSignalweg assoziiert: iB Stimulation von EGR bewirkt die
Phosphorylierung von MUCL1. Phosphoryliertes MUC1 wiederum steigert die Affinitat
v on MU C-Cateniuundiem ProteilAPC (adenomatous polyposis cpéus dem
Wnt/b-CateninSignalwed®® Auch dieser Signalweg reguliert die Expression
verschiegner GeneS o  w i-Qatdnin fm Rahmen dedVnt/b-CateninSignalwegs
normalerweise ubiquitiniert und abgebaut, sodass es seine Wirkung als
Transkriptionsfaktor nicht entfalten kann. Diese Degradation wird beispielsweise durch
die GlykogenSynthaseK i n a s(6SK-3 bund das ProteimMPC unterstutzt. Bindet
Wnt, ein sekretiertes Glykoprotein, an den VReizeptor wi rd di e D-egr adat
Catenin verhindert, sodass es zur vermehrten Transkription seiner Targetgene und somit
beispielsweiseur vermehrten Expression vatellzyklus-Regulatoren wieCyclin D1

und emyc kommt®

MUC1 kann auch direkt mit verschiedenen Komponenten deégnt/b-Catenin
Signalwegs interagiereri® Beispielsweise binden MUGH o0 mo d i me-Caenimm n b

und stabilisieren dies indem sie den Abbau durch GSKb vermittel't
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Phosphorylierung hemméhAu Cer dem bi |l det MUGteniniemenNuk | e u
Komplex. Dieser bindetn den Cyclin DAPromotor und g-aktiviert sodie Expression

von Cyclin D117

AuRerdem aktiviert MUC1 deRI3K -> Akt-Signalweg’! Wird die PI3K durch MUC1
aktiviert, kommt es zur Phosphorylierung von Phosphatidylinedi®Bisphosphat
(PIP2) und somit zur Entstehung von Phosphatidyline8i#/5 Triphosphat (PIP3).
Dieses bindetan die Proteinkinas B (Akt), welche dadurch aktiviert wird. Digkt

kann durch Phosphorylierung verschiedenste Prozesse der Zelle aktivieren und
inhibieren.Unter an@érem wird Uber die vermehrte Expression des-a@mbptotischen

Bcl (b-cell lymphom#Proteins Becix. die Apoptose verhindert oder Uber die
Aktivierung von mTOR die Translation verschiedener Proteine gestéifjert.

Auch ICAM-1 (intracellular adhesion molecule ) linteragiert im Rahmen der
Signaltransduktion mit MUCL. Es gibt Hinweise, dabser ICAM-1 als Ligand Signale

aus dem Extrazellularraum mittels MUC1 in den Intrazelluarraum ubertragen wétden.
AuRerdem wird MUC1 eine Rolle in der Regulation der -Zell-Interaktion
zugeschrieben. So kann man beobachten, dass unter {b&#xpressn in
kultivierten Zellen eine Bildung von Aggregationsverbiinden gehemmt wird.vidids

v.a. darauf zuriickgefuhrtass die ZelZell-Interaktion durch die grof3ewveit von der
Zelloberflache abstehende Struktur der Mucine beeintrachtigt ®vivdahrend die
Extrazellulardomé&ne von MUC1 mehrere hundert Nanometer aus der Zellmembran
herausragt, reichen Adhasionsmolekiile &i€adherin lediglich ca. 38n Uber die
Zellmembran hinaus. Somit kénnen di€CBdherine nicht miteinander interagieren und
die Zellkortakte richt adaquat ausgebildet werdgnwasdie Zellmobilitaterhoht®

Die Expression von MUCZEelbstwird Uber mehrere Wege reguliert. Beispielsweise
bindet HIF1 U dir ekt an d e n -Gens ounto inceiziert sfoedie MUC 1
Transkription von MUCZ.

Man geht jedoch davon aus, dass HiFUhicht der einzige Regulator der MUC1
Induktion bei Hypoxie ist. Auch andere Targetgene bei Hypoxie wie VEGF undZOX
(Cyclooxygenase 2) konnten eine Rolle spiélddariiber hinaus wird die MUG1
Expression uber den Trangiionsfaktor STAT1/STAT3, welcher an den MUC1
Promoter bindet, hochregulietft. Auch proinflammatorische Zytokine wie TNF
(TumorNekroseF a k t o r FNb}® sowi@ WacHstumsfaktoren wie EGEp{dermal

growth facto)j und Hereguliftt induzieren die MUCExpression. AulRerdem wird die
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MUC1-Expression im Rahmen einer Aktivierung des PI3K Akt-Signalwegs

hochreguliert

1.2.2. MUC1 und Malignome
MUC1 wurde als Transmembranprotein erstmals aus Mamma&arzellen isoliert
und geklont*, sodassMUC1 in Bezug auf das Mammakarzinom am besten erfoistcht
MUC1, in der Klinik eher bekannt als CAIH (Cancer Antigen 18), wird als
etablierter Tumormarker flr das Follayp bei Patientinnen mit Mammand awh
Ovarialkarzinomen verwendet.
Man kannjedoch davon ausgehen, dass vietkeBntnisseausder Erforschung von
MUC1 in Mammakarzinoran auch auf andere Karzinome ubertragbar sind. So wurde
eine Uberexpression von MUGBRNA (messengermRibonukleinsaure)bereits fiir
verschiedene Karzinoepwie z.B.Lunge, Magen, Brust un@érostata beschriebép.
Fir die Ursache der Uberexpression gibt es verschiedene Erklarungsansitze. Lacunza et
al. sehen eine GeaAmplifikation als Grundlage der MUGIberexpression in
Karzinomen’?> Weitere Erklarungsansiatze gehemer von einer Autoregulation im
Rahmen der Signaltransduktion aMéie bereits imAbschnitt 1.2.1beschrieben, spielt
STAT1 als Transkriptionsfaktor in der Regulation der MUJEdpression eine Rolle.
Khodarev et al. haben in diesem Zusammenhang beobadatst, die Interaktion
zwischen MUCIC und STATL in nichtmalignen Mammazellen durclFN begunstigt
wird. Im Gegensatz dazu ist diese Interaktion in malignen Zellen konstitutiv vorhanden.
Dies begunstigt die Expression der Targetgeoe STAT1, zu denen aucklUC1
selbst gehort. Somit kommt es zu einer autoaktivierenden Schleife der STAT1/MUC1
Aktivierung?
Eine zweite autoregulative Schleife ist Uber EGFR vermittelt, da die EEXpRession
ebenfalls tber MUC1 reguliert wird. Eine hohe MUEgpressiorverhindert namlich
den Abbau von EGFR2 EGFR wiederum stimuliert die MUGTranskription indirekt
Uber eine Aktivierung von STAT1/STATS3:1® Hier spielt also erneutin positives
Feedback eine Rolle in der Hochregulation der MtEXpression in Malignonre®!
Eine weitere autoregulative Schleife wird in Bezug auf MUC1 und RelA, einer
Untereinheit des Transkriptionsfaktors {&FB , a n g e MOGhi@Getragt zur
Aktivierung derl KK b -Kinlase)Bbei. Diese phosphoryliert normalerweise den
Inhibitor von NFa B ,odass dieser nicht mehranddM8 bi nden J&8nn nund I
den Nukleus migrieren kann. Durchdie MU€le r mi t t el t e AJdKihasevi er ung
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wird NFFe B al so vermindert ge hemmt und di e
auch MUC1, vermehrt exprimieftMUC1 selbst hemmt zusétzlich die Bindung von

| o B(ticlear factor of kappa light polypeptide gene enhancer -tel inhibitor
alpha), dem Inhibitor von NF6 Ban NFa Bsodass dieser die Wirkung von 1FB
ebenfallsnicht adaquat hemmen kafin.

Eine vierteaubregulative Schlée lauft Uber die PI3k> Akt-Signalkaskade. Wahrend
MUC1 einerseits selbst die EGFR®hangig Aktivierung des PI3k> Akt-Signalwegs
fordert®d, ist es andererseits in Malignomen gerade dureM#tivierung des PI3k>
Akt-Signalwegsund der damit einhergehenden Aktivierung des Transkriptionsfaktors
mTOR hochreguliert!

MUC1 als Onkoprotein werden vielfaltige Funktionen irer dKarzinogenese
zugeschrieben, welchea. in diversen Tierversuchen erforsohirden'®38109.138pys
diesenVersucherwurde geschlussfolgert, dass MU@ls Promoter der Metastasiegun
fungiert, da eine fehlende MUGExpression mitweniger infiltrierenden Zellen,
geringeren Metastasierungsraten und damit einhergehend einem erhdhten
Gesamtiiberlebeginherging'6-3:109.138

AuRRerdem wird MUCL1 eine Rolle im Rahmen d&slaritatsverlust der Tumorzellen
und der epithelialemesenbymalen Transition(EMT) zugeschriebenIn diesem
Zusammenhang ist der Einfluss von MUCL1 auf die-Zell- und ZellMatrix-Kontakte

von besonderer Bedeutung. Beispielsweise wird die Aggregation der Aelkeibereits

im Abschnitt 1.2.1 beschriebedurch die Inhibition von ZelFZell-Kontakten durch E
Cadherin gehemnit? Zudem hat man bei Zellen mit hoher MUGExpression eine
reduzierte mteraktion zwischen Integrinen und der Extrazellularmateobachtet®
MUC1 fungiert also indirekt Uber Hemmung der Zellell-Kontakte als Antk
Adhasionsmolekiil und begiinstigt die Invasion in umliegendes Gé#&be.

