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1. Einleitung

1.1 Das Nierenzellkarzinom

1.1.1 Epidemiologie

Das Nierenzellkarzinom (NZK) macht 90% aller malignen Neoplasien der Niere aus. Nach dem
Prostatakarzinom und dem Urothelkarzinom der Harnblase stellt es das dritthdufigste urologische
Malignom dar und ist fiir ca. 3% aller Krebsleiden verantwortlich."?> Mit 76,5% hat es von den
genannten Malignomen die geringste 5 Jahres-Uberlebensrate. Im Jahre 2018 zeigten sich 99.200
neue Fille von Nierenzellkarzinomen in Europa, wobei eine Praidominanz bei Minnern gegeniiber
Frauen besteht (1.5:1).12 Weiterhin zeigt sich eine hohere Inzidenz in der élteren Bevolkerung, das

mittlere Erkrankungsalter liegt fiir Ménnern bei 68 Jahren, fiir Frauen bei 71 - 72 Jahren.*

Dariiber hinaus besteht eine geographisch unterschiedliche Auftretenswahrscheinlichkeit: In
Nordamerika, Australien, Neuseeland und Europa werden hohere Inzidenzen beobachtet als in
Asien und Afrika.’ Trotz zunehmender inzidenteller Diagnosen in frithen Stadien im Rahmen von
Schnittbildgebungen, besteht bei ca. 20 - 30% aller Patienten bei Erstdiagnose bereits ein
metastasiertes Krankheitsstadium. Dieses ist trotz Fortschritten in der systemischen Therapie noch

immer mit einer schlechten Prognose verbunden.®

1.1.2 Risikofaktoren

An nicht-modifizierbaren Risikofaktoren fiir die Entstehung eines Nierenzellkarzinoms sind das
Alter und das minnliche Geschlecht zu nennen. Mit fortschreitendem Alter steigt das Risiko an

einem Nierenzellkarzinom zu erkranken progressiv an.?

Gesicherte modifizierbare Risikofaktoren fiir die Entstehung von Nierenzellkarzinomen umfassen

Zigarettenrauchen, Hypertonie sowie Adipositas.’” !

Metaanalysen und Fall-Kontroll-Studien zeigen, dass das relative Risiko fiir Raucher im Vergleich

zu Nichtrauchern um den Faktor 1,38 erhoht ist. Im Sinne einer Dosis-Wirkungsbeziehung besteht
12



ein erhohtes Risiko bei stirkerem Konsum.’”® 50,2% aller Patienten mit Nierenzellkarzinom weisen
eine positive Raucheranamnese auf.!! In prospektiven Studien zeigten Patienten mit arterieller
Hypertonie ebenfalls eine erhohte Inzidenz von Nierenzellkarzinomen mit einer Risikoerhhung
um 10% bei einem Anstieg des systolischen Blutdrucks um 10mmHg, sowie einer Risikoerhohung
von bis zu 22% bei 10mmHg Anstieg im diastolischen Bereich.® Kontrovers diskutiert wird
allerdings, ob die arterielle Hypertension alleinig als Risikofaktor fungiert oder moglicherweise ein
Zusammenhang mit der daraus resultierenden antihypertensiven Medikation besteht.!”> Des
Weiteren muss auch Adipositas zu den Risikofaktoren des Nierenzellkarzinoms gezihlt werden.
Mit erhohtem Body-Mass-Index (BMI) steigt das Risiko an einem Nierenzellkarzinom zu
erkranken. Bereits der Anstieg des BMI um 5kg/m? steigert das Erkrankungsrisiko von Ménnern
um das 1,24-fache, sowie bei Frauen um das 1,34-fache.'” Ebenso scheint das Vorliegen eines
Diabetes mellitus einen nachteiligen Effekt im Hinblick auf die Entwicklung eines

Nierenzellkarzinoms zu haben.!3

Im Gegensatz zu diesen gesicherten Einflussfaktoren steht die ldngerfristige, berufliche Exposition
zu einigen Substanzen aktuell weiterhin in der Diskussion, das Risiko der renalen
Karzinomentwicklung zu steigern. Mogliche Noxen umfassen Cadmium sowie die Exposition zu
Trichlorethylen, Glasfaser, Mineralwolle und Ziegelstiuben.®!* Dariiber hinaus gelten die
Niereninsuffizienz im Endstadium, eine erworbene zystische Nierenerkrankung, sowie die daraus

resultierende Hidmodialyse als pridisponierend fiir die Entwicklung eines Nierenzellkarzinoms.°

Eine protektive Wirkung wurde in einigen Studien fiir den moderaten Alkoholkonsum sowie dem
Verzehr von Gemiise und Obst beschrieben, wobei die Griinde fiir erstgenanntes bislang nicht
hinreichend geklirt sind.!>!¢ Als effektivste Primirprivention gilt jedoch der Verzicht auf

Zigarettenkonsum sowie das Vermeiden von Ubergewicht.!!

1.1.3 Nierenzellkarzinome im Rahmen hereditidrer Syndrome

5 - 8% aller Nierenzellkarzinome treten in Rahmen von hereditiren Syndromen auf.!!
Typischerweise findet sich hier ein deutlich jiingeres Erkrankungsalter als bei Patienten mit

sporadischem Nierenzellkarzinom (mittleres Erkrankungsalter: 37 Jahre), eine familidre Haufung
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sowie multifokales und bilaterales Auftreten. In einigen Fillen kann es weiterhin zu zusitzlichen

extrarenalen Manifestationen kommen.!”
Das Von-Hippel-Lindau-Syndrom:

Eines dieser Syndrome ist das autosomal-dominant vererbte Von-Hippel-Lindau-Syndrom (VHL-
Syndrom), welches auf einer Mutation und Inaktivierung des Von-Hippel-Lindau-Gens auf
Chromosom 3 beruht. Eine Inaktivierung dieses Gens wird auch bei einer Vielzahl der
sporadischen Nierenzellkarzinome beobachtet, ohne dass das Vollbild eines VHL-Syndroms
vorliegt.'® Durch den Funktionsverlust des Gens kommt es zur Akkumulation von
hypoxieinduzierten Faktoren (HIFs) und dadurch letztlich zur Stimulation von Neoangiogenese
und Tumorwachstum. Konsekutiv kommt es daher beim VHL-Syndrom zur Ausbildung von
vaskuldren Tumoren, wie beispielsweise Hadmangioblastomen der Retina oder des zentralen
Nervensystems, aber auch zu Phaochromozytomen, Pankreaskarzinomen sowie zur Ausbildung
von renalen Zysten und klarzelligen Nierenzellkarzinomen. Die durchschnittliche
Lebenserwartung der Betroffenen ist mit 49 Jahren deutlich reduziert, nicht selten ist das
Fortschreiten eines typischerweise initial multifokal und bilateralen Nierenzellkarzinoms
ursichlich fiir den Tod der Patienten.'® Dieses Syndrom tritt mit einer Héufigkeit von 1/36.000

auf.!”
Das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom:

Ebenfalls autosomal-dominant vererbt ist das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom (BHD-Syndrom). Durch
eine Mutation des fiir Follikulin kodierenden Gens FLCN, fallen Patienten durch eine Vielzahl von
kutanen Fibrofollikulomen besonders in Gesicht und Nacken auf.!® Wihrend Patienten mit VHL-
Syndrom klarzellige Nierenzellkarzinome entwickeln, priasentieren 20 - 30% der Patienten mit
BHD-Syndrom an Nierenraumforderungen vor allem Onkozytome oder sogenannte Hybridtumore
(Ubergangsform zwischen Onkozytom und chromophoben Nierenzellkarzinom), sowie
chromophobe Nierenzellkarzinome.?*?! Das auf Chromosom 17 lokalisierte BHD-Gen fiihrt neben
Nierentumoren auch bei mehr als 80% der betroffenen Patienten zu Zysten in der Lunge, wodurch

in Folge hiufiger Pneumothoraxe auftreten.??

Tuberose Sklerose:

14



Der Tuberose-Sklerose-Komplex (TSC), (Synonym: Bourneville-Pringle-Syndrom), kann als
autosomal-dominantes Erbleiden ebenfalls zu Nierentumoren fiihren. Selten auftretend (1:10.000)
kommt es durch eine Mutation in den fiir Hamartin kodierenden TSC1 oder TSC2 Genen zu
Storungen der Zelladhdsion und Zellproliferation. Dadurch kommt es unter anderem zur
Entstehung von Angiofibromen im Gesichtsbereich, retinalen und cerebralen Hamartomen sowie
in 90% zu renalen Angiomyolipomen.? Nierenzellkarzinome vom papilliren oder klarzelligen Typ

treten nur in etwa 2 - 4% der Patienten mit TSC auf, dann jedoch héufig bilateral und multifokal.'”

1.1.4 Histologische Varianten der malignen Nierentumore

Die Subtypen der Nierentumore werden anhand ihrer verschiedenen histopathologischen
Merkmale klassifiziert. 2013 wurde durch die Arbeitsgruppe der Internationalen Gesellschaft fiir
Urologische Pathologie (International Society of Urological Pathology ISUP) eine Uberarbeitung
der bis dahin giiltigen WHO (World Health Oganization) Klassifikation fiir Nierentumore von
2004 vorgeschlagen, welche u.a. die Anerkennung fiinf neuer Entititen innerhalb des
Klassifikationssystems vorschlug (siche Tabelle 1).2* Auf Basis dieses Konsensus Vorschlags
erfolgte die Uberarbeitung der WHO Klassifikation, welche in der WHO Version 2016 endete und
unten genannte Einteilungen vornahm (Tabelle 1).2 2022 erfolgte eine weitere Anderung der
WHO Klassifikation, welche zur heute empfohlenen Klassifikation der Nierentumoren fiihrte.