Wie bereits ausgefuhrt,ifirt eine gesteigerte MUCExpression zur verlangerten
Aktivierung von EGFR da dieser vermindert abgebaut wiuch dies kann pro
metastatische Interaktionen und/oder Regulationen, z.B. von Integrinen und
Cadherinenverursachen. Auch diese kdonnen zur Unterbreghuwon Zelladh&sionen
und Steigerung der Zellnibtat fiihren. ¢eviewedvon Haley et at®) Ebenso konnte im
Zusammenhang mit einer MU&lberexpression auch eine verminderte Anzahl von
Tight Junctionsbeobachtet werden. Auched wird wiederum auf einmteraktion von
MUC1 mit EGFR zuriickgefuhtt®
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AuRerdem ist der Verlust der Zellpolaritat duteherexpression voMUC1 von groRer
Relevanz fur die Invasivitat und Metastasierung demorzellen.Wie bereits im
Abschnitt 1.2.1beschrieben, wirddUC1 physologischerweise v.a. apikal exprimiert

Im Gegensatz dazust es bei Tumorzellen diffuseund mit zirkumferenzieller
Verteilung exprimierf® Man geht davon aus, dass diesesrainée Verteilungsmuster
ebenfalls eine Trennung von Z&ell- und Zell-Matrix-Kontakten beginstigt-141:151
AuRerdem kommt es durch den Polaritatsverlust der Zellen zur Interaktion zwischen
normalerweise apikal lokalisiertem MUC1 und normalerweise basolateral lokalisierten
Tyrosinkinasen. Somit sind in Tumorzellen b&pielsweise MUC1 und EGFR
unabhangig von der Aroder Abwesenheit von EGEo-lokalisiert® Durch die EGFR
vermittelte Plosphorylierung von MUC1wird die Affinitdt von MUC1 zu anderen
Proteinen wieb-Catenin gesteigett® Man geht davon aus, dagaimorzellen die
Signalwege ausnutzeam ihr Uberleben zu steigern und Prozesse wie Metastasierung
und Invasion zu regulieréd®

Auch die I nt erakti on e nplatelet derivdd) grdwth daomtor P DGF R
r e ¢ e p wvavden dorch die zirkumferenzielle Ergsion von MUC1 begunstigt. Es
konnte gezeigt werden, dass diese Interaktionen ebenfalls die Invasivitdt und
Metastasierungsneigung steigern kondén

Durch die Uberexpression von MUC1 kommt es auch vermehrt zur Internalisierung,
sodass MUC1 auch zytoplastisch nachgewiesen werden kahiKumuliert MUC1
intrazellular, kann es Homodimere bilden, welche dann in den Nukleus oder zur
Mitochondrienmembran transportiert werden. Im Nukleus interagiert MUC1 mit
Transkriptionsfaktoren wie NB B, STATIUNGHIAU (¥strogenrezep
wodurch die Expression der entsprechenden Targetgenterstiitzivird.”® In dieser

Rolle als CeTranskriptionsfaktor ist MUC1 im Rahmen der Karzinogenese relevant, da
es v.a. an der Transkription von Genen, die mit Invasion, Ayegiese und
Metastasierung assoziiert sind, beteiligt'fsDurch die Lokalisation in der duReren
Mitochondrienmembran hemmt MUC1 die Aktivierung des intrinsischen
Apoptosewegs??

Wie bereis im Abschnitt 1.2.lausgefuhrt, aktiviert MUC1 auch den PI3kK Akt-
Signalweg. Auch dieser spielt eine Rolle in Wachstum, Uberleben und Stoffwechsel
von Karzinomzelle#f, da iiber ihn diverse Effektoren fiir das Washsund Uberleben

von Zellen aktiviertwerden’ Obwohl die Relevanaler MUCtinduzierten PI3K

Aktivierung noch nicht vollends geklart &t konnte gezeigt werden, dass eine
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Uberexpression von MUC1 in Mammakarzinomzellen von BA&usen zu einer PI3K
abhangigen Wachstumegierung fuhre?

Wie bereits erwahrkommt MUC1des Weiterereine Rolle in der EMT zu. So fihrte in
Mammakarzinomzellen von DM&usen die Transfektion mit MUC1 zur EMT. Somit
zeigten die Zellen eine verédnderte MorphologreranderteSignalwege und eine
veranderte Expression von #plialen und mesenchyaien Markerr?! Diese
Transition ist ebenfalls auf die Funktion von MUC1 als-Tanskriptionsfaktor
zurtckzufuhren, da MUC neben den bereits erwdhnten Teggnen auch die
Transkription von Genen, die die Transition von epithelialem zu mesenchymalem
Gewebe begiinstigen, fordett.Genaueres zum Zusammenhang zwischen MUC1 und
EMT in RCC findet sich in Abschnitt 1.2.3.

MUC1 spielt auRBerdem eine Rolle in der Immunmodulatswird angenommen, das
membrargebundene Mucine helfedlie Erkennung durch das Immunsystem zu
verhinder®® Im Rahmen der MUGUberexpression koénnten Oberflachenantigene
maskiert werden und somit die Immunreaktion gegen die Tumorzellen unterdriickt
werdent®

ZudemgehenAgrawal et al.weiterfiihrend davon auslsss MUC1 ein Downstream
Effektor der FZell-Stimulation is£? Daraus schlussfolgern Singh et al., dass eine
Funktion von MUC1 im Rahmen der Aktivierung von Immunzellen mit der
Motilitdtssteigerung zusammenhéngen konnte. Dies kénne dann ggf. auch den
Zusammenhang zwischen MUEKkpression und Motilitdtt von Tumorzellen
erklarents®

Weitere Erklarungsansatze wie MUC1 zu einer gesteigerten Zditatotfihrt,
involvieren wiederumdiverse Signalkaskaden. So konnte beispielsweise beobachtet
werden, dass die Phosphorylierung von MWCliber EGFR die Zellmdiiat
steigert®?

Auch uber die Interaktion zwischen ICAMund MUC1 wird die Migrationsfahigkeit

der Tumorzellen gesteigert. Durch Begunstigung der Interaktion zwischen epithelialen
und endothelialen Zellen wird es im Blut zirkulierenden Tumorzellen erméglicht an das
GefaRendothel zu binden und das BlutgefaR wieder zu verlassen.

Wie in Abschnitt 1.2.1in Bezug auf die physiologischen Funktionen von MUC1
beschrieben,begiinstigt MUC1 zudem auch selbst die Angiogenese. Uber die
Interaktion mit HIF1L U wi r d V E G R, whsowieteruen gzur IMigration von
Endothelzellen und zur GefaRbildung firtf.
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AuRerdemkann MUC] wie bereits in Abschnitt 1.2.&rwahnt,direkt an verschiedene

Best andt e i-Caenindignalwegtbindeh. Obwohl der Einfluss dieser MUC1

Bindung in diesem Zusammenhang noch nicht abschlieBend geklart ist, spielen

I nteraktionen von MUC 1 mi t v e r-Gatehin edenen
Signalwegs eine Rolle fir das karzinogene und metastasenbildende Potenzial

verschiedener Kainomzellent3®

1.2.3. MUC1 und RCC
Wie fur viele anderd&arzinome, konnte auch fir RG&ine Uberexpssion von MUC1
gezeigt werden.
Dabei zeigen die versgedenen RCESubtypen in derimmunhistochemie (IHC)
unterschiedliche MUGEXxpressionsmustetWahrend chromophobe RCC meist eine
diffuse zytoplasmatische MUGHEXxpression aufweisen, zeigen papillare und klarzellige
RCC in der Regeleine membranstandige MUEExpression. Dabei kann diese
uberwiegend apikal oder zirkumferenziell sein. Zuml T& die membranstandige
MUC1-Expression auch mit einer diffusen zytoplasmatischen Expression kombiniert.
Langner et al. beobachtetém einer Studie kein einziges klardkges oder papilléares
RCC mit diffuser zytoplasmatischer MU@&xpression ohne zuséatzliche membrandse
MUC1-Expressiorn’?
Auch im Vergleich zum geswlen Nierenparenchym weisen RQfhterschiede im
Expressionsmuster auf. Wahrend MUC1 im normalen Nierenparenchym
immunhistochemisch.a. apikal in den Zellen der distalen Tubuli und der Sammelrohre
nachweibar ist, zeigt sich in RCCeine heterogene Expression von MU€Dabei ist
die MUCLExpression in den Karzinomzellen Uberwiegendiffuser und
zirkumferenziell verteilt.Die apikale Polaritat, die bei den benignen Nierenzellen
beobachtet wurde, ist also in den Tumorzellen weitgehend verloren gedé&ngen.
Neben dem Expressionsgrad und Expressionsmuster von MUCL1 in RCC existieren auch
Studien zur funktionellen Bedeutung von MUC1 in RCBeispielsweisekonnten
Aubert et al. zeigen, dass MUCL1 in die Migration und Invasivitat von-Z€len unter
hypoxischen Bedingungen involviert isDabei habensie einen Zusammenhang
zwischen MUC1Expression und dem pVHL/HYE (Signalweg, der wichtigsten
Kaskadelin Rahmen der Entstehung von R@@zeigt® In normalen Zellen baytVHL
als Genprodukt des VHGens verschiedene Transkriptionsfaktoren wie HIFU i n

Gegenwart von Sauerst ab. Fehlt pvVHL odeSauerstoffwird HIF-1 U st abi | i si er t
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kumuliert. Hieriber wird wiederum die Transkription verschiedener Gene aktiviert,
welche in der Tumorentstehung eine Rolle spiéfen.

HIF-1 U b iala @ranskriptionsfaktou.a. direkt an den Promoter von MUC1 und
induziert die Transkription des OnkoprotefhBies geht mit der Beobachtung einher
dass neben MUC1 auch HIF th RCCiiberexprimiert is®.

Auch Bouillez et al. brachten MUC1 RCGC-Zellen mit einer gesteigerten Invasivitat
und Migrationsfahigkeit, sowie mit einer Erhohung der Lebensfahigkeit, der
Apoptoseresistenz und dem Tumorwachstum in Verbinddagsiedie Invasivitat von
RCCZellen durch die Inhibition von MUGC mittels GG203, einen Peptid, das die
Dimerisierung von MUC1 und seine nukleare Translokation hemmt, signifikant
reduziererkonnten'®

Auch die Art der Glykosylierung konnte einen Einfluss awf Klinik und Pathologie

der RCC haben. So kam es beicRCCPatienten, deren MUCXkermehrt eine
modifizierte Glykosylierung aufwies, haufiger zum Tumorprogress mit Rezidiv,
Metastasierung oder tumorassoziiertem Tbd.

AulRerdem konnte eine Korrelation zwischen MU@EKpression und einer
sarkomatoiden Komponente in R@Ezeigt werdenDabe fiihrte eine Uberexpression
von MUC1 zur Induktion eineEMT.*® Zudemwird angenommen, dass MUC1 die
Bi ndun gCatenmmran den SNAHPromoter moduliertSNAIL wiederum ist ein
Transkriptionsfaktor, der die Transkription vorC&dherin inhibiert. Diesst durch den
Verlust der ZeHZell-Kontakte ein wichtiger Schritter EMT#®

1.2.4. MUC1 und mRCC
MUC1 wurdevon Aubert et alin mRCCim Vergleich zunichtmetastasierten ccRCC
als signifikant starker tberexprimierbeschriebefd Dabei zeigt sich dieMUC1-
Expression bei nichinetastasierten ccRCC meist auf die Membran beschrankt,
wahrend mRCC haufiger eine zytoplasmatische MUERfiression zeigen. Diese sei oft
auch mit einer zirkumferenziellen membranésen MUEXpression kombinieft.
Auch Leroy et alhaben publiziert, dass metastasierende dremin der MUCHHC
mehr gefarbte Zellen aufweisas nichtmetastasierende TumofeMit zunehmender
MUC1-Expression zeigte sich auch ein erhdhtes Risiko fir eine Metastasiemnags
geschlussfolgert wurde, dass MUC1 mit einer Tumorprogression assoziiert ist
Auch Metastasen von mRO&urdenauf ihre MUCZXExpression untersuchbo haben

Leroy et al. durch immunhistochemische Untersuchungen festgestellt, dass 86% der
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Metastasen eine WIC1-Expression aufweisen.Dabei war diese zumeist
zirkumferenziell membranos und zytoplasmati&tim zehn Fallen lag Leroy et al. auch
Gewebe der korrespondierenden Primartumoredavonwaren 90% MUC3positiv

1.2.5. Diagnostische und pradiktive Rolle vorMUC1
Wie bereits im Abschnitt 1.2.2 ausgefuhdt MUC1 unter dem Namen CA15 im
Serumals Tumormarker irder Diagnostik und Nachsorge dgemmakarzinoms und
des Ovarialkarzinoms etabli€ftZwar konnteeine Uberexpression von ML1 auch fiir
viele andereTumore gezeigt werdet, allerdings findet MUC1 hier im klinischen
Alltag bisher keine Anwendung.
Fir das Mammakarzinom gilt CAi% auch als prognostisch relevaftDennoch gibt
es Daten, dass MUCduch fur andere Tumorentitdtgan prognostischeRelevanz ist.
So wurde eine Uberexpression von MUC1 in Tumorzellen in diversen Tumorentitaten
mit einer schlechten Prognose in Verbindung gebracht. Dies ist beispielsweise bei
gastrointestinalen Adenokarzinonipf:64.76.90.96,147 dsophagealen
Plattenepthelkarzinomet?®, Adenokarzinomen des Endometristif und NSCLC fion
small cell lung cancéf® der Fall
Auch in Bezug aufccRCC wird eine vermehrte Expression h&ufig mit einer
schlechteren Prognose und einer vermehrten Metastasierung in Verbindung
gebracht®’479zudem konnte in einigen Studien eine signifikante Korrelation zwischen
dem Level der MUCZEXxpression und dem Tumorgliag, dem FStadiumund der
Tumorprogression festgestellt werden. Allerdings liegen in diesem Zusammenhang
verschiedene Studien mit teilweise sehr unterschiedlichen Ergebnisseitver.
Langner et alhaberkeinen Zusammenhang zwischen dem MtEXpresgonsgrad und
dem T-Stadium und Grading zeigekbnnen Stattdessen wurde ein Zusammenhang
zwischen dem MUGExpressionsmuster und dem-Stadium und dem Grading
gezeigt’* Wahrend Tumore mit niedrigem gStadium (pT1, pT2) und niedrigem
Grading (G1, G2) eheein apikales membrantses MU€EXpressionsmuster zeigten,
wurde bei Tumoren mit hohem gHtadium (pT3) und hohem Grading (G3, G4)
vorwiegend ein zirkumferenziell membrantses Expressionsmuster mit oder ohne
diffuse zytoplasmatische Expression beobaclitet.
Ahnliche Assoziationen zeigten sich auch in anderen Stég#iémieser Unterschied

im Expressionsmuster war auRerdem mit dem metastaeien Uberleben assoziiétt
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Auch in Bezug auf das Gesamtuberleben konnten Langner et al. dhnliche Ergebnisse
zeigen: Die schlechteste Prognose hatten dabei Patienten mit einer zirkumferenziell
membrandsen MUGExpression, die zuséatzlich eine zytoplasmatische MUC1
Expression zeigtenlm Gegensatz dazu war die Korrelation mit dem MUC1
Expressionsgrad allenfalls von geringer Signifik&hz.

AulRRerdem korreliert der Grad der MUGCExpression umgekehrt mit dem
postoperativen Uberleben nach Tumorresekiton.

Auch die Metastasierungstendenz retiert mit der MUCZExpression. So zelgn
Patienten mit Metastasen eine signifikant starkere MB&ression als Patienten ohne
Metastasef.'*"®

Abgeleitet von diesen Untersuchungsergebnissen, ist MUC1 patenzieller
prognostischeMarker. Um dies zu verifizieren, bedarf es jedoch weiterer grol3er

angelegter Studiefy.

1.3. Problem und Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse der differelellen Expressionsmuster von
MUC1 in priméarerccRCCundccRCC-MetastasengewebBesonderg Augenmerk soll
hier aufdie Bewertung detumorbiologischen und prognostischealevanz deMUC1-
Expressionn den unterschiedlicheBeweberfallen. Dabei solldie MUCI-Expression

in normalem NierenparenchyrmmgRCC-Gewebe undcRCC-Metastasengeebe jeveils

auf Assoziationen mit klinisecpathologischerParameterrund dem Gesamtiiberleben
untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeiterdendie zytoplasmatische und die membrandse Expression
von MUC1 unabhéngig voneinander bestimmt und auch ausgewertet, wahrend in
anderen Studien zumeist nur die Anzahl der My@sitiven undMUC1-negativen
Zellen insgesamt bestimmt wurde.