Hierbei wurden die meisten Anderungen in den seltenen Nierentumoren vorgenommen (Tabelle

2).11

Tabelle 1 zeigt die von der ISUP 2013 vorgeschlagenen neuen Tumorentititen sowie die

aktualisierte WHO-Klassifikation der Nierentumore von 20162426
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Tabelle 1: Vorschlige fiir neue Tumorentititen; Vancouver-Klassifikation fiir Nierentumore der International Society of
Urological Pathology (Modifiziert nach Stérkel et. al’’) sowie WHO-Klassifikation der Nierentumore (2016, modifiziert nach

Moch et. al®)

Vancouver-Klassifikation: Vorschlige fiir neue Nierentumortypen der kiinftigen WHO-Klassifikation

Neue epitheliale
Nierentumortypen:

Tubulozystisches Nierenzellkarzinom

»~Erworbene zystische Nierenerkrankung* assoziiertes
Nierenzellkarzinom

Klarzelliges papilldres Nierenzellkarzinom

MiT-Familie der Translokationskarzinome (inkl. T(6;11)-
Nierenzellkarzinom)

Hereditires Leiomyomatosis-assoziiertes Nierenzellkarzinom

Provisorische
Nierentumorentitéiten:

Schilddriisenidhnliches follikulidres Nierenzellkarzinom
Succinat-Dehydrogenase-B-Defizienz-assoziiertes Nierenzellkarzinom
ALK . Translokationsassoziiertes Nierenzellkarzinom

WHO-Klassifikation der Nierentumore (2016):

Nierenzellkarzinome:

Klarzellliges Nierenzellkarzinom

Multilokuldre zystische Neoplasie der Niere mit niedrigem malignem
Potenzial

Papilldres Nierenzellkarzinom

Hereditidre Leiomyomatose und Nierenzellkarzinom-assoziiertes
Nierenzellkarzinom

Chromophobes Nierenzellkarzinom

Sammelrohrkarzinom

Medulldres Nierenkarzinom

Nierenzellkarzinom mit MiT-familien-translokations
Succinat-Dehydrogenase-defizientes Nierenzellkarzinom
Muzindses tubulires und spindelzelliges Karzinom
Tubulozystisches Nierenzellkarzinom

,»Erworbene zystische Nierenerkrankung* assoziiertes
Nierenzellkarzinom

Klarzellig-papilliares Nierenzellkarzinonm

Unklassifiziertes Nierenzellkarzinom

Papilldares Adenom

Onkozytom

Metanephrische Tumoren:

Metanephrisches Adenom
Metanephrisches Adenofibrom
Metanephrischer Stromatumor

Nephroblastische und
zystische Tumore

Nephrogene Reste
Nephroblastom
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(hauptsichlich im
Kindesalter):

Zystisches, partiell differenziertes Nephroblastom
Padiatrisches zystisches Nephrom

Mesenchymale Tumoren:

Hauptsichlich im Kindesalter:

Klarzellsarkom
Kongenitales mesoblastisches Nephrom
Rhabdoidtumor
Ossifizierender kindlicher Nierentumor

Hauptsichlich bei Erwachsenen:

Leiomyosarkom
Angiosarkom
Rhabdomyosarkom
Osteosarkom
Synovialsarkom
Ewing-Sarkom
Angiomyolipom

Epitheloides Angiomyolipom
Leiomyom

Héamangiom

Lymphangiom
Himangioblastom
Juxtaglomeruldrer Tumor
Renomedullérer interstitieller Tumor
Schwannom

Solitérer fibréser Tumor

Gemischte mesenchymale
und epitheliale Tumoren:

Zystisches Nephrom
Gemischter Epithel- und Stromatumor

Neuroendokrine Tumoren:

Gut differenzierter Neuroendokriner Tumor
Grofzelliger Neuroendokriner Tumor
Kleinzelliger Neuroendokriner Tumor
Phidochromozytom

Sonstige Tumore

Renale himatologische Neoplasien
Keimzelltumore

Metastasen

Abkiirzungen: WHO = World Health Organization

Tabelle 2 zeigt die aktuelle WHO Klassifikation der Nierentumore.
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Tabelle 2: WHO Klassifikation der Nierenzelltumore 2022 (modifiziert aus den EAU-Guidelines zum Nierenzellkarzinom 2023'!)

WHO Klassifikation der Nierenzelltumore 2022

Nierenzellkarzinome
. — Klarzelliges Nierenzellkarzinom

Klarzellige . - . L .

. —  Multilokulire zystische renale Neoplasie mit niedrigem malignem
Nierentumore .

Potenzial
. —  Papilldares Adenom

Papilldre S . .

. — Papilldres Nierenzellkarzinom
Nierentumore

Onkozytére und

Onkozytom der Niere

chromophobe —  Chromophobes Nierenzellkarzinom
Nierentumore —  Andere onkozytire Tumore der Niere
Sammelrohr- —  Sammelrohrkarzinom

Tumore

Andere renale

Klarzellig-papillidres Nierenzellkarzinom

Mucin6s- tubuléres und spindelzell Karzinom
Tubulozystisches Nierenzellkarzinom

Nierenzellkarzinom assoziiert mit einer erworbenen zystischen

Tumore Nierenerkrankung
— Eosinophiles solides und zystisches Nierenzellkarzinom
— Nierenzellkarzinom nicht anderweitig spezifiziert
—  TFE3-verindertes Nierenzellkarzinom
—  TFEB-verindertes Nierenzellkarzinom
Molekular — ELOC- (frither TCEB1)- mutiertes Nierenzellkarzinom
definierte —  Fumarathydratase-defizientes Nierenzellkarzinom
Nierentumore —  Succinatdehydrogenase-defizientes Nierenzellkarzinom

ALK-veriandertes Nierenzellkarzinom
SMARCB 1-defizientes medulldres Nierenkarzinom

Metanephritische Tumore

Metanephritisches Adenom
Metanephritisches Adenofibrom
Metanephritischer Stromatumor

Gemischte epitheliale und stromale Tumore
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—  Gemischter epithelialer und stromaler Tumor
—  Zystisches Nephrom des Erwachsenen

Renale mesenchymale Tumore

— Kilassisches Angiomyolipom

Ezrslzfchymale —  Epitheloides Angiomyolipom
Tumore des — Renales Himangioblastom
Erwachsenen —  Juxtaglomeruldrer Tumor

—  Renomedullirer interstitieller Tumor
Pidiatrische —  Ossifizierender renaler Tumor im Sduglingsalter
renale — Angeborenes mesoblastisches Nephrom
mesenchymale | — Rhabdoidtumor der Niere
Tumore — Klarzelliges Sarkom der Niere

Embryonale Neoplasie der Niere

— Nephrogene Reste

—  Padiatrisches zystisches Nephrom

—  Zystisches teilweise differenziertes Nephroblastom
—  Nephroblastom

Nephroblastische Tumore

Sonstige Tumore

—  Keimzelltumore der Niere

Abkiirzungen: WHO = World Health Organisation

Mehr als 90% aller diagnostizierten Nierenzellkarzinome lassen sich den drei klinisch
bedeutsamsten Subtypen klarzelliges, papilldres sowie chromophobes Nierenzellkarzinom
zuordnen.?* Jeder dieser Subtypen kann sich wiederum sarkomatoid differenzieren, was mit einem
aggressiveren Tumorverhalten einhergeht.?” Im Folgenden wird kurz auf die hiufigsten Subtypen

eingegangen:
Das klarzellige Nierenzellkarzinom:

Mit einem Auftreten von 75 - 85% ist das klarzellige Nierenzellkarzinom die hdufigste Entitiit aller
Nierenzellkarzinome.?® Das klarzellige Nierenzellkarzinom entwickelt sich aus den proximalen

Tubuluszellen.?” Makroskopisch charakteristisch ist ein goldgelb erscheinender, umschriebener
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Tumor ohne Kapsel, welcher oft von Nekrosen durchzogen ist.!! Mikroskopisch imponieren die
Zellen in Nestern angeordnet, diese zeigen — namensgebend fiir diesen Subtyp — ein helles und

wasserklares Zytoplasma.?8
Das papillidre Nierenzellkarzinom:

Mit 10-15% folgt das papillire Nierenzellkarzinom.?® Dieser Subtyp wird in zwei Kategorien
eingeteilt: Typ I und Typ II. Beide weisen in der Mehrzahl der Félle makroskopisch eine
Tumorkapsel auf und sind hdufiger multilokulir sowie bilateral zu finden. Der papilldre Typ 1 zeigt
vorwiegend kleine Tumorzellen und meist ein basophiles Zytoplasma. Typ II zeigt groBere, im
Zytoplasma eosinophile Zellen mit deutlich aggressiverer Malignitit.”® Der papillidre Subtyp

entwickelt sich aus den distalen Abschnitten des Nephrons.?’

Das chromophobe Nierenzellkarzinom:

Die dritthdufigste Untergruppe ist das chromophobe Nierenzellkarzinom mit 6 - 11%.%8
Mikroskopisch zeichnet es sich anhand blasser, groler Zellen mit gefalteten Zellkernen aus. Die 5-
Jahresiiberlebensrate ist bei diesem Subtyp mit 95% am hochsten aller drei genannten Subtypen.?8

Der chromophobe Typ entwickelt sich ebenfalls aus den distalen Abschnitten des Nephrons.?

1.1.5 Histologische Varianten der benignen Nierentumore

Im Folgenden werden die hidufigsten benignen Nierentumore kurz charakterisiert:
Das Onkozytom:

Mit einem Anteil von 3 - 9% aller Nierentumore ist das Onkozytom der am hiufigsten auftretende
benigne Nierentumor.?® Makroskopisch zeigen sich Onkozytome gut abgrenzbar, meist solitir,
selten synchron multipel auftretend. Histologisch erscheinen die Zellen mit einer
zytoplasmatischen Eosinophilie, runden, regelméBigen Zellkernen, kompakten Wachstumsmuster
und ohne peritumorale Kapselbildung.?” Onkozytome werden hauptsichlich spontan im hoheren
Lebensalter oder hereditir beim BHD-Syndrom beobachtet.?' Trotz ihrer grundsitzlich benigner

Einstufung kénnen Onkozytome in ihrem Wachstum die Nierenkapsel durchbrechen oder selten in
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groBere GefdBe infiltrieren.!® Die pridoperative Differenzierung zwischen Onkozytom und
malignen Nierentumoren ist durch Bildgebungen hiufig nicht eindeutig zu treffen, weshalb es in
der Vielzahl der Fille zur chirurgischen Resektion mit anschlieBend pathologischer Diagnose

dieser Entitit kommt.32

Das Angiomyolipom:

Das Angiomyolipom ist ein familidir im Rahmen der tuberdsen Sklerose auftretender, selten
sporadisch bedingter, benigner Nierentumor mesenchymalen Ursprungs. Makroskopisch erscheint
der abgekapselte Tumor lipochrom-gelblich, bestehend aus einem variablen Aufbau von
hauptséchlich Fettzellen, dickwandigen Gefid3en sowie glattmuskuldren Zellen. Trotz moglichem
verdringenden Wachstum erfolgt keine Metastasierung.®? Es konnen jedoch durch Rupturen der
Angiomyolipome, bedingt durch die starke Vaskularisierung der Tumore, lebensgefihrliche

retroperitoneale Blutungen (Wunderlich-Syndrom) entstehen.!”
Zysten:

Eine der hidufigsten Raumforderungen der Niere sind renale Zysten. Etwa 10% der
Gesamtpopulation weisen eine zystische Lision der Niere auf.’* Nierenzysten lassen sich in
einfache (benigne) sowie komplexe (potenziell maligne) Nierenzysten einteilen. Einfache Zysten
sind rund, glatt, diinnwandig berandet, fliissigkeitsgefiillt und liegen oft unifokal im Kortex.* Bei
komplexen Zysten ist die Abgrenzung zu malignen Nierentumoren, welche ebenfalls in 5 - 7% der
Fille zystisch konfiguriert sein konnen, herausfordernder.>> Hinweise auf Malignitit zystischer
Lisionen sind Kalzifizierungen, Septierungen, solide Anteile innerhalb der Zystensicke,

Wandverdickungen und eine erhhte Dichte in der Computertomographie (CT).?