Dartber hinaus solleprift werden, ob die MUCEXxpression im Metastasengewebe
abhangig vorder Lokalisatiorder Metastasen ist

Im Hinblick auf die aktuellen Entwicklungen deystentherapie mit MUCL1 als
Angriffspunkt, kbnnten die Ergebnisse diegebeit die Selektion der Patienten flr

entsprechende Therapien beeinflussen.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektive

Fur das Kollektiv mit primarenccRCC wurden die Daten von Patienten mit
verfugbarem Nierengewepedie zwischen Mai 2007 und April 201@n der
Universitatsklinik fur Urologiein Tubingen aufgrund einesccRCC komplett oder
partiell nephrektomiert wurden, gesammelt.

Fir das Kollektiv derccRCG-Metastasenwurden Patientendaten voRatienten
gesammelt, disich zwischen September 1990 und J@6iLl1an der Universitatsklinik
fur Urologie in Tubingen einer Metastasenresektiohei metastasiertenccRCC
unterzogen haben.

Fur beide Kollektive wurdendie klinischen und pathologischen Daten in einer

Datenbank erfassHierzu gehorten folgende Daten:
- Alter
- OP-Datum OPR-Dauer

- Tumorausehnung (FStadium, Fettgewebsinfiltration (pelvin, perirenal),

Kapselinfiltration, Infiltration der Nebennieren
- Regionare Lymphknotenmetastasen
- Fernmetastasqiiokalisation)
- Resektionsstatus
- Veneninvasion
- Grading nach Fulnmann
- Tumordurchmesser
- Tumorlokalisation (rechts, links, beidseits)
- Tumormorphologie (Nekrose, sarkomatoide Differenzierung)
- Rezidiv (metachron, synchron, Datum des Auftretens)
- Follow-up (letztes followup, Todesdatum, RG&@bhéngiger Tod)
- Korpergrol3e, Korpgewicht
- Diabetes mellitus (insulinpflichtig ja/nein, niichtern BZ)

- Praoperative Laborwerte (Leukozyten, Hb, Thrombozyten, Kreatinin, Harnstoff,
LDH, Calcium, CRP, GOT, GPT, GGT, AP
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- Glukosurie, Proteinurie

- KarnowskyPerformance tatus

- Nikotin

- Alkohol

- Hyperlipidamie

- ASA-Risikoklassifikation

- MSKCC-Score(MotzerKriterien, siehe unten

- OP-Verfahren (Nephrektomie,

abdominal, laparoskopisch)

Nierenteilresektion, offambal, offen

Die MotzerKriterien wurden vonmMemorial SloarKettering Cancer CentgiMSKCC)

entwickelt und erlauben eine Risikostratifizierung von Patienten mit mRCabelle

4 zeigt die MotzeiKriterien.

Tabelle4: Motzer Kriterien (modifiziert nacRowles et a1

KarnofskyIndex

<80%

Zeit zwischen Diagnose und Therapiebeginn

<12 Monate

Hamoglobin

<untererGrenzwert des laborspezifischen Referenzbereic|

LDH

>1,5faches des oberen Grenzwerts des laborspezifis

Referenzbereichs

Korrigiertes Serumcalcium

>10,0mg/dl (2,4mmol/L)

Ein niedriges Risiko besteht sofern kein Risikofaktor vorliegt. Ein intermediéres Risiko

besteht bei Vorliegen von ein oder zwei Risikofaktoren und ein hohes Risiko beim

Vorliegen von drei oder mehr Risikofaktor&n.

Nach Uberprifung des vorgeschlagergtudiendesigns stimmte die Ethikkommission

der Universitat Tubingen den geplanten Untersuchungen zu (078/2012B02).

2.2. Untersuchungsmaterial

Die Operationsresektate vden in Paraffin fixiertund im Archiv des Instituts flr

Pathologie und Neuropathologiein Tubingen gelagert.Die Paraffinblécke mit

Nierengewebe der Studienteilnehmer wurden aus dem Archiv herausgéssgéstamt
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konnten 90 Patienten mit RG@etastasen und 61 Patienten mit prirm&ceRCCin die
Studie einbezogen werden
Da bei den Patienteim MetastaseiKollektiv zum Teil mehrere Metastasen reseziert

wurden, umfasste dieses Kollektiv letztendlich 151 Metastasen.

Im Rahmen der klinischen Diagnostik wurden bereits Schnitte in Hamatdxgtim
(HE-) Farlung zu den Bloécken angefertigt, wedobbenfalls im Archiv des Instituts fur
Pathologieund Neuropathologien Tubingen gelagertverden Die Schnitte wurden
mikroskopiert und pro Patient wurden zwei Areale mit Tumorgewebe markigrtlas
Kollektiv mit ccRCC-Priméartumorenwurde, wenn vorhanden zusétzlich je ein Areal
mit benignem Nierenparenchym markiert.

Fragliche Befunde wurden durch den Pathologen Dr. Marcus Sdtarpolliert und

verifiziert bzw.revidiert. AnschlieRend wurden Tissue Micro Arrays erstellt.

2.3. Tissue Micro Array (TM A)

Dieses Verfahren wurde bereits 1998 von Kononen et al. als Mdglichkeit fir einen
hohen Durchsatz bei der Gewebeuntersuchung beschfieben.

Zur Erstellung einesTMA werden zylinderférmigeStanzen aus Gewebeproben in
Paaffinblocken, den sogenanntedonorBlécken, entnoimen und auf einen
sogenannten recipientParaffinblock  Ubertragen. Nach  Ubertragung  aller
Gewebezylinder in denrecipientBlock wird dieser fur 120 Minuten im
Warmeschrank inkubiert, sodass die Gewebezylinder fest im Paraffinblock
eingescmolzen sind und die Stabilitat fir das Schneiden mit dem Mikrotom zur
Herstellung der Schnitte gewahrleistet ist.

Je nach Zylinderdurchmesser, Zylinderabstand und Geréat kdnnen so unterschiedlich
viele Gewebeproben gleichzeitig gefarbt und ausgewertet wefddangig von den
Gewebeeigenschaften kdnnen so bis zu 1000 Gewebeproben aufeeipsgantBlock
Ubertragen werden und simultan untersucht weféieBa alle Zylinder eines
Paraffinblocks parallel immunhistochemisch gefarbt werden, spielen Unterschiede
der Farbequalitat oder leichte Abweichungen in der Verarbeitung keine®Rolle.

Fur die vorliegendeArbeit wurde das manuelle TM&erat MTA | von Beecher
Instruments (Silver Springs USA) aus dem urologischen Labor des

Universitatsklinikums Tubingen veewdet. Dabei wurden Stanzen mitmin
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Durchmesser in einem Mittelpunkt-Mittelpunkt-Abstand wn 2nm eingebrachtin
Abbildung 3 sieht man das manuelle TM@&erat aus dem urologischen Labor mit
einemrecipientBlock des PrimartumekKollektivs dieser Arbeit.

Abbildung3: TMA-Gerat im urologischen Labor der Universitatsklinik Tibingen mit eiremipientBlock

Aus dem Patientenkollektiv mit primdreccRCC wurden po Prim&rtumor zwei
Stanzen auf derecipientBlock Ubertragen. Zum Vergleickonnte von 50 Patienten
aus diesem Kollektiveine korrespondierendeGewebestanze aus dem gesunden
Nierengewebe entnommaeind ebenfalls auf demecipientBlock tGbertragenverden

Pro Patientaus dem Kollektiv der primarencRCC wurden somit insgesamt drei
Gewebezylinder auf demecipientBlock Ubertragen.Eine Ausnahme bilden hier
beispielsweis@atienten mit besonders kleinen Tumoueid die Patienten, fur die kein
benignes Nierenparenchym zur Verfigung stafdfgrund dergeringen Menge an

Gewebe, wurden hier zum Teil weniger Stanzen pro Patient angefertigt. Um eine
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korrekte Zuordnung von Stanzzylinder und Patient zu gewahrleisten, wurden zur
besseren Orientierung zumilfT8chweinemuskelproben in deacipientParaffinblod
ubertragen.

Fur das Patientenkollektiv der mRCC wurden aus jedem Metastasenresektat zwei
Gewebestanzen entnommen und auf eiremipientBlock Ubertragen. Abhangig von

der Arzahl der resezierten Metastaderden sich also unterschiedlich vidl¥ots pro

Patient aus diesem Kollektim recipientBlock.

2.4. Immunhistochemie(IHC)

Immunhistochemische Analysen sind der Goldstandard fir die Untersuchung von
Proteinexpression igitu. Im Rahmen einer immunhistochemischen Untersuchuny

das zu untersuchendrRrotein zun&chst mit einem ersten Antikdrper markiert. In einem
zweiten Schritt wird dann ein zweiter Antikdrper, der gegen den ersten Antikorper
gerichtet ist, verwendet. Dieser ist markiert, sodass die Proteinexpression indirekt
verdeutlicht wird. FUr éi Markierung des zweiten Antiképs kann man beispielsweise
Fluoreszenzfarbstoffe nutzen, sodass die Proteinexpression visualisiert werdé#f kann.
Im Rahmen dieseirbeit wurden die immunhistochemischen Farbungen maschinell am
Institut fur Pathologieund Neuropathologiean der Universitatsklinik Tubingen
durchgefuhrt. Daflr wurdeder Farbeautomat Benchmark XT (Ventana Medical
Systems, Tucson, Arizona, USA) verwendet. dem Farbeautomaten laufen alle
Arbeitsschritte maschinell und standardisiert ab.

Zunachst waden die Proben zur Entparaffinierungt EZ Prep™ (Ventana Medical
Systems, Tucson, Arizona, USA) als Losungsmitieles Agensuf 60°Cerhitzt.

Um gleichmallige Reaktionsbedingungen zu gewéhrleisten, tragt die Farbemaschine
automatisiert eind’ufferlésung auf die Objekttrager auh diesem Fall wurde Cell
Conditioner IM (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA) auf die
Objekttrager aufgetragen. Hierbei handelt es sich um BiiséBoratEDTA (ethylene
diamine tetraacetic acjLosungmit einem pHWert von 8,4. Durch die Applikation

des Cell Conditioner™ wird zudem die Immunreaktion zwischen Prir&irtikbrper

und Zielantigen verbessert, da diatlyene demaskiert werden. Nach der Applikation
des Cell Conditioner ™ wurden die Gewelpgoben iber 60 Minuten bei 60°C

inkubiert.

29



Um ein Verdunsten der Pufferlésung und der weiteren Agenzierrundert, wude

zuvor automatisiert ein Ultra LC%-Liquid Coverslip (Ventana Medical Systems,
Tucson, Arizona, USA) aufgetragen. Hierbei handslisieh um ein aliphatisches O,
welches einerseits das Austrocken der Reagenzien verhindert und anderseits durchlassig
ist fur weitere im Verlaufpplizierte Reagenzien.

Anschlie3end wurden die Antikdrper aufgetrag@ls primarer Antikbrper, der gegen
MUC1 gerichtet ist, wurde der Antikdrper Ma698¢ v ocast r a E, Produkt C
MUC-1, Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland) verwendet. Dieser wurde im
Verhaltnis 1:300 mit derkommerziellen Verdinnungslosumgntibody Diluent Griin
(Dako, Glostrup, Danemarkgrdinnt

Als sekundare Antikorper wurdestandardmaRigiotinillierte Immunglobuline von

Maus und Kaninchen aus dem iView DAB Detection KRdche, Basel, Schwgiz
verwendet. Diese wdenautomatisiertir 8 Minutenvom Farbeautomatankubiert.
Anschlieend flgt der Farbeautomat automatisiert die weiteren Reagenzien zum
Nachweis von MUC1 aus dem iView DAB Detection Kit hinzu. So wurde in einem
nachsten Schritt die iView AvidiRlorseradishPeroxidase (Avidin HRPO) hinzugefugt.
Dieses Enzym bindenit hoher Affinitat an das Biotin der sekundaren Antikorper. Nach
weiteren 8 Minuten Inkubationszeit hat der Farbeautomat dann Chromogen als
Farbstoff hinzugefiigt. Nachdenueéh hie 8 Minuten inkubiert worden wathat der
Farbeautomat iView FD- als Substrat der Avidin HRPO hinzugefugt. Nach erneuten 8
Minuten Inkubationszeit hat der Farbeautomat noch iView Qopipeugefigtum die
Farbungzw er st @2 r ken. Die Gegenfa@rbung wurde mit
Dieses wird im Institut fir Phologie und Neuropathologien Tubingen selbst
hergestellt und wurde 4 Minuten inkubiert.

Nach Beendigung der Farbeprozesse wurden die Objekttrager zunachst in Spulmittel
geschwenkt und dann untéieRendemwasser abgespult. Anschliel3end wurden sie mit
destilliertem Wasser abgespilt und dann in einer agtsteen Alkoholreihe mit 70
100%-igem Ethanol behandelt. Danach wurden die Objekttrager in Xylol gebadet um
auch den Rest des>8 zu entfernen. Abstie3end wurden die Proben mit Cytoseal
(Thermo Scienfic, Waltham, USA)ingedeckt.

Da der Antikbrper am Institut fir Pathologiend Neuropathologign Tubingen
standardisiert und routinemafig verwendet wird, wurden keine gesonderten Farbungen
fur die Positiv und die Negativkontrolle durchgefuhrt. Stattdesdammnte die
Farbespezifitat anhand interner Kontrollen Gberprift werden.
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2.5. Auswertung TMA

Zur dgitalen Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurden die MUC1
gefarbten Objekttragemit dem Leica Slide Scanner SCN400 (Leica Biosystems,
Wetzlar, Deutschlandgingescannt. Mit der SoftwalenageScopeAperio ePathology
(Leico Biosystems Wetzlar, Deutschland) konnten die Scansdann am
Computerbildschirm betrachtet vaden.

Fir die semiguantitative Auswertung der immunhistochemisch deéin TMAS,
wurden die verschiedenen Farbeintensitaten zunachst skaliert (O=ungefarbt, 1=leicht
gefarbt, 2=maRig efarbt, 3=stark gefarbt)Die verschiedenerintensitaten zeigen
Abbildung 4 fir die Intensitaten der zytoplasmatischen FarbungenAlbidldung 5

fur die Intensitéaten der membrandsen Farbungen.
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T NN e & P A s I TR {4t WA 3
Abbildung5: membrandse MUGEXxpressio g der Intensitaten (0 bis 3) (200fache VergrofRerung)

Anschlie3end wurden fiir jede Probe jeweils der Anteil der zytoplasmatisch gefarbten
und der Anteil der membrands gefarbten Zellen in einem zuvor markierten
Referenzareal ausgezahlt. Diese Auszahlung haben Dr. Steffen Rausch und cand. med.
Johanna Beermanuanabhéngig voneinander zweimal verblindet vorgenommen. Bei
groReren Abweichungen wurde dieszahlung erneut kontrolliert.

Aus dem Anteil der gefarbten Zellen und der Intensitat der Farbung konnte dann durch
Multiplikation jeweils der IR-Score (immunohistehemistry reactivity scordRYS) fur

die zytoplasmatische und die membrandse Farbengchnet werden.

Die berechneten HWScores wurden zu den korrespondierenden Patienten in die
Datentabelle tGbertragen.

Somit konnten die aus der immunhistochemischen R@rleumittelten Scores mit den

im Abschnitt 2.1beschriebenen klinischen Daten verglichen werden.
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2.6. Statistische Analysen

2.6.1. Kilinische Daten
Die Kklinischen Daten die aus dem Krankenhatgormationsystem ISH der
Universitatsklinik Tubingen erhoben wurdemurdensoweit moglich kategorialisiert.
Im Rahmen der Erhebung des Folloys wurden die Patienten telefonisch kontaktiert
und das Datum des Telefonkontakts notiert. Bei Patienten, die telefonisch nicht zu
erreichen waren, wurde der aktuellste Klinikkdntaus dem ISH als Datum dieszten

Follow-ups Gbernommen.

2.6.2. Immunhistochemie
Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde fur alle Proben d&cdRe als
Produkt des Intensitatsgrads (0 bis 3) und dem relativen Anteil der gefarbten Zellen (0,0
bis 1,0) beechnetSo ergibt sich beispielsweise fiur eine Gewebeprobe, bei der 70% der
Zellen malig gefarbt sinein IR-Score von 0,7 x 2 = 1,4.
Bei dem Metastasenkollektiv wurde fir jede Metastase aus den mindesteri3otsyei
die pro Metastase auf den TMA Ubereag wurden, jeweils der arithmetsche
Mittelwert der Farbeintensitaten, der relativen Anteile der gefarbten Zellen und-der IR
Scores berechnet. AuRerdem wurden bei diesem Kollektiv jeweils die entsprechenden
Mittelwerte aller Metastsen eines Patientéerechnet.
Lagen innerhalb einer Gewebeprobe Farbungen unterschiedlicher Intensitaten vor,
wurde die Intensitat, in der die meisten Zellen gefarbt waren, flr die weitere Analyse

verwendet

2.6.3. Tests undSoftware
Die statistischen Berechnungéir diese Arbeitwurden mit dem Statistikprogramm
MedCalc (Version 12.5, Ostend, Belgien) durchgefihrt.
Zum Vergleich der MUCZEXxpression zwis@#n denccRCGMetastasen, primaren
ccRCC und normalem Nierenparenchym wur@ee Variazanalyse mittelseing
KruskalWallis-Analyse als posthocTest durchgefiihrt. Korrelationen zwischen
kategorialen Variablewurden mit dem ChQuadratTestgeprift
Um Uberleberraten in Abhangigkeit von einer hohen oder niedrigen MUC1
Expressiondarzustellen wurden KaplarMeier-Analysen durchgeftihrt. Dabei wurde

eine hohe MUCZExpression als grofer dem medianen MtKatbescore und eine

33



niedrige  MUCZLExpression als KkleinAgleich dem medianen MUGEarbescore
definiert. Unterschiede im Gesamtuberleben zwischen den Patientedikae wurden
mittels Logrank-Test evaluiertZum Vergleich der Expressionsgrade una Analyse
maoglicher Korrelationen von zytommatischer und membranrdéser Expression von
MUC1 erfolgten lineare Regressionsanalysen.