Die Bosniak-Klassifikation zur Abschidtzung des Malignitétsrisikos wird zur Beurteilung der
Nierenzysten anhand von CT- Bildern herangezogen. Sie schlieBt oben genannte
Malignitétskriterien mit ein und fiihrt zu einer Kategorisierung zystischer Lédsionen in insgesamt

fiinf Gruppen mit ansteigendem Malignititsrisiko.?¢

Die ausfiihrliche Bosniak-Klassifikation ist in Tabelle 3 dargestellt.
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Tabelle 3: Bosniak-Klassifikation, modifiziert nach Peter Hallscheidt, Nierenzellkarzinom: Abklirung suspekter renaler

Raumforderungen in Onko-Nephrologie, 2020.%7

Kategorie Kriterien und Management

I Benigne, fliissigkeitsgefiillte, simple Zyste. Hauchdiinne Zystenwand, keine Septen, keine
Kalzifizierung, keine festen Anteile. In CT und MRT keine KM-Anreicherung
Benigne, minimal komplizierte Zyste mit wenigen, diinnen Septen. Keine Kalzifizierung in

II den Septen oder Zystenwand. Scharf begrenzt. Hyperdense Lisionen: eingedickter, noch
homogener Inhalt. Keine KM-Aufnahme

IIF Komplizierte Zyste, minimale Zystenwandverdickung. Kornige Verkalkungen, noch keine
KM-Aufnahme. Verlaufskontrolle empfohlen.
Verdickung von Zystenwand oder Septen, inhomogen, ggf. mit KM-Aufnahme im CT

I DD: infizierte oder eingeblutete Zyste
Indikation zur Operation gegeben
Eindeutig zystisches Malignom. Irregulir, solide, KM-aufnehmende Gewebeanteile.

v

Indikation zur Operation.

Abkiirzungen: CT = Computertomografie, MRT = Magnetresonanztomografie, KM = Kontrastmittel, ggf. = gegebenenfalls, DD

= Differentialdiagnose

1.1.5.1 TNM-Klassifikation und Stadieneinteilung des Nierenzellkarzinoms

Die Stadieneinteilung erfolgt gemédB der TNM - (Tumor Node Metastasis) Klassifikation sowie
der Klassifikation der ,,Union Internationale Contre le Cancer “- (UICC) von 2017 und ist in den
Tabelle 4 und 5 dargestellt.?® Das T-Stadium beschreibt die Ausdehnung des Primértumors, das N-

Stadium das Auftreten von Metastasen in lokoregionidren Lymphknoten sowie das M - Stadium das

Vorliegen von Fernmetastasen.

22




Tabelle 4: TNM-Klassifikation modifiziert nach Brierley *

T Primértumor

Tx Primértumor nicht beurteilbar

TO Kein Hinweis auf Primértumor
Tumor auf Niere beschrinkt, in groBter Ausdehnung <7cm

Tl T1la: Tumor <4cm
T1b: Tumor >4cm aber <7cm
Tumor auf Niere beschrinkt, in groter Ausdehnung >7cm

T2 T2a: Tumor zwischen 7-10cm
T2b: Tumor auf Niere beschriankt, > 10cm
Tumor infiltriert grofere Venen oder perirenales Gewebe, jedoch keine Invasion iiber
die Gerota-Faszie hinaus oder der ipsilateralen Nebenniere
T3a: Invasion von Nierenvene oder einer ihrer Segmentéste/perirenales und/oder
peripelvines Fettgewebe/jedoch nicht tiber Gerota-Faszie hinaus

" T3b: Makroskopische Ausbreitung des Tumors unterhalb des Zwerchfells in die Vena
Cava
T3c: Makroskopische Ausbreitung des Tumors in Vena Cava oberhalb des Zwerchfells
oder Infiltration der Vena Cava Wand

T4 Makroskopische Ausbreitung iiber Gerota-Faszie hinaus (eingeschlossen der
Ausbreitung per continuitatem in die ipsilaterale Nebenniere)

N Regionire Lymphknoten

Nx Lymphknoten nicht beurteilbar

NO Kein regionérer Lymphknotenbefall

N1 Metastase(n) in regionidren Lymphknoten

M Fernmetastasen

MO Keine Fernmetastasierung

M1 Fernmetastasierung

Abkiirzungen:

T = Tumorausdehnung; N = Nodalstatus, M = Fernmetastasen, cm = Centimeter
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Tabelle 5: Aktuelle Stadieneinteilung des Nierenzellkarzinoms nach UICC; entnommen aus S. Delecluse und S. Zschiibitz, in
Klassifikation und med. Therapie des Nierenzellkarzinoms in Onko-Nephrologie, 2020. %8

Stadium Primértumor Lymphkonten Fernmetastasen

T1
I Tla
Tlb
T2a
T2b
T3a
T3b
T3c
T1-3 N1 MO
T4 NO, N1 MIl
Alle T Alle N M1

Abkiirzungen: T = Tumorausdehnung; N = Nodalstatus;, M = Fernmetastasen, UICC = Union Internationale Contre le Cancer

I

I1I

v

1.1.5.2 Grading

Das einheitliche histopathologische Grading der Nierenzellkarzinome stellt angesichts der vielen
Nierentumortypen und verschiedenen morphologischen Eigenschaften eine besondere
Herausforderung dar. Zusammen mit dem TNM-Staging ist es jedoch ein wesentlicher klinischer

Prognose- und Verlaufsparameter.*’

2012 wurde von der Internationalen Society fiir Uropathologie (ISUP) ein neues Gradingsystem

vorgeschlagen, welches ausschlieBlich auf der Beurteilung der Nukleolengrof3e beruht.

Fir das Kklarzellige und papillire Nierenzellkarzinom ist dieses Gradingsystem als
Prognoseparameter validiert worden.*! 2015 wurde bei einer WHO - Konsensuskonferenz das
WHO - ISUP Gradingsystem als solches fiir klarzellige und papillire Nierenzellkarzinome
international empfohlen. Fiir die vielen weiteren Subtypen kann dieses Gradingsystem ebenfalls

beschreibend eingesetzt werden.*?

Das Grading umfasst folgende vier Kategorien, wobei fiir die Grade 1 - 3 ausschlieflich Gré8e und
Beurteilung des Nukleolus von Bedeutung ist und fiir Grad 4 die sarkomatoide oder rhabdoide
Differenzierung miteinbezogen wird. Tabelle 6 beschreibt die Beurteilungskriterien in der

Ubersicht.
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Tabelle 6: WHO-ISUP-Gradingsystem fiir Nierenkarzinome. Der Pathologe. 2016, Modifiziert nach H. Moch.

Grading nach WHO/ISUP

Nukleolen bei 400-facher Vergroferung nicht oder
Grad 1 . .

kaum sichtbar und basophil

Nukleolen bei 400-facher Vergroferung -eindeutig
Grad 2 . . .

sichtbar und eosinophil

Nukleolen bereits bei 100-facher Vergroferung
Grad 3 . .

eindeutig erkennbar
Grad 4 Ausgeprigte Zellpolymorphien oder

rhabdoide/sarkomatoide Differenzierung

Abkiirzungen: WHO = World Health Organization, ISUP = International Society fiir Uropathologie

Zur umfassenden Beurteilung und Charakterisierung des Tumors sollte neben dem histologischen
Tumortyp und der Tumorgraduierung nach WHO - ISUP in der pathologischen
Standardbeurteilung auch das Vorhandensein von Tumornekrosen, eine sarkomatoide/ rhabdoide
Morphologie, die lymphovaskulidre Invasion, die Resektionsrinder sowie das TNM-Stadium
beurteilt werden.”® Diese Kriterien gelten als prognostisch ungiinstig, in Zusammenschau kann

hiernach die bestmogliche Verlaufseinschitzung erfolgen.

1.1.6 Metastasen

Fernmetastasen sind Zeichen einer fortgeschrittenen systemischen Erkrankung und gehen mit einer
schlechteren Prognose einher. Die 5 - Jahres Uberlebensraten bei einem UICC Stadium 4 liegen

fiir das Nierenzellkarzinom im Mittel bei 15%.%

Bei etwa 20 - 30 % aller Patienten mit Nierenzellkarzinom liegt bereits zum Zeitpunkt der
Erstdiagnose ein metastasiertes Krankheitsbild vor. 20 - 40% aller Patienten, die sich einer kurativ

intendierten Nephrektomie unterziehen, zeigen im Verlauf das Auftreten von Metastasen. %4043

Die zumeist hdmatogene Metastasierung erfolgt hauptsidchlich in die Lunge (50 - 60%), den

Knochen (30 - 40%), die Leber (30 - 40%) und das Gehirn (5 - 11%). Seltenere Orte der
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Metastasierung sind Schilddriise, Herz, Milz oder Pankreas. Diese treten dann meist erst viele Jahre

nach Primidrmanifestation auf.!®

1.1.7 Klinik & Diagnostik

1.1.7.1 Klinik

Das Nierenzellkarzinom ist in den Friihstadien durch einen asymptomatischen Verlauf
gekennzeichnet, sodass heutzutage bis zu 70% aller Nierenzellkarzinome sonographische
Zufallsbefunde sind.** Nur etwa 30% der Patienten werden symptomatisch auffillig.*> Symptome
umfassen insbesondere schmerzlose Makro- oder Mikrohimaturie, Flankenschmerzen,
Leistungsknick, Gewichtsverlust und rekurrierendes Fieber.*** Bei bereits stattgehabter Invasion
des GefidBsystems kann bei ménnlichen Patienten, durch den gestorten Abfluss der testikuldren
Venen, klinisch eine persistierende Varikozele imponieren.!® Gelegentlich konnen auch
paraneoplastische Syndrome wie Hyperkalzdmie, Hypertonie oder Polyglobulie beobachtet
werden.** Die typische Virchow-Trias aus Flankenschmerzen, Makrohimaturie und tastbarer
Raumforderung sind nur noch selten und in bereits fortgeschrittenen Erkrankungsstadien zu

beobachten.!8

1.1.7.2 Diagnostik

Die korperliche Untersuchung spielt aufgrund des langen asymptomatischen Verlaufs in der
Detektion der Tumoren eine untergeordnete Rolle. Bei einem palpablen abdominalen Tumor, neu
aufgetretenen unilateralen Odemen der unteren Extremitit oder einer persistierenden Varikozele
sollten  differentialdiagnostisch  jedoch raumfordernde Prozesse 1im Retroperitoneum

ausgeschlossen werden.®

Obwohl die Laboruntersuchungen in der Nierenzellkarzinom-Diagnostik oft unspezifisch sind,
sollten die Nierenfunktionswerte, Leberwerte und das Blutbild untersucht werden, sowie eine

Urindiagnostik erfolgen.!!
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Anlésslich der praoperativen Resektionsplanung und des Stagings empfiehlt die aktuell giiltige S3-
Leitlinie der Deutschen Krebsgesellschaft eine native Mehrschicht-Computertomographie von
Leberkuppe bis Symphyse durchzufiihren, gefolgt von Kontrastmittelaufnahmen einer
fritharteriellen Phase der Nieren bis Beckeneingang, sowie einer vendsen Phase von Leberkuppe
bis Symphyse.*® Liegt der Verdacht auf GefiBbeteiligung vor, sollte eine Kontrastmittel gestiitzte
MRT  (Magnetresonanztomographie)  Untersuchung zur besseren Beurteilung der

Tumorausdehnung angeschlossen werden.*6

Ab einer Tumorgrofle von 3cm besteht ein relevantes Metastasierungsrisiko, was zur Empfehlung
einer Bildgebung des Thorax mittels CT fiihrt.** Weitere Untersuchungen sollten nur bei klinischer
Indikation, beispielsweise dem Verdacht auf Hirn- oder Knochenmetastasen erfolgen und mit der

entsprechenden Bildgebung evaluiert werden.!!