Um die Korrelation zwischen klinisem Parametern und dem Gesamtiiberleben zu
untersuchen wurden uivariate und multivariate Cox-Regression#nalysen
durchgefiuhrt

Bei allen Tests wurde 0,05 als stagtisch signifikant definiert.

3. Ergebnisse

3.1. RCC-Kollektiv

3.1.1. Patientenkollektiv und klinische Parameter
Das Kollektiv derccRCGPrimartumore umfasste @latientenlm Durchschnitt hatten
die Patientenn diesemKollektiv zum Zeitpunktder Diagnose ein Alter von 64,2
Jahren. Dabei waren 55,78ér Patienten mannlich und 4%3Jler Patienten weiblich.
Von den Patienten in diesem Kollektiv hatten 54,1% ewiRCC-Erkrankung im T1
Stadium.Nur 9,8% deTumore warenm Stadium T2 un@6,1% im Stadium T3. Dabei
variierten die TumorgréR3en zwischen drdund 160cm.
19,7% der Patienten waren zum Zeitpunkt@atenauswertung bereits verstorben.
Weitere Charakteristika des PatientenKdikes finden sich inTabelle 5.
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Tabelle5: Charakteristikaler Patienten mitcRCGPriméartumor(KI = Konfidenzintervall)

n %

Mannlich 34 55,7%
Weiblich 27 44,3%
Median 64,18 35,7 bis
(Range) 87,9

la 17 27,9%
1b 16 26,2%
2a 5 8,2%

2b 1 1,6%

3a 10 16,4%
3b 12 19,7%
Gl 14 23,0%
G2 39 63,9%
G3G4 8 13,1%
Negativ 56 91,8%
Positiv 5 8,2%

Negativ 54 88,5%
Positiv 7 11,5%
Negativ 57 93,4%
Positiv 4 6,6%

Nein 58 95,1%
Ja 3 4,9%

Nein 53 86,9%
Ja 8 13,1%
Median 55 1,4 bis
(Range) 16,0

Median 53,30 46,4 bis
(95%KI) 56,9

Nein 49 80,3%
Ja 12 19,7%

3.1.2. Immunhistochemie

Das benigne Nierenparenchym zeigte sich Uberwiegend schwach bis nicht-MUCL1
positiv. Lediglich im Bereich der distalen Tubuli und der Sammelrabigte sicheine
zytoplasmatischeAnfarbung unterschiedlicher Intensitéihd eine meist prominente
membrandsegpikal lokalisierte Expression von MUCL1.

Die Abbildungen 6 bis 9 zeigen Beispiele fur die verschiedenen Intensitaten der

zytoplasmatischen Farbung in benignem Nierenparenchym ufe20@r Vergrol3erung.
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Abbildung6: rote Markierung: keine zytoplasmatische MUEdrbung in berginen Nierenparenchyr200-fache
VergréRRerung)
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Abbildung7: rote Markierung: zytoplasmatische MUE&rbung der Intensitéat 1 in benign&ierenparenchym
(200-fache VergroRRerung)
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Abbildung8: rote Markierung: zytoplasmatische MUEarbung der Intensitat 2 in benignem Nierenparenchym
(200-fache VergroRRerung)
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Abbildung9: roteMarkierung: zytoplasmatische MU&Farbung der Intensitat 3 in benignem Nierenparenchym
(200-fache VergroRRerung)
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Die Abbildungen 10 bis 13 zeigen membrandse MUEHarbungen unterschiedlicher

Intensitaten in benignem Nierenparenchym.

;‘» .L e~ v‘_'\\‘& ‘5’3

ngll: rote Makierng: embralsé MUCZXFarbung er In
fache VergrofRerung)
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Abbildung12: rote Markierung: membrasé MUCZLFarbung der Intensitat 2 in
fache VergroRerung)

Abbildung 13: roteMarkierung: membrarge MUCZLFarbung der Intensitat 3 in benig enparencf20t
fache VergrofRerung)

Abbildung 14 zeigt die Verteilung der zytoplasmatischen und membrands&tdires

der50 Proben mit benignem Nierenparenchyder Korrdationskoeffizent betragt 0,03

und der pWert 0,826.
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Abbildung 14: Korrelation der zytoplasmatischen-Athse) und membrandsen-@chse) IRScores in benignem
Nierenparenchym

Der geringste IRScore fur die zytoplasmatischRlUC1-Expression inbengnem

Nierenparenchym betrug 0,1dnd der hockte IRScore fur die zytoplasmatische
MUC1-Expression betrg 2,70 Der Mittelwert hg bei 1,16 und der Median bei 1,04
Weitere Daten zur zytoplasmatischen MUEXdpressonin benignem Nieznparenchym

finden sich in deabellen 6und 7.

Tabelle6: statistische Analyse der zytoplasmatischen MiEXfpression in benignem Nierenparenchym

50

0,14 2,70

1,16+ 0,07

1,04

Tabelle7: Perzentilen der zytoplasmatischen MUExpression in benignem Nierenparenchym

0,19bis 0,69

0,76 0,61bis0,84
1,46 1,17bis 1,65
1,86 1,52bis 2,28
2,21
2,28
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Fur die membrandse MUGHXxpression in benignem Nierenpategm ergab sich ein
minimaler IR-Score von 0,0 unéin maximaledR-Score von 1,0Der Mittelwert der
IR-Scores demembrantsen MUGEXxpression in benignem Nierenparenchwg bei
0,30 und der Median bei 0,2Weitere Ergebnisse der statistischen Analyse zeigen

Tabellen8und 9.

Tabelle8: statistische Analyse der i8cores der membranésktJC1-Expression in benignem Nierenparenchym

50

0,001 1,00
0,30+ 0,2
0,21

Tabelle9: Perzentilen der membrandsen MUEgpression in benignem Nierenparenchym

0,00
0,00
0,04 0,00bis 0,05
0,07 0,04bis0,12
0,28 0,20bis 0,40
0,45 0,35bis 0,81
0,67
0,82

Im Gegensatz zu benignen Nierenparenchyzeigte sich bei den primaregRCCeine
diffusere MUCZExpression. Diese zeigte sich zum Teil vornehmlich membrands, aber
zum Teil auch vornehmlich zytoplasmatisch7 der 111 (69,4%) Stanzen aus
Tumorgewebezeigtenzumindest stellenweisauch eine kombinierte Expression von
MUC1, also membranés und zytoplasmatisch.

In den Abbildungen 15 bis 18 sind beispielhaft ccRCGPrimartumore mit

zytoplasmatischer MUGE&arbung unterschiedlicher Intensitéteu sehen.
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In den Abbildungen 19 bis 22 sind beispielhaft ccRCGPrimartumore mit

membrandsen MUCGE&rbungen unterschiedlichiettensitaten zu sehen.
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Abbildung20: rote Markierung: membranése MU&ERrbung demtensitat 1 im RC&rimartumor(200-fache
VergroRerung)
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Abbildung 23 zeigt die Korrelation der IFScores der zytoplasmatischen MUC1
Expression mit denen der merahtsen MUCIEXxpression in den 6grimarenccRCC
Der Korrelationskoeffizient betragt 8 mit einem pWert von 0,005.
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Abbildung23: Korrelation der IRScores der zytoplasmatischenf¢hse) und der membrandsenf¢hse) MUC1
Expression in priméren ccRCC

Dabei hat sich fur die zytoplasmatische MUEXpression im Gewebe decRCGC

Primartumoreder geringste IRScore von @O0 und der hochste H8core von 2,94
ergebenDer Mittelwert liegt bei 0,69 und der Median bei Q,90eitere Ergebnisse der
statistischen MiERpression in ccRCG

Analyse der zytoplasmatischen

Primartumoren zeigetdiie Tabellen 10und 11.

Tabellel0: statistische Analyse der {Bcores der zytoplasmatischen MUEgpression in ®®CC-Primartumoren

61

0,007 2,94

0,69+ 0,09

0,50

Tabellel1: Perzentilen der zytoplasmatischen MUE#pression in ccRC®rimartumoren

0,00
0,00
0,00 0,00bis 0,00
0,02 0,00bis 0,41
1,05 0,85bis 1,64
1,84 1,34bis2,14
2,00
2,26
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Fur die membranése MUGHEXxpression inccRCGPrimartumoren liegt der geringste
IR-Score beD,00 und der hochste HScore bei 3)0. Der Mittelwert liegt bei 0,91 und
der Median bei 0,59Weitere Ergebnisse der statistischen Analyse der membrandsen

MUC1-Expression irtcRCGPrimarumoren zeigedie Tabellen 12und 13.