Bei radiologisch unklaren Befunden, oder falls fiir die Therapieplanung relevant, kann zur
Sicherung der Diagnose und histologischen Differenzierung eine Biopsie der renalen
Raumforderung durchgefiihrt werden, insbesondere falls eine lymphatische Erkrankung als
Differentialdiagnose moglich erscheint. Ebenso konnen genetische und molekulare
Untersuchungen der Biopsie wichtige Informationen fiir die Wahl der zielgerichteten Therapie im

spiteren Erkrankungsverlauf liefern.*’

1.1.8 Nachsorge (Follow-up)

Wie bei allen onkologischen Erkrankungen sollte nach abgeschlossener Therapie eine strukturierte

Nachsorge aller Patienten erfolgen.

Laut der deutschen S3-Leitlinie soll die Nachsorge risikoadaptiert erfolgen.*’ Die Risikogruppen

fiir das nicht-metastasierte Nierenzellkarzinom werden wie folgt definiert.*

27



Tabelle 7: Definition der Risikogruppen des nicht-metastasierten Nierenzellkarzinoms, modifiziert nach giiltiger S-3 Leitlinie*

Risikogruppe Charakteristika
Niedrig pTla/b, cNO, cMO, G1-2
pTla/b cNO cMO G3
pT2 c¢/pNO cMO G1-2
Intermedidr . . o .
(ablative Therapie bzw. R1-Situation eines
ansonsten low risk Karzinoms)
pT2 ¢/pNO cMO G3
Hoch

pT3-4 u./o. pN+

Abkiirzungen: p = pathologische Klassifikation, T = Tumorausdehnung; N = Nodalstatus; M = Fernmetastasen, G = Grading,
R1= mit Residualtumor

Fiir Patienten mit einem organbegrenzten, nicht-metastasierten Nierenzellkarzinom sollten nach
der Lokaltherapie des Tumors klinische Untersuchungen, Laborkontrollen, CT/MRT des

Thorax/Abdomen und Beckens sowie sonographische Kontrollen angeboten werden.

Je mnach Risikogruppe werden diese Untersuchungen in verschiedenen Zeitintervallen
durchgefiihrt.*® Bei niedrigem Risiko betrigt die Nachsorge fiinf Jahre, bei intermediéirem und

hohen Risiko neun Jahre mit jeweils engmaschigeren Kontrollen.'!40

Ziele der Tumornachsorge beinhalten die frithzeitige Detektion von Lokalrezidiven, bzw.
Rezidiven der kontralateralen Niere und Fernmetastasen, die Beurteilung der Nierenfunktion sowie

die Erfassung moglicher Komplikationen der stattgehabten Therapie.*

Bei Patienten mit bereits metastasiertem Nierenzellkarzinom ist nicht nur die Therapie, sondern
auch die Nachsorge individuell auf den Patienten abgestimmt. Eine geringere Metastasenlast kann
mit einem besseren Ansprechen auf eventuelle systemische Therapien einhergehen, weshalb eine
engmaschige Betreuung der Patienten anzustreben ist.!! Neben der klinischen Untersuchung und
Laborkontrollen sollte unter laufender Systemtherapie eine Schnittbildgebung, vorzugsweise
mittels CT im Abstand von 6-12 Wochen zur Verlaufskontrolle durchgefiihrt werden.*® Hierbei
gibt es keine prospektiven Daten zum optimalen Zeitpunkt der Kontrolluntersuchung, die
verwendeten Intervalle beruhen meist auf den Studien zur Erstlinientherapie, welche Intervalle von
4-12 Wochen verwendeten.* Neben der onkologischen Kontrolle der Ansprechraten der

Systemtherapie mittels Schnittbildgebung sollten jedoch im Rahmen der Nachsorge auch
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potenzielle Nebenwirkungen der verfiigbaren systemtherapeutischen Ansitze (immunvermittelte
Nebenwirkungen wie beispielsweise autoimmune Hepatitis, Pneumonitis, Vaskulitis etc. und TKI
vermittelte Nebenwirkungen wie u.a. Hautreaktionen, Bluthochdruck, Leber- und
Nierenfunktionsstorungen) beachtet werden und die Schnittbildgebungen durch gezielte

Anamnesen, korperliche Untersuchungen und Labordiagnostiken ergénzt werden.

1.1.9 Therapie und molekulare Grundlagen

1.1.9.1 Lokalisiertes Stadium

Standardtherapie des lokal begrenzten Nierenzellkarzinoms ist die kurativ intendierte chirurgische
Resektion, sofern dies mit dem klinischen Zustand des Patienten vereinbar ist.!! Sie stellt somit
den Hauptpfeiler der Therapie des lokalisierten Nierenzellkarzinoms dar. Bei kleinen Tumoren ist
die addquate Tumortherapie bei moglichst organschonendem Vorgehen das vorrangige Ziel. Je
nach Expertise des Operateurs kann dies offen chirurgisch oder minimalinvasiv durchgefiihrt
werden. Die Entfernung der ipsilateralen Nebenniere soll nicht standardmifig erfolgen, sondern
ausschlieBlich bei Verdacht auf Infiltration. Ebenso sollte bei unauffilliger Bildgebung, sowie
intraoperativ unauffilligem Befund der Lymphknoten auf eine Lymphadenektomie im Rahmen der
operativen Therapie verzichtet werden, da bei hoherer Invasivitit der Operation kein
Uberlebensvorteil beobachtet werden konnte.''#3 Lokal fortgeschrittene Nierenzellkarzinome
iiber 7cm Grofle oder mit Infiltration der angrenzenden Strukturen sollten chirurgisch en bloc als
radikale Nephrektomie mit dem Ziel der RO Resektion, also der Entfernung des Tumors im

Gesunden, therapiert werden.>!

In Bezug auf sehr kleine, zufillig diagnostizierte renale Tumore zeigen einige Studien eine grof3e
Heterogenitiit des Wachstums- und Metastasierungsverhalten dieser Tumore.”>* Daher gewinnen
besonders fiir Patienten mit kleinen Tumoren, welche sich beispielsweise aufgrund von
Komorbidititen keiner Operation unterziehen konnen, lokale Ablationsverfahren zunehmend an
Bedeutung. Zu nennen sind hier die Kryoablation und die Radiofrequenzablation, die sowohl
laparoskopisch als auch transkutan durchgefiihrt werden konnen. Die EAU Guidelines beschreiben

ein gutes Qutcome fiir kleine Tumore im Stadium Tla, also unter 4cm GroBe.!! Im Rahmen von

29



experimentellen oder individuellen Therapieformen kann die Indikationen fiir eine Active
Surveillance, also ein beobachtendes Abwarten mit regelméfBigen Kontrolluntersuchungen, gestellt
werden. Dies ist beispielsweise fiir Patienten mit bereits eingeschriankter Lebenserwartung oder

mit erhdhtem Operationsrisiko aufgrund von Komorbidititen relevant.>?

1.1.9.2 Adjuvante Therapie

Trotz Tumorresektion entwickeln etwa die Hilfte aller Patienten im Verlauf ein Rezidiv oder

Metastasen. Dies schriinkt die Lebenserwartung deutlich ein.>*

Bisher existiert kein allgemeingiiltiges Therapieregime zur adjuvanten systemischen Therapie nach
Tumorresektion. Die in den aktuellen Guidelines enthaltenen Optionen umfassen die aktive

Surveillance oder das EinschlieBen in laufende klinische Studien nach der Tumorresektion.!!

Eine 2021 veroffentlichte randomisierte, doppelbinde Phase 3 Studie von Choueiri et al. verglich
den PD-1Antikorper Pembrolizumab im Vergleich zu einem Placebo-Priparat als adjuvante
Therapie an Patienten mit Nierenzellkarzinom nach Tumorresektion. Diese Studie ist die erste
Phase III Studie mit einem verbesserten krankheitsfreien Uberleben unter adjuvanter Therapie mit
Pembrolizumab und zeigte nach 24-Monaten ein signifikant lingeres krankheitsfreies Uberleben
mit 77,3% im Vergleich zu 68,1% in dem Vergleichsarm.” Bis weitere Studienergebnisse
diesbeziiglich vorliegen sprach die EAU-Gesellschaft eine schwache Empfehlung fiir die adjuvante
Pembrolizumab Therapie fiir Patienten mit lokalisiertem, hoch-risikoreichem aber operablem

Nierenzellkarzinom aus.!!

1.1.9.3 Metastasiertes Stadium

Das metastasierte Nierenzellkarzinom geht mit einer schlechten Prognose einher und stellt
aufgrund der hohen Strahlen- und Chemotherapieresistenz eine therapeutische Herausforderung
dar.>® Das initiale Management fiir Stadium IV Patienten ist abhiingig von der Resektabilitit des

Primértumors und seiner Metastasen, sowie von den prognostischen Risikofaktoren.
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Falls es chirurgisch moglich ist, eine komplette Tumornephrektomie inklusive aller Metastasen
durchzufithren, kann auch im fortgeschrittenen Stadium diese Therapie in kurativer Intention
angestrebt werden. Auch bei vollstindiger Resektion besteht jedoch ein hohes Rezidivrisiko,
sodass der Charakter der chirurgischen Therapie im metastasierten Stadium eher in der

Verzogerung als in der Vermeidung der medikamentdsen systemischen Therapie liegt.

1.1.9.3.1 Systemische Therapien

Lange Zeit standen fiir das Nierenzellkarzinom aufgrund der hohen Chemo- und
Radiotherapieresistenz im metastasierten Stadium nur limitierte Therapieoptionen zur Verfiigung.
Das wachsende Verstidndnis der molekularen und genetischen Hintergriinde in der Entstehung des
Nierenzellkarzinoms ermoglichte jedoch in den letzten zwei Jahrzehnten einen enormen Fortschritt
in der Behandlung des metastasierten Nierenzellkarzinoms. Die Einfiihrung der neuen
Wirkstoffklassen fiihrte dazu, dass das frithere Standardregime des metastasierten
Nierenzellkarzinoms, bestehend aus Interferon-Alpha- oder I1L-2-Therapie (Interleukin 2) heute

weit in den Hintergrund geriickt ist.>’

Therapierelevant fiir das metastasierte Nierenzellkarzinom sind aktuell Tyrosinkinase-Inhibitoren
(TKI), mechanistic target of rapamycin-Inhibitoren (mTOR Inhibitoren), sowie programmed cell
death 1/ programmed cell death ligand I-Antikorper (PD-1/PD-L1-Antikorper) oder eine
Kombination dieser. Hierbei zeigt sich im Hinblick auf die therapeutischen Moglichkeiten
allgemein, sowie auf die Auswahl des spezifischen Therapieregimes im Speziellen eine hohe
Dynamik, welche auch durch die hohe Anzahl an klinischen Studien in diesem Bereich deutlich

wird.>8-61

1.1.9.3.2 Chirurgische MaBBnahmen im fortgeschrittenen Stadium

Der Stellenwert der zytoreduktiven Tumornephrektomie hat durch die Entwicklung der neuen
systemtherapeutischen Ansitze, welche im Folgenden erortert werden, an Relevanz eingebiif3t. Die
zytoreduktive Tumornephrektomie beschreibt die Entfernung des Primdrtumors bei nicht

resektablen Metastasen. Im Zeitalter der interferon-basierten Immuntherapie hatte sie durch die
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nachgewiesene Verlingerung der Uberlebenszeit einen relevanten therapeutischen Stellenwert.%?
Im Rahmen der groBen randomisierten Studien CARMENA und SURTIME konnte die
zytoreduktive Therapie jedoch keinen Uberlebensvorteil bei Patienten mit intermediirem bis
hohem Risiko zeigen.®*%* In der CARMENA-Studie wurden insgesamt 450 Patienten mit
bestdtigtem, metastasierten Nierenzellkarzinom eingeschlossen und anschlie3end in zwei Gruppen
randomisiert. Eine Gruppe wurde mit zytoreduktiver Nephrektomie und anschliefender Sunitinib
Gabe therapiert, die andere Gruppe erhielt die Sunitinib-Therapie ohne vorherige Nephrektomie.
Als primérer Endpunkt galt das Gesamtiiberleben. Sunitinib allein zeigte sich laut Studie einer
initialen Nephrektomie plus Sunitinib-Therapie nicht unterlegen.®® Die SURTIME-Studie hatte
zum Ziel, einen giinstigen Zeitpunkt der zytoreduktiven Nephrektomie von Patienten mit synchron
metastasiertem Nierenzellkarzinom zu ermitteln. Dazu wurden 99 Patienten in die Studie
eingeschlossen und die initiale zytoreduktive Nephrektomie mit anschlieender Sunitinib-Therapie
in den Vergleich mit einer zeitversetzten Nephrektomie nach bereits drei Zyklen Sunitinib gesetzt.
Als primirer Endpunkt galt in dieser Studie das progressionsfreie Uberleben. Die sofortige
zytoreduktive Nephrektomie zeigte fiir die Patienten keinen Vorteil beziiglich der
progressionsfreien Uberlebenszeit.** Die 2020 erschienene Leitlinie der NCCN (National
Comprehensive Cancer Network) empfahl daher fiir Patienten einer hohen Risikogruppe, einer
groflen Metastasenlast oder klarzelliger Histologie des Tumors eine systemische Therapie ohne

vorherige zytoreduktive Chirurgie.%

Die fortwidhrende Weiterentwicklung der systemischen Therapieansitze resultierte in der
Etablierung Immuntherapie-basierter Substanzklassen. Die erste Therapiewahl fiir Patienten mit
einer intermedidren oder hohen Risikoklasse ist mittlerweile eine Immuntherapie-basierte
Kombinationstherapie mit Tyrosinkinase-Inhibitoren oder anderen Substanzklassen.!! Wihrend
noch auf Ergebnisse von randomisierten Phase III-Studien gewartet wird, zeigen erste Resultate
einen Vorteil der Immunbasierten Therapie gegeniiber Sunitinib alleine.!! In Zusammenschau mit
der CARMENA- und SURTIME-Studie deuten diese Ergebnisse auf einen Vorteil der
systemischen Therapie ohne zytoreduktive Nephrektomie fiir Patienten mit metastasiertem
Nierenzellkarzinom und Patienten der intermedidren oder hohen Risikogruppe hin. Weitere
Studienergebnisse zeigten jedoch, dass Patienten, bei denen eine systemische Therapie nicht

unmittelbar erforderlich war, von einer zytoreduktiven Nephrektomie profitieren konnen.® Fiir
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Patienten mit gutem Ansprechen auf eine initiale systemische Therapie konnte auch eine
zytoreduktive Nephrektomie im Verlauf angeschlossen werden.?® Diese neuesten Anderungen
unterstreichen noch einmal die Dynamik und Herausforderung der Therapie des

Nierenzellkarzinoms.

Die chirurgische Metastasenresektion hat einen festen Stellenwert als Bestandteil der Palliation bei
symptomatischen Patienten. Dariiber hinaus stehen die oben genannten ablativen Verfahren als
palliative supportive Therapie sowie die Bestrahlung als weitere MaBnahmen zur Verfiigung.'!:4467
Umstritten bleibt der Einfluss der Metastasenresektion auf das Uberleben der Patienten; in
retrospektiven Analysen deutet sich jedoch ein prognostischer Vorteil an. Eine Studie von Kwak
et. al schloss 62 Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom und bereits stattgehabter
Nephrektomie ein, welche keiner Immuntherapie zugefiihrt werden konnten. Analysiert wurde, ob
diese Patienten von einer Metastasenresektion profitieren. Es zeigte sich, dass Patienten mit
vollstindiger Metastasenresektion ein verlidngertes Gesamtiiberleben im Vergleich zu Patienten
ohne Metastasenresektion aufweisen.’® Das tumorspezifische 5-Jahres-Uberleben lag laut einer
Studie von Alt et al. fiir Patienten mit kompletter Metastasenresektion bei 49,4%, wohingegen es
fiir Patienten ohne Resektion bei lediglich 13,9% lag.5%% Die aktuellen EAU Leitlinien empfehlen
eine Metastasektomie in Zusammenschau mit dem Allgemeinzustand des Patienten, dem

Risikoprofil des Eingriffs und dem Wunsch des Patienten.!!

1.1.9.4 Molekulare Signalwege des Nierenzellkarzinoms

Um die molekularen Ansatzpunkte der systemischen Therapeutika zu verdeutlichen, folgt ein

kurzer Exkurs zu molekularen Signalwegen beim Nierenzellkarzinom.
Exkurs: VHL-HIF-VEGF-Signalweg:

Das klarzellige Nierenzellkarzinom ist mit einer Mutation im VHL-Gen, dem von-Hippel-Lindau-
Gen assoziiert. Das VHL-Gen ist auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3p lokalisiert und ist in
52% der sporadisch auftretenden klarzelligen Nierenzellkarzinome inaktiviert, sowie ebenfalls in
dem oben erwihnten Von-Hippel-Lindau Syndrom.” In der physiologischen Zelle triigt das von

dem VHL-Gen kodierte Protein pVHL maBgeblich zu dem Abbau des Hypoxie-induzierten Faktors
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(HIF) bei. Dieser spielt eine zentrale Rolle bei verschiedenen Steuerungsprozessen der Zelle
inklusive pH Kontrolle, Zellmigration, Proliferation und Angiogenese und ermdglicht eine
Anpassung an ein hypoxisches Milieu.”! Bei Verlust dieses Vorgangs akkumuliert HIF in der Zelle
und fithrt zur Transkription von Angiogenese und Zellwachstum stimulierenden Zielgenen. Zu
diesen gehoren unter anderem die Tyrosinkinasen Vascular endothelial growth factor (VEGF) und
Platelet derived growth factor (PDGF), welche durch Tyrosinkinase-Inhibitoren gezielt
angesteuert werden konnen.”>”3 Fiir die systemische Therapie sind heute mehrere Tyrosinkinase-
Inhibitoren, wie beispielsweise Sorafenib, Sunitinib oder Pazopanib zugelassen.®® Eine Ubersicht
der zugelassenen Substanzen zeigt Tabelle 8. In klarzelligen Nierenzellkarzinomen ist einerseits
der Abbau von HIF durch das inaktivierte VHL-Gen reduziert, zusétzlich wurde die iiberméBige
Synthese von HIF durch Alterationen in der mTOR Signalkaskade nachgewiesen.”” Die
Aktivierung von mTOR fiihrt, neben der verstirkten Synthese von HIF zu einem erhohten
Zellwachstum und gesteigerter Zellteilung.”*”> Somit stellt der mTOR Signalweg ein weiteres Ziel
der Target Therapy dar und kann mit Temsirolimus und Everolimus, sogenannten mTOR-
Inhibitoren,  gezielt inhibiert ~werden. Neben den  genannten  Optionen  der
Signaltransduktionsinhibition spielt auch die sogenannte Immuncheckpoint-Inhibitionstherapie
eine groBBe Rolle. Grundlage hierfiir ist die von renalen Tumorzellen ausgeloste, dysregulierte
Immunreaktion des Korpers, in welche therapeutisch eingegriffen wird. Das korpereigene
Immunsystem registriert Tumorzellen unter anderem durch die gerichtete, zelluldre Immunantwort
von T-Zellen. T-Zellen erkennen anhand von Tumorantigenen diese korperfremden Strukturen und
zerstoren die Tumorzelle. Das auf T-Zellen exprimierte Checkpoint-Molekiil PD-1 ist ein
inhibitorischer, immunmodulatorischer Rezeptor, welcher bei Interaktion mit seinem Liganden
PD-L1/PD-L2 durch negatives Feedback das Signal zur eigenen Herunterregulation und damit zur
Limitation der T-Zellaktivitit fiihrt. Die meisten Nierenzellkarzinom-Zellen exprimieren PD-
L1/PD-L2 auf ihrer Oberfldache und nutzen diesen Signalweg, um sich der Immunkontrolle durch
T-Zellen zu entziehen.”®”” Durch Antikorper wie Nivolumab soll die PD-1/PD-L1 Bindung

verhindert, und die PD-1 vermittelte antitumorale Immunantwort reaktiviert werden.”?

1.1.10 Risikoklassifikation und Therapieentscheidung

Die aktuellen Empfehlungen der First-/Second-Line-Therapie beruhen auf den randomisierten,

Phase III Studienergebnissen der letzten Dekaden, der Risikogruppe des Patienten, der
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individuellen Toxizitédtsprofile verschiedener Wirkstoffe und nicht zuletzt auf den klinikinternen
Priferenzen des behandelnden Teams.”® Weiterhin sind bei der Entscheidung die
Zulassungsstadien der Medikamente zu beachten. Hierdurch erkliren sich teils unterschiedliche
Empfehlungen hinsichtlich der Medikation zwischen den verschiedenen zur Verfiigung stehenden

Guidelines (bspw. NCNN, EAU, S3-Leitlinie).

Allen Leitlinien gemein ist die Notwendigkeit einer initialen Risikoklassifikation vor der
therapeutischen Entscheidung. Hier hat sich die Anwendung des sogenannten Motzer Scores
(MSKCC-Score) oder dessen Weiterentwicklung, des sogenannten IMDC Score etabliert. Ziel
dieser Scores ist es, Patienten mittels festgelegter Parameter in Risikogruppen einzuteilen, und
anhand der Risikogruppe eine moglichst akkurate Vorhersage beziiglich der
Uberlebenswahrscheinlichkeit treffen zu konnen. Die Vorhersagewahrscheinlichkeit der folgenden

Modelle betriigt aktuell zwischen 52 - 65%.4

Die von Motzer et al. 1999 erstmals publizierte MSKCC-Klassifikation (Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center), teilt Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom anhand von klinischen und
laborchemischen Parametern in drei Risikogruppen ein.”® Hierbei flieBen folgende fiinf Parameter
ein, welche bei Zutreffen jeweils mit einem Punkt gezdhlt werden: Der Karnofsky Performance
Status (< 80%), die Zeit von Diagnosestellung bis Therapiebeginn einer systemischen Therapie (<
1Jahr), die Serumcalcium-Konzentration (> 10mg/dl), der Himoglobinwert (< untere Grenze des
Normwerts) sowie eine LDH-Erhthung (Laktatdehydrogenase > 1,5x der Norm).”® Bei 0 Punkten
ergibt sich ein niedriges Risikoprofil, bei 1 - 2 Punkten ein intermediéres, und ab 3 Punkten ein
hohes Risikoprofil. Anhand einer Kohorte von Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom
und Second-Line-Studie, wurde die Klassifikation 2004 von den Autoren auf die drei Faktoren

Himoglobin, Kalziumwert und Karnofsky-Index gekiirzt.3°

Im Zeitalter der Target-Therapy wurde durch Heng et. al. ein neues Modell der
Risikostratifizierung fiir Patienten mit fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom unter sowohl First-
Line- als auch unter Second-Line-Anti-VEGF-Therapie entwickelt.3! Das International Metastatic
Renal Cell Carinoma Database Consortium (IMDC) Modell schlieB3t vier der fiinf oben genannten
Kriterien aus dem MSKCC-Modell ein, mit dem Unterschied, dass die Anzahl von Neutrophilen
und Thrombozyten die LDH-Erhohung ersetzen. Auch hier erfolgt die Einteilung in drei

Risikogruppen. Patienten mit O Punkten werden in die Gruppe mit niedrigem Risikoprofil
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kategorisiert, bei 1 - 2 Punkten in die intermediére, ab 3 Punkten in die hohe Risikogruppe.’! Dieses
Modell weist eine verbesserte Vorhersagewahrscheinlichkeit hinsichtlich der Uberlebensprognose

der Patienten im Vergleich mit den Motzer-Kriterien auf.4%->7

Die Entscheidung des Therapieregimes erfolgt dann anhand der Einteilung in eines der drei
Risikoprofile. Tabelle 8 zeigt einen Uberblick iiber die aktuell laut EAU-Leitlinie zur Verfiigung
stehenden Medikamente in der Erstlinientherapie. Hier zeigt sich, dass die Erstlinientherapie in der
Regel in einer Kombinationstherapie besteht, indem mindestens ein Immuncheckpointinhibitor
beteiligt ist. Alternativ stehen jedoch bei Kontraindikation fiir eine solche Therapie auch TKI

Monotherapien zur Verfiigung.