Tabellel2: statistische Analyse der {8cores der membranésen MUE%pression irccRCCGPrimartumoren

61
0,007 3,00

0,%9

Tabellel3: Perzentilen der IFScores fur die membrandse MUEkpressiorin ccRCGPrimartumoren

0,00
0,00
0,01 0,00bis 0p4
0,08 0,02bis 0,32
1,55 1,19bis 1,93
2,22 1,78bis 2,93
2,40
2,93

3.1.3. Vergleich IHC benignes Nierenparenchynvs.ccRCC-Gewebe
Von den Gewebeproben aus den primaceRCC waren 83,6%MUC1-positiv. Im
Gegensatz dazu zeigten sogar 100% der korrespondierenden Proben mit benignem
Nierenparenchym MUC%ositive Zellen, wobei diese auf die distalen Tubuli und
Sammelrohre beschréankgren.
Auffallig ist dabei jedoch der Unterschied zwischen degprEssionsmustern. Wie in
Abbildung 24 und Abbildung 25 zu sehen ist, Uberwiegt bei den benignen
Gewebeproben vornehmlich eine zytoplasmatische Expression von MUCL. Im
Gegensatz dazu weiseredorimaren RCC verstarkt eine membrandse Expression von
MUC1 auf.
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Abbildung24: BoxplotDarstellung der IRScores der MUCGEXpression in benignem Nierenparenchym

ccRCC-Primdrtumor
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Abbildung25: Boxplot-Darstellung der IRScores der MUCGEXpression in priméren ccRCC

3.1.4. Univariate AnalysenlHC -Farbung vs. klinische Parameter
Im Rahmen der univarien Analysen wurdenittels ChiQuadraiTestein statistischer
Zusammenhang zwischen den klinigmthologischen Parametern und der MUC1
Expression der primaren RCC gesucht. Hierbdminte der entsprechende Median

jeweils als Grenze zwisché&mherundniedrigerMUC1-Expression.
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Im Zuge dieser Testkonnte fir keinen der getesteten Kkliniguthologischen
Parameter eine signifikante Assoziation zu einer zytoplasmatischen oder membrandsen

MUC1-Expression gefunden werdddie p-Werte der Analysen zeidtabelle 14.

Tabelle14: Korrelation der MUC1Expressionsmuster mit klinisghathologischen Parametern in primaren ccRCC (n
=61)

p=0,4251 p=0,9227 p=0,6126
p=0,6151 p=0,8178 p=0,5372
p=0,9028 p=0,9505 p=0,7291
p=0,1290 p=0,0851 p=0,1347
p=0,1610 p=0,9085 p=0,8295
p=0,7843 p=0,8178 p=0,6125
p=0,9024 p=0,2443 p=0,7148
~ Leukozytose p=0,9758 p=0,5735 p=0,4668
p=0,6729 p=0,5163 p=0,6126
_ p=0,9323 p=0,6086 p=0,7609

3.1.5. Univariate AnalysenlHC -Farbung vs. Survival
Wie in den KaplanMeier-Kurven in Abbildungen 26 bis 28 deutlich wird, konnten in
Bezug auf primareccRCC keine signifikanten Unterschiede im Gesamtuberleben
zwischen den Patienten mit hoher und niedriggtoplasmatischer (p=0,387) und
membrandser ([3;638) MUC1-Expression nachgewiesen werden.
Auch zwischen den Patienten mit MU@dsitiven und MUCinegativenTumoren
zeigte sich kein signifikanter Unterseliim Gesamtuberben (p9,164. Interessant ist
dennoch, dass hierbei die Patienten, derencofankein MUC1 exprimierten (183,

keine Events zeigten undrauZeitpunkt des Follovupsnoch lebten.
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Abbildung26: KaplanMeier-Kurven fir zytoplasmatische MUGHExpression in RC&@rimartumoren (p=0,387)
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Abbildung27: KaplanMeier-Kurven fiir membranése MUGHEXxpression in RC@rimartumoren (p=0,638)
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Abbildung28: KaplanMeier-Kurven fir gesamte MUGEXxpression in RC@rimartumoren (p=0,164)

Im Rahmen der univarianten Gé&egressionsanalyse wurde der Einfluss verschiedener
klinisch-pathologischer Parameter auf dassamtiberleben untersucht. Dabei konnte
im Kollektiv der Patienten mit primaremccRCC eine Abhangigkeit des
Gesamtuberlebengon dem FStadium X2 (p=0,037), dem Grading G2 (p=0,010),
der Anwesenheit sarkomatoider Komponenten in detolbgischen Unterschung
(p=0,015), einem positten Lymphknotenstatus £0,001) und einem positiven
Fernmetastasenstatus gezeigt wel(ge,003)

Dabei war das Risiko zu Versterben bei einerstddium >T2 aufdas 4,04fache
gesteigert, bei einem Grading >G2 @ak4,95fachegesteigert und bei sarkomatoiden
Komponenten, Lymphknoterund Fernmetastasen sogar dat7,18-, 7,16- und das
6,55-fachegesteigert.

Néhere Informationen zur statistischen Analyse der Klirp@thologischen Parameter

und dem GesamtuberlebeeigtTabelle 15.
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Tabellel5: Univariate CoxRegressionsanalyse fur das Gesamtiiberleben bei Patienten mit primarem ccRCC

1,10 bis 14,86

4,95 1,47 bis 16,63 | 0,010
1,82 0,40 bis 8,32 | 0,440
7,18 1,49 bis 34,75 | 0,015
1,19 0,39 bis 3,67 | 0,762
1,77 0,48 bis 6,50 | 0,394
0,76 0,24 bis 2,38 | 0,639
7,16 2,15 bis 23,88 | 0,001
6,55 1,92 bis 22,39 | 0,003

3.1.6. Multivaria te Analysen Survival

Aufgrund der limitierten Anzahl tumorassoziierterTodesfalle in diesem Kollektiv

(n=12), konnten mittelsmultivariater Analyse keine unabhéngigen Pradiktoren des

Gesamtuberlebens ausfindig gemacht werden. Details zu den Ergebnissen dieser

Analysen finden siclaur Ergebnisdarstellung Tabelle 16.

Tabellel6: Multivariate CoxRegressionsanalyse fiir das Gesamtiiberleben bei Patienten mit priméaren ccRCC

0,69 bis 14,51

0,49 0,04 bis 5,84 | 0,578
31,10 0,39 bis 24,54 | 0,284
19,03 0,27 bis 13,60 | 0,524
43,32 0,38 bis 48,96 | 0,239

3.2. mRCC Kollektiv

3.2.1. Patientenkollektiv und klinische Parameter

Das Kollektiv der Patienten mit mRCC umfasst

90 Patienten biwl

Metastasenresektate. Davon war fur 76 Patienten ein Fajoverfiigbar,wobei das

mediane Uberlebef6,14 Monate betrug. DePatienten wurdeim Median in einem

Alter von 6649 Jahrendie Metastasenreseziert. 321% der Patienten waren zum

Zeitpunkt der @tenanalyse bereits verstorben.

Bei den Metastasen handelt es sich in 26,49% der Falle um pulmonale Filiae. Die

weiteren Lokalisationen sowie weitere Informationen zum Kallekhden sid in

Tabelle 17.
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Tabellel7: Charakteristiken der Metastasknkalrezidive (KI = Konfidenzintervall)

n %
Lunge 40 26,49%
Leber 8 5,30%
Pleura 2 1,32%
Nebenniere 10 6,62%
Lymphknoten 18 11,92%
Pankreas 5 3,31%
Weichteil 21 13,91%
gewebe
Haut 2 1,32%
Larynx 1 0,66%
Thyroidea 1 0,66%
Knochen 22 14,57%
Lokalrezidiv 6 3,97%
Truncus 1 0,66%
sympathicus
Muskel 4 2,65%
Mesenterium 1 0,66%
Dinndarm 3 1,99%
Omentum 1 0,66%
Mediastinum 1 0,66%
Uterus 1 0,66%
Milz 1 0,66%
Hoden 1 0,66%
Peritoneum 1 0,66%
151 100%
90 100%
76 84,44%
Synchron 24 31,58%
Metachron 52 68,42%
Median 66,49 30,81
(Range) bis
80,77
Median 39,18 24,97
(95% KI) bis
62,13
Median 28,80 23,05
(95% KI) bis
43,06
Nein 50 65,79%
Ja 26 34,21%
Median 66,14 51,30
(95% KI) bis
66,14

53




3.2.2. Immunhistochemie
82,9% der Metastasenresektateigten sth in der MUC1Farbung positiv.
In den Abbildungen 29 bis 3 sieht man Metastasen mit zytoplasmatischen MUC1

Farbungen unterschiedlicher Intensitaten.
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Abbildung 31 rote Markierung: zytoplasmatische MUE&rbung der Intensitat 2 in einer RG&tastas€200-
fache VergroRerung)
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Abbildung32: rote Markierungzytoplasmatische MUGE&rbung der Intensitéat 3 in eiher ROMtastas€200

fache Vergrof3erung)

In den Abbildungen 33 bis 36 sieht man Metastasen mit membranésen MUC1

Farbungen unterschiedlicher Intensitaten.