Tabelle 8: Erstlinien-Therapie des metastasierten NZK; modifiziert nach EAU Guidelines."!

Risikogruppe Niedriges Risiko Mittleres Risiko Hohes Risiko
RF ;)Nllkll)%kofaktoren nach 1-2 Risikofaktoren nach IMDC | 3 Risikofaktoren nach IMDC
MUZ 30 Monate 14 Monate 5 Monate
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- Nivolumab/ - Nivolumab/ Cabozantinib | -  Nivolumab/ Cabozantinib
Cabozantinib (CPI/TKI) (CPI/TKI)
(CPI/TKI) - Axitinib/ Pembrolizumab - Axitinib/ Pembrolizumab
- Axitinib/ (TKI/CPI) (TKI/CPI)
Pembrolizumab - Pembrolizumab/ - Pembrolizumab/
(TKI/CPI) Lenvatinib Lenvatinib
1. Linie - Pembrolizumab/ (CPYTKI) (CPI/TKI)
Lenvatinib - Ipilimumab/ Nivolumab - Ipilimumab/ Nivolumab
- (CPI/TKI) (CPI/CPI) (CPI/CPI)
Alternative bei CPI Alternative bei CPI Alternative bei CPI
Unfihigkeit: Sunitinib/ Unfihigkeit: Cabozantinib/ Unfihigkeit: Cabozantinib/
Pazopanib Sunitinib/ Pazopanib Sunitinib/ Pazopanib

Abkiirzungen: MUZ= mittlere Uberlebenszeit, TKI= Tyrosinkinaseinhibitor, CPI= Checkpointinhibitor, RF= Risikofaktoren,
IMDC= International Metastatic Renal Cell Carcinoma Database Consortium, NZK= Nierenzellkarzinom

Durch die genannten Kombinationstherapien in der Erstlinie besteht in spiteren Therapielinien bei

Progress die Schwierigkeit der Wahl der Zweitlinientherapie.

Tabelle 9 zeigt einen moglichen Entscheidungsalgorithmus, welcher sich an der S3 Leitlinie

orientiert. Hierbei wird ein ,,mode of action* Wechsel, falls moglich, angestrebt.

Tabelle 9: Vorschlag der Zweitlinien-Therapie des metastasierten NZK, modifiziert nach aktuell giiltiger S-3 Leitlinie.*®

Vortherapie Leitlinienempfehlung Optionale Alternative
. Cabozantinib Lenvatinib/ Everolimus
VEGF/R Inhibitor . .
Nivolumab Alternativ anderer TKI
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CPI TKI basierte Therapie (je nach
Zulassungsstatus)
TKI basierte Therapie (j h

CPI/TKI Kombination basierte Therapie (je nac
Zulassungsstatus)

. TKI

Temserolimus .

Nivolumab

Abkiirzungen: TKI = Tyrosinkinaseinhibitor, CPI = Checkpointinhibitor, VEGF/R-Inhibitor = Vascular endothelial growth
factor/receptor

1.1.11 Prognose-Modelle:

Das Nierenzellkarzinom gilt im Vergleich zu vielen anderen Tumorentititen als schwierig zu

prognostizieren.*®

Prognostische Faktoren lassen sich in anatomische, histologische, klinische und molekulare
Kategorien zusammenfassen. Die anatomischen Faktoren sind in der TNM-Klassifikation
beinhaltet. Histologisch relevant sind der Subtyp, der Grad der Entdifferenzierung, Tumornekrose
und lymphovaskulire Invasion.’?> Eine rhabdoide oder sarkomatoide Differenzierung ist

prognostisch ungiinstig und dquivalent zum Differenzierungsgrad 4.%3

Klinisch existieren je nach Stadium verschiedene Prognosescores fiir das Nierenzellkarzinom. Im
lokalisierten Stadium kann beispielsweise zur Abschitzung der Uberlebenswahrscheinlichkeit der
SSIGN-Score angewendet werden. Der SSIGN-Score wurde zur Vorhersage des
tumorspezifischen Uberlebens von Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom entwickelt.3* Im
Rahmen externer Validierungen betrug die Aussagegenauigkeit des SSIGN-Scores 87%.3%5 Anhand
der Beriicksichtigung der klinischen Faktoren Stage, Size, Grade und Necrosis konnen Patienten
in die Risikogruppen Gering-, Intermedidir- und Hoch-risikoreich eingeteilt werden, was Aussagen
zur Uberlebenswahrscheinlichkeit erlaubt.?*% So kann das 5-Jahre metastasenfreie Uberleben bei
Patienten mit der SSIGN-Zuteilung in die Risikogroppe Gering mit 97,1% angegeben werden. Fiir
Patienten mit intermedidrem Risiko liegt dies bei 73,8% und mit hohem Risiko lediglich bei 31,2

%28

Im metastasierten Stadium finden vor allem die oben beschriebenen Scores (Motzer; IMDC)
Anwendung. Weitere prognosebeeinflussende Faktoren sind laut der deutschen Krebsgesellschaft

das Intervall bis zum Auftritt der ersten Metastase, eine hohe AP (Alkalische Phosphatase) und
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eine fehlende Nephrektomie.* Pulmonale Metastasen haben die beste Prognose der
Fernmetastasen, Hirnmetastasen gehen hingegen unbehandelt mit einem medianen Uberleben von

einem Monat einher.%-87

Neben diesen klinischen Faktoren beschiftigt sich die Forschung intensiv mit der Evaluation

weiterer prognostischer Marker, auch auf molekularer Ebene.

Zu erwihnen ist an dieser Stelle der S3-Score. Der S3-Score ermoglicht eine molekulare
Risikoeinschiitzung fiir das klarzellige Nierenzellkarzinom.®® Er basiert auf der Beobachtung, dass
klarzellige Nierenzellkarzinome weniger aggressiv auftreten, wenn sie ein &dhnliches Gen-
Expressionsmuster wie ihr Ursprungsgewebe aus dem Nephron zeigen.? Fiir die Etablierung des
S3-Scores wurden 97 Signaturgene aus benignen Nephronzellen selektiert und die Ahnlichkeit der
Nierentumor-Gene zu den Signaturgenen analysiert.®® Der Score zeigte einen signifikanten
Zusammenhang zwischen der Genexpression und dem krebsspezifischen Uberleben der Patienten
und bietet einen neuen klinischen Ansatz der Risikostratifizierung fiir Patienten mit klarzelligem

Nierenzellkarzinom.?°

Ein molekularer Marker von Relevanz ist auch der Chemokinrezeptor CXCR4, welcher in den
EAU Leitlinien von 2022 als molekularer prognostischer Faktor erwihnt wird. Diese Arbeit
umfasst die Untersuchung des Expressionsverhalten und der klinischen Relevanz des CXCR4-

Rezeptors in malignen und benignen Nierenzelltumoren sowie Metastasen maligner Nierentumore.

1.2 CXCR4

1.2.1 Chemokine und Chemokinrezeptoren

Chemokine gehoren zu der groen Gruppe der Zytokine. Sie entfalten ihre Wirkung iiber Bindung
an spezifische Chemokin-Rezeptoren auf der Oberfliche ihrer Zielzellen. Bei Bindung wird eine
intrazellulire Signalkaskade veranlasst, was in einer Anderung der Genexpression oder Induktion

der Migration, Apoptose oder Proliferation der Zielzelle resultiert.”!
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Chemokine sind mit 8-14 kDa (Kilodalton) relativ kleine Molekiile. Sie binden an spezifische G-
Protein gekoppelte Transmembranrezeptoren (GPCR).”? Bisher konnten 48 Chemokine und 23
Chemokin-Rezeptoren identifiziert werden.”® Die Namensgebung und Einteilung der Chemokine
in die 4 Subgruppen C, CC, CXC und CXXXC erfolgt anhand ihrer N-terminalen
Aminosduresequenz, wobei C fiir die Aminosdure Cystein, und X fiir eine variable Aminosdure

steht.”*

Chemokine sind an einer Vielzahl von physiologischen und pathologischen Vorgéingen beteiligt.
Sie werden von verschiedenen Zelltypen sezerniert und wirken als chemische Lockstoffe fiir
Zellen, die den korrespondierenden Rezeptor an ihrer Oberfldche exprimieren. So migrieren diese
Zellen entsprechend des Konzentrationsgradienten an den Ort hoher Chemokinexpression.”
Besonders in Inflammationsreaktionen und der Aufrechterhaltung der Homdoostase sind
Chemokine essentielle Mediatoren.”® Sie zeichnen sich durch die Fihigkeit der Aktivierung und
Induktion gerichteter Migration von Leukozyten aus. So konnen Leukozyten durch Chemokine zu
Entziindungsherden, Infektionen oder Tumoren gelockt werden. Homoostatisch wirksame
Chemokine lenken Leukozyten im Rahmen der Blutbildung ins Knochenmark und den Thymus.®’
Ebenso spielen sie eine grofe Rolle in der hdmatopoetischen Zellmigration, Virus-Zell-

Interaktionen, Angio- und Neoangiogenese.”®

Aufgrund ihres Einflusses auf die Neoangiogenese sowie der Fihigkeit zur Induktion gerichteter

Zellmigration sind Chemokine ebenfalls an der Tumorentstehung und -progression beteiligt.”

Chemokinrezeptoren gehodren zu der Familie der G-gekoppelten Transmembranrezeptoren (G
protein-coupled receptor, GPCR) und damit zur groten Familie der membrangebundenen
Rezeptoren.”® Alle GPCRs sind aus sieben Transmembranhelices aufgebaut, mit denen sie die
Zellmembran durchspannen. Ihr N-terminales Ende liegt extrazelluldr, wo die meisten Liganden
binden. Das C-terminale Ende liegt intrazellulir.”® Die Gruppe der GPCRs werden anhand des G-
Proteins in vier Hauptklassen eingeteilt: Ga, Gq, Gi und Gs. Je nach Klasse aktivieren sie teilweise
unterschiedliche Signalwege. Weiter lésst sich der Rezeptor in drei Untereinheiten namens a, S
und y einteilen. Die a-Untereinheit hat im Ruhezustand des Rezeptors ein Guanosindiphosphat
(GDP) gebunden, welches bei Bindung des Liganden durch Konformationsdnderung dissoziiert
und sofort durch ein GTP-Molekiil (Guanosintriphosphat) ersetzt wird. Durch diese Aktivierung

des Rezeptors kommt es im Anschluss zur Dissoziation des Monomers o und des Dimers By, der
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Bindung weiterer Effektorproteine und der anschlieBenden Bildung von Second Messenger cAMP
(cyclic adenosine momophosphate) und IP3 (Inositol-1,4,5-trisphosphat). Diese wiederum
aktivieren verschiedene Signalwege und losen eine Vielzahl an zelluliren Effekten aus.”®* Durch
Aktivierung der Rezeptoren kommt es im Allgemeinen zu einer Kaskade von Downstream-
Signalen wie der Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration, sowie der Aktivierung
verschiedener Proteinkinasen. Die Namensgebung der Chemokinrezeptoren basiert auf der
Subklasse der Chemokine, die an dem Rezeptor binden (bspw. CXC), gefolgt von einem ,,R* fiir
Rezeptor und einer Nummer, welche nicht mit der Nummer des Liganden iibereinstimmen muss.
Viele Chemokin-Rezeptoren konnen mehrere Chemokine binden, und viele Chemokine kénnen

mehr als einen Rezeptor aktivieren.!%

1.2.2 CXCR4 und der Ligand CXCL12

Der Chemokinrezeptor CXCR4 wurde im Jahre 1994 erstmals von Loetscher et al. als LEST-
Rezeptor (leukocyte-derived seven-transmembrane domain receptor) beschrieben.'!

1996 wurde das Chemokin CXCL12 als endogener Ligand entdeckt und der Rezeptor anhand der
konventionellen Nomenklatur in CXCR4 umbenannt.'?> Im selben Jahr haben Feng et al. CXCR4
ebenfalls als wichtigen Co-Rezeptor fiir die Fusion des HI-Virus (Humanes Immundefizienz-
Virus) mit CD4 * Lymphozyten entdeckt.!®

CXCR4 wird von einer Vielzahl an Zelltypen exprimiert, besonders von Lymphozyten,
lymphatischen Gewebe, Endothel- und Epithelzellen sowie hdmatopoetischen, endothelialen,
neuronalen und embryonalen Stammzellen, Fibroblasten und auch Tumorzellen.”*!%* Eine hohe
funktionelle Expression des Rezeptors wurde in embryonalen pluripotenten Stammzellen, sowie
gewebegebundenen Stammzellen von Nervengewebe, Skelettmuskel, Herz, Leber, Endothel,
renalem Tubulusepithel und retinalem Pigmentepithel nachgewiesen.!> Eine funktionale
Expression bedeutet ein gerichtetes Migrieren oder auch Eindringen der rezeptortragenden Zellen
entlang des CXCL12 Gradienten.

CXCLI12, auch als stromal cell-derived factor-1 (SDF-1) bekannt, ist ein Chemokin, welches 1993
erstmals als Sekretionsprodukt einer Knochenmarks-Stromazelle von Tashiro et al. beschrieben

wurde. 192
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CXCL12 bindet an die Chemokinrezeptoren CXCR4 und CXCR7 und wirkt als
proinflammatorischer Mediator sowie potenter Lockstoff fiir Lymphozyten und hamatopoetischen

Progenitorzellen.'??

Es wird konstitutiv in vielen Geweben exprimiert bzw. sezerniert,
einschlieBlich der Lunge, Leber, Skelettmuskel, Gehirn, Herz, Niere, Haut und Knochenmark.
Mehrere Studien zeigten eine erhohte Chemokin-Sekretion in hypoxischem Gewebe, wie
beispielsweise im Rahmen von Myokardinfarkt, Extremitéten Ischamie, toxischem Leberschaden
oder nach Chemotherapie.”” Es wurde ebenfalls beobachtet, dass ein erhthtes VEGF in
geschidigtem Lebergewebe zu einer Induktion von CXCL12 fiihrt.

Die Bindung von CXCL12 am CXCR4-Rezeptor induziert verschiedene intrazelluldre Signalwege
beziiglich Chemotaxis, Erhohung des intrazelluldren Calciumspiegels, Zellproliferation und -
iiberleben sowie die Induktion bestimmter Gentranskriptionen.”?> Die CXCR4/CXCL12 Achse
zeigt sich unverzichtbar fiir die regelrechte, embryonale Zellmigration in der Hadmatopoese,
Vaskularisation und Organogenese.!™ So zeigten Studien zu CXCR4/CXCL12-Gen-Knockout

Maiusen bereits embryonal letale Verldufe aufgrund von fehlerhafter Migration himatopoetischer

Stammzellen, sowie Defekten der Herz- und Gehirn-Differenzierung.”>1%

1.2.3 Intrazelluldre Signaltransduktion von CXCR4/CXCL12

Bei Bindung des Liganden CXCL12 an CXCR4 kommt es zur Konformationsdnderung des
Rezeptors und dadurch zum Austausch von GDP (Guanosindiphosphat) zu GTP
(Guanosintriphosphar). Dies bewirkt die Dissoziation der Untereinheiten Ga und GPy, die je nach
Gewebe- oder Zelltyp und Klasse des Ga-Proteins unterschiedliche Signalkaskaden auslosen. Die
CXCR4-gerichtete Zellmigration wird durch die PI3K (Phosphoinositid-3-Kinase) gefordert,
welche durch beide Untereinheiten, Gai und Gfy, aktiviert wird. PI3K reguliert die Zellmigration,
Gentranskription und Proliferation durch die Phosphorylierung der AKT. AKT ist eine Serin-
Threonin-Kinase, sowie auch ein Protoonkogen und aktiviert und inhibiert weitere Substrate, die
dadurch die Proliferation, Transkription und Apoptose der Zelle beeinflussen.”® Goi inhibiert
gleichzeitig die Adenylatzyklase, was einerseits zur Reduktion des Second Messengers cAMP fiihrt
und andererseits iiber Signalwege (Ras/Raf/MEK/ERK) den Zellzyklus und dadurch das Uberleben
der Zelle fordert.'"”” Die Untergruppe Gfy aktiviert die Phospholipase C, diese katalysiert die
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Hydrolyse von PIP2 (Phosphatidylinositoldiphosphat) zu PIP3 (Phosphatidylinositoltriphosphat)
und DAG (Diacylglycerin). PIP3 fordert die Freisetzung von Calcium aus intrazelluldren
Speichern. DAG aktiviert seinerseits die Proteinkinase C und die MAP-Kinase (Mitogen-activated
protein kinase), welche positiven Einfluss auf Zellmigration und Zelliiberleben nehmen.”? Zur
intrazelluldren Calciumerhthung, sowie der Transkription verschiedener Zielgene, kommt es bei
Ligandenbindung auch unabhingig der Untergruppen durch Aktivierung des JAK/STAT-
Signalweges (Januskinase/Signal Transducers and Activators of Transcription). Allerdings ist
dieser Signalweg noch Gegenstand aktueller Forschung und Studien.®®!%® Ebenfalls durch die
Ligandenbindung getriggert, wird CXCR4 von G-Protein gekoppelten Rezeptor-Kinasen
phosphoryliert und dadurch der B-Arrestin-vermittelten Internalisierung des Rezeptors zugefiihrt.
Damit kommt die Signaltransduktion zum Erliegen.”®!% Im Anschluss kann der Rezeptor recycelt

in der Zellmembran eingegliedert, oder im Lysosom dem Abbau zugefiihrt werden.*>%

1.2.4 Onkologische Relevanz von CXCR4

Mittlerweile kann dem CXCR4-Rezeptor in pathophysiologischer Hinsicht eine bedeutende Rolle
in der Tumorprogression zugeschrieben werden. Durch die oben genannten physiologischen
Signalkaskaden, aktiviert die CXCR4/CXCL12-Achse bei Expression in Tumorzellen Prozesse,

welche die Proliferation, Angiogenese und Metastasierung von Malignomen fordern.?%!1°

So haben Miiller et al. bereits 2001 den Zusammenhang hoher CXCR4-Expression auf
Brusttumoren und eine korrespondierende Metastasierung der CXCR4 tragenden Tumorzellen in
CXCL12-reiche Regionen im Mausmodell beschrieben. In diesem Modell fiihrte die
Neutralisierung der CXCR4/CXCL12-Achse zu einer verringerten Metastasenlast der lokalen
Lymphknoten und der Lunge.!'! Ebenfalls zeigten Mausmodelle zu menschlichem Brustkrebs,
aber auch Untersuchungen zu Prostata-Karzinomen, hohe intratumorale CXCL12-Spiegel. Es lie3
sich eine chemotaktische Migration von CXCR4-positiven Inflammations-, Gefd- und
Stromazellen in CXCL12-reiche Gewebe beobachten. Die daraus resultierende Sekretion von
Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Chemokinen und proangiogenetischen Faktoren unterstiitzt das

112,113

Tumorwachstum weiter. Schlussfolgern ldsst sich hieraus, dass eine erhohte CXCR4-

Expression auf Tumorzellen zu einer gesteigerten Chemotaxis zu Organen mit hohen CXCL12
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Spiegeln fiihrt, und somit die Induktion der Fernmetastasierung bedingen kann. Unterstiitzend
dieser Annahme zeigen Organe besonders hohe CXCL12 Level, die typische Lokalisationen der
Metastasierung darstellen, wie beispielsweise Gehirn, Knochen, Lungen und Leber.!%%!1* Ishikawa
et al. beschrieben 2009 durch Studien an Brusttumoren, dass das schnelle Tumorwachstum und die
damit einhergehende regionale Hypoxie zu einer lokalen HIF-1 Ausschiittung fiihrt, welche iiber
die Bildung des Transkriptionsfaktors NF«xB (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of
activated B-cells) den Reiz zur erhohten CXCR4-Transkription in Tumorzellen bewirkt.!!>!16 Ein
erhohtes HIF-1 fiihrt ebenfalls zur vermehrten Ausschiittung von VEGF, was seinerseits zusétzlich
zur gesteigerten CXCR4-Expression fiihrt, sowie eine gesteigerte Neoangiogenese bewirkt.!!”
Jiang et al. zeigten anhand von Studien an Osteosarkom-Zellen, den Zusammenhang der CXCR4-
aktivierten Signalkaskade PI3K/AKT und Tumorzellproliferation, durch gehemmte Apoptose und

stimuliertem Zellzyklus.!'®

CXCR4 ist ebenfalls auf Krebsstammzellen exprimiert. Hermann et al. berichtete 2007, dass die
CXCR4-Expression in pankreatischen Krebsstammzellen eine Schliisselrolle in dem Prozess der
Metastasierung von Pankreastumoren darstelle.!!® Gatti et al. untersuchten Glioblastom-Gewebe
und zeigten nicht nur, dass die CXCR4/CXCL12-Achse eine bedeutende Rolle in der Proliferation,
Invasion und Angiogenese dieser Tumoren spielt, sondern auch, dass auf Krebsstammzellen von
Glioblastomen CXCR4 exprimiert ist und dadurch einen Einfluss auf das
Metastasierungsverhalten und Resistenz der Tumorzellen zu haben scheint.'? Die CXCR4-
Expression in Krebsstammzellen verleiht den Tumoren eine hohere Invasivitdt und verstérktes