Y 5Ty = » b s -
Abbildung33: rote Markierung: keine membrandse MUE&rbung in einer RCMetastase (Intensitat (200-fache
VergrofRerung)
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Abbildun34: rote Markierung: membranse MUGErbung der Intensitét 1 in einer R(MEtastasc{Odfache
Vergrof3eung)

Abbildung35: rote arkierung: membranbse MUEErbung der Intensiét in einer R{ImetastaséZOOfache

VergréRRerung)
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Die Korrelation der IRScores der zytoplasmatischen MUE4pression mit denen der
membradsen MUCIExpression in den 159¥etastasenresektaten zefdibildung 37.
Der Korrelationskoeffizient betradi,46. Das 95%Konfidenantervall liegt dabei bei
0,32 bis 0,57nd p<0,0001.
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Abbildung37: Korrelation der zytoplasmatischen-@&thse) und der membrandsen-fhse) IRScores in RCE
Metastasen
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Fur die zytoplasmatische MUEHxpression inccRCCGMetastasen ergab sich ein
minimaler IRScore vorD,00 und ein maximaler IFScore von 3,0. Der Mittelwert bg

bei 0,37und der Median batg 0,12. Weitere Ergebnisse der statistischen Analyse der
IR-Scores der zytoplasmatischen MUEgpression inccRCCMetastasen zeigen die
Tabellen 18und 19.

Tabellel8: Statistische Analyse der {Bcores der zytoplasmatischen MUEgpression in ccRCH/etastasen

151
0,001 3,00
0,37+ 0,05
0,12

Tabelle19: Perzentilen der IRScores der zytoplasmatischen MUEgpression in ccRCMetastasen

0,00 0,00bis 0,00
0,00 0,00bis 0,00
0,00 0,00bis 0,00
0,01 0,00bis 0,034
0,46 0,27bis 0,60
1,04 0,68bis 1,87
1,94 1,14bis 2,79
2,60 1,92his 3,00

Die membranése MUGEXxpression in demcRCCGMetastasen hatte einen minimalen
IR-Score von @O und einen maximalen {Bcore von 30. Der Mittelwert agbei 0,92
und der Median betg 0,57. Weitere Ergebnisse der statistiscimalyse sind in den
Tabellen 20 und 21dargestellt.

Tabelle20: Statistische Analyse der {Bcores der membranésen MUE%pression in RC@/etastasen

151
0,001 3,00
0,92+ 0,08
0,57
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Tabelle21: Perzentilen der membrandsen MUEgpression in RC@/etastasen

0,00 0,00bis 0,00
0,00 0,00bis 0,00
0,00 0,00bis 0,01
0,10 0,02bis0,13
1,72 1,14bis 1,99
2,42 2,21bis 2,77
2,86 2,49Dbis 2,99
2,97 2,83bis 3,00

Aus der statistischen Analysérd deutlich, dasslie Metastasen deutlich haufiger eine
membrandse MUGEXxpression als eine zytoplasmatische MUUEXpression

aufweisen Dies istin Abbildung 38 im Boxplotdargestellt.

RCC-Metastasen
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Abbildung38: Boxplot-Darstellung detR-Scores der MUGEXpression in Metastasengewebe bei mRCC

Dabei zeigte sich die membrandse MUEMpression in den Metastasen Uberwiegend

zirkumferenziell. Dies wurde jedoch nicht weiter quantifiziert.

3.2.3. Univariate AnalysenlHC -Farbung vs. klinische Parameéer
In den univariaten Analysen konntemittels ChiQuadratTest keine signifikanten
Assoziationen zwischen zytoplasmatischer MEXpression und Klinisch

pathologische®arametern festgestellt werden.
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Eine signifikante Assoziatiomurdezwischen der membrantésen MUEXpression in
den ccRCGMetastasen und amnlichem Geschlecht (p049 und einer
eingeschrankten Nierenfun&h (p=0,04Q beobachtetDie p-Werte der untersuchten

Zusammenhange zeigiabelle 22

Tabelle22: Korrelation der MUC3Expression mit kliniscipathologischen Parametern bei Patienten mit mMRCC (n =
76)

MUC1 zytoplasmisch ~ MUC1 membranés MUCL insgesamt positivi
>Median >Median negativ
p=0,8970 p=0,3292 p=0,3802
p=0,7043 p=0,0446 p=0,7021
p=0,8994 p=0,2959 p=0,9077
p=0,9412 p=0,1588 p=0,4548
p=0,6449 p=0,5356 p=0,2510
p=0,9728 p=0,7291 p=0,3354
p=0,4384 p=0,1105 p=0,0665
p=0,8084 p=0,5326 p=0,5326
p=0,8577 p=0,3700 p=0,8227
p=0,8172 p=0,7538 p=0,7740
p=0,4920 p=0,9161 p=0,7101
p=0,1721 p=0,0401 p=0,0850
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3.2.4. Univariate AnalysenIHC -Farbung vs. Lokalisation Metastasen
Eine Ubersicht tber die EBcores im Metastasengewebe verschiedener Lokalisationen
liefert Tabelle 23

Tabelle23: Differentielle Expression von MUCL1 in verschiedenen Metastasenlokalisatioreh5% SEM =
standard error of the mean)

40 0,48:0,11 0,24 1,22t0,15 1,02 |
8 0,09:0,06 0,00 0,58:0,38 0,00
2 0,61+0,33 0,61 1,84:0,26 1,84
10 0,16+0,04 0,14 0,71+0,20 0,46
18 0,31+0,12 0,11 0,74:0,22 0,23
5 0,15:0,13 0,01 0,68:0,47 0,11
21 0,28:0,07 0,16 1,02+0,21 0,88
2 2,58t0,24 2,58 2,48:0,50 2,48
1 0,04:0,00 0,04 0,26£0,00 0,26
1 0,00:0,00 0,00 0,00:0,00 0,00
22 0,33:0,13 0,05 0,670,19 0,20
6 0,29:0,24 0,04 0,42+0,19 0,32
1 0,00:0,00 0,00 0,12+0,00 0,12
4 0,49:0,42 0,09 1,18:0,58 0,67
1 0,6Q:0,00 0,60 2,31+0,00 2,31
3 0,12+0,05 0,11 0,38:0,08 0,42
1 0,84+0,00 0,84 2,23:0,00 2,23
1 2,97:0,00 2,97 3,00:0,00 3,00
1 0,00:0,00 0,00 0,00:0,00 0,00
1 0,00:0,00 0,00 0,26+0,00 0,26
1 0,04:0,00 0,04 0,11+0,00 0,11
1 0,06+0,00 0,06 0,37+0,00 0,37

Stellt man die IRScores graphisch dasp fallt auf, dass die MUGEXxpression im
Metastasengegbe vornehmlich membrands vorzufinden istlerdings ist auffallig,

dass sich die MUGEXxpression abhangig von der Lokalisation der Metastase deutlich
unterscheidet.

So weisen pulmonale, pleurale, mediastinale und dermale Metastasen eine hohe MUC1
Expression auf. Im Gegensatz dazu weisen intestinale, hepatische, ossadeeniate
Metastasen lediglich einen niedrigen bis moderaten MBgdressionsgrad auf.
Abbildungen 39und 40 zeigendie IR-Scores der zytoplasmatischeilfbildung 39)

und membrandserAbbildung 40) MUC1-Farbung abhangig von den verschiedenen

Lokalisationerder Metastasen.
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Abbildung39: zytoplasmatische MUGEXxpression in Abhangigkeit der Metastasenlokalisatfon
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Abbildung40: membranése MUGExpression in Abhangigkeit der Metastasenlokalisatfon
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Vergleicht man zusatzlich das Expressionsmuster von pulmonalen Metastasen mit
nicht-pulmonalen Metastasen, so féllt auf, dass pulmonale Metastasen eine signifikant
starkere membrantsBIUC1-Expression aufweisen (p7014). Im Gegensatz dazu
zeigte sichkein signifikanter Unterschied der zytoplasmatischen MEZfression
zwischen pulmonalen und nieptiimonalen Metastasep=0,113) Die entsprechend
verteilten IRScores der zytoplasmatischen und membranbié@1-Farbungen zeigen

die Abbildungen41 und 42.
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Abbildung41: zytoplasmatische MUGIEXxpression in Abhangigkeit von pulmonaler oder nighimonaler
Lokalisation der Metastas#f

Abbildung42: membrandse MUGEXxpression in Abhangigkeit vggulmonaler oder nichpulmonaler Lokalisation
der Metastaséf®
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