Metastasierungspotenzial, sowie gesteigerte Uberlebens- und Erneuerungsfihigkeit.!04120

Insgesamt liegen Daten vor, dass CXCR4 in 23 Tumorarten iiberexprimiert ist, darunter in Brust,
Prostata, Gehirn, Pankreas, Ovar und Melanomen und eine bedeutende Rolle in der
Pathophysiologie dieser Tumore zu spielen scheint.'" In einigen dieser Tumore wurde die erhhte

CXCR4-Expression als negativer prognostischer Marker identifiziert.!*
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1.2.5 CXCR4 in Nierenzellkarzinomen und als prognostischer Marker

Es beschiftigen sich schon seit ldngerer Zeit Arbeitsgruppen mit dem Chemokinrezeptor CXCR4
in Nierenzellkarzinomen. Schrader et al. veroffentlichten 2002, anhand eines Kollektivs von zehn
Patienten, die erste Studie zur CXCR4/CXCL12-Expression in klarzelligen Nierenzellkarzinomen.
Immunhistochemische Farbungen und mRNA (messenger Ribonucleic acid) Analysen von zehn
Tumorproben, und den korrespondierenden benignen Gewebeproben, zeigten eine heterogene,
aber konstante Hochregulation der CXCR4-Expression in Tumorgewebe, verglichen mit normalem
Nierengewebe. Durch Messung einer erhohten intrazelluldren Calcium-Konzentration nach
Aktivierung des Rezeptors durch seinen Liganden CXCL12, bestitigten Schrader et al. die
Funktionalitiit des Rezeptors in den Tumorzellen.!?! 2003 widmeten sich Staller et al. der Frage,
wie Nierentumorzellen den Rezeptor CXCR4 erwerben. Die Ergebnisse ihrer Studie stiitze die
initiale Hypothese, dass Nierenzellkarzinome mit einem Funktionsverlust des VHL-Gens und
resultierender HIF-1 Akkumulation, eine verstirkte CXCR4-Expression aufweisen. Ferner belegte
die Studie an 195 Patienten, in univariater Analyse, einen Zusammenhang zwischen
hochreguliertem CXCR4 und verkiirztem tumorspezifischen Uberleben. Mit einer multivariaten
Cox-Analyse konnte dies unabhingig von Tumorstadium oder Differenzierungsgrad bestitigt
werden.'”? Die Rolle von CXCR4 und dessen Expression und Funktionalitit im
Metastasierungsprozess wurde von Wang et al. 2009 evaluiert. Sie analysierten die CXCR4-
Expression in primédren Nierenzelltumoren, Metastasen sowie benignem Nierengewebe, sowie das
subzelluldre Verteilungsmuster des Rezeptors in den unterschiedlichen Gewebearten. Zu
beobachten war, dass sich die CXCR4-Expression in Metastasengewebe hoher als in
Primédrtumoren oder benignen Gewebe darstellte. Interessanterweise zeigten Metastasen die
CXCR4-Expression vorwiegend im Zytoplasma und im Nukleus, in den Primédrtumoren war
CXCR4 hauptsdchlich membrands lokalisiert. Die Ergebnisse der unterschiedlichen Expression in
Primértumor, Metastasen und benignem Gewebe, sowie der unterschiedlichen intrazelluldren
Lokalisation von CXCR4 unterstreicht die mogliche Rolle der CXCR4/CXCL12-Achse im Prozess

der Metastasierung von Nierenzellkarzinomen.'??

Auch der prognostische Charakter des Chemokinrezeptors wurde von verschiedenen Studien
analysiert. Mehrere Veroffentlichungen zeigten bereits, dass eine erhohte CXCR4-Expression in

Nierenzellkarzinomen mit einem schlechten Outcome der Patienten assoziiert ist, und sich der
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CXCR4-Rezeptor auch in multivariater Analyse als unabhiingiger Prognose-Faktor bestitigt. 24126
Kaplan-Meier Analysen zeigten eine ungiinstigere Prognose fiir Patienten mit starker CXCR4-
Expression.!?”128 Die Arbeitsgruppe Li et al. untersuchten 2011 die prognostische Rolle von
CXCR4 im Rahmen der Metastasierung bei LARCC (locally advanced renal cell carcinoma).
Wihrend die Studie keinen Zusammenhang zwischen CXCR4-Expression und der Metastasierung
von Nierenzellkarzinomen nachweisen konnte, zeigte sie eine hohe Expression bei 80% der
Patienten mit Tumorprogress. Patienten ohne Progress innerhalb des Nachbeobachtungszeitraums
zeigten nur in 20% eine hohe CXCR4-Expression. Ferner bestitigte auch diese Studie in
multivariater Cox-Analyse, dass eine starke CXCR4-Expression mit einem erhohten Risiko fiir den
Progress des Karzinoms und kiirzerem Gesamtiiberleben einhergeht.!? In einer Verdffentlichung
von 2013 untersuchte die Arbeitsgruppe um Li et al. 104 Gewebeproben von klarzelligen
Nierenzellkarzinomen. Wang et al. untersuchten im gleichen Jahr 97 Nierenzellkarzinom-Proben
unbekannter Histologie. Es zeigte sich jeweils, dass CXCR4 in uni- und multivariater Analyse
einen signifikanten Marker beziiglich des Gesamtiiberlebens und tumorspezifischen Uberlebens
darstellt.'?*!>  Auch Metaanalysen bestiitigen bereits eine hohere CXCR4-Expression in
Tumorgewebe als in benignem Nierengewebe, einen Zusammenhang zwischen schlechtem
Gesamtiiberleben bei hoher CXCR4-Expression, sowie eine vermehrte Expression von CXCR4 in

metastasiertem Nierenzellkarzinom als in lokalisiertem Nierenzellkarzinom.!3°

1.2.6 CXCR4 in der klinischen Anwendung

In Anbetracht der bedeutenden Rolle der CXCR4-CXCL12-Achse in der Tumorprogression

wurden bereits viele Ansitze entwickelt diese Achse therapeutisch zu unterbrechen.

Ein CXCR4-Antagonist, welcher sich bereits im klinischen Einsatz befindet, ist Plerixafor
(AMD3100) und wird zur Therapie von Non-Hodgkin-Lymphomen sowie dem multiplen Myelom

angewendet.'?!

Im Rahmen der Erforschung neuer Therapieansitze fiir das Nierenzellkarzinom werden aktuell

CXCR4-Antagonisten in verschiedenen Studien untersucht.
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Ein oral verfiigbarer CXCR4 Antagonist (X4P-001), welcher in Xenograft-Modellen die HIF-
2alpha Konzentration senkt, wurde bereits in Phase I/II Studien an Patienten mit fortgeschrittenem
Nierenzellkarzinom in Kombination mit Axitinib verabreicht. Die ersten Studienergebnisse deuten

auf vielversprechende Uberlebenszeiten dieser Kombinationstherapie hin. 3133

In einer randomisierten Phase II Studie von Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom
wurde der Therapieeffekt der Kombination eines CXCR4 Inhibitors (LY2510924) mit Sunitinib
der Sunitinib Monotherapie gegeniibergestellt. Diese Studie zeigte keinen Vorteil des Uberlebens

der Patienten mit der Kombinationstherapie.!'?*

Auch in anderen Tumorentititen wie Brust- und Pankreaskarzinomen sind CXCR4 Antagonisten
Gegenstand klinischer Studien.!?>13¢  AbschlieBende Ergebnisse dieser Studien sind noch

ausstehend.

Auf Grund der hohen CXCR4-Rezeptor Expression in einer Vielzahl von Malignomen stellt der
Rezeptor auch einen interessanten Angriffspunkt als Radiotracer fiir eine CXCR4-gerichete
Bildgebung, beispielsweise in der Positron-Emissions-Tomographie dar. Ein CXCR4 gerichteter
Tracer (PentixaFor) wurde bereits zur Bildgebung an Patienten mit verschiedenen soliden und
himatologischen Neoplasien untersucht und zeigte beispielsweise in Marginal-Zonen Lymphomen
137,138

gute Ergebnisse.

Vorteile der CXCR4-gerichteten Bildgebung. '

In soliden Tumoren zeigte eine Studie von Werner et al keine eindeutigen

1.2.7 Motivation und Ziele dieser Arbeit

Nierenzellkarzinome stellen etwa 3% aller Tumorerkrankungen weltweit dar und sind besonders
im metastasierten Stadium schwer zu therapieren.'*® Obwohl durch zunehmende Bildgebungen
Nierenzellkarzinome immer frither entdeckt werden, pridsentieren 25 - 30% der Patienten zum
Zeitpunkt der Erstdiagnose bereits Fernmetastasen. Weitere 30% aller Patienten entwickeln im
Verlauf Metastasen.®!?8 Die Strahlen- und Chemotherapie-Resistenz des Nierentumors limitiert die
Therapiemoglichkeiten und fiihrt zu eingeschrinkten Lebenserwartungen mit einer 5 Jahres
Uberlebenswahrscheinlichkeit von nur etwa 15% bei fortgeschrittenem Tumorstadium.*® Trotz
verbesserten Therapieansitzen innerhalb der letzten zwei Dekaden, durch sogenannte Target-
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Therapy und Immunotherapy, erleiden die meisten Patienten im Verlauf einen Riickfall und
versterben letztendlich an den Folgen des Nierenzellkarzinoms. Des Weiteren weisen einige
Patienten mit vergleichbaren klinischen und pathologischen Merkmalen, unterschiedliche Verlaufe
und Outcomes auf.!*! Die aktuell verwendeten prognostischen Modelle basieren hauptsichlich auf

klinischen und pathologischen Faktoren. Molekulare Aspekte werden bislang nicht beriicksichtigt.

Diese Griinde betonen die Notwendigkeit Nierenzellkarzinome frithzeitig zu erkennen und auch
auf Basis molekularer Signalwege effektivere Therapieregimes zu entwickeln. Um die
Risikostratifizierung von Patienten mit Nierenzellkarzinomen zu verbessern, gilt es weitere

prognostische Marker zu identifizieren.!?8

Die prognostische Wertigkeit des Chemokinrezeptors CXCR4 wurde bereits fiir einige
Tumorentititen belegt.'® In Nierenzellkarzinomen wurde die prognostische Relevanz von CXCR4
noch nicht ausreichend validiert.”>¢ Verschiedene Studien untersuchten die subzellulire CXCR4
Distribution in Nierenzellkarzinomen anhand immunhistochemischer Analysen. Wéhrend jedoch
einige Autoren die Rezeptorexpression hauptsidchlich membrands bestitigten, wiesen andere
Studien eine starke zytoplasmatische oder nukleire Lokalisation des Rezeptors nach.!23:124.128,129
Eine umfassendere Kenntnis iiber die intrazelluldre Lokalisation von CXCR4 in Nierentumoren
und Metastasen konnte mehr Aufschluss tiber den Einfluss des Rezeptors in der Tumorentstehung
und -progress, sowie dem Metastasierungsprozess geben. Dariiber hinaus wird der
CXCR4/CXCL12 Achse auch ein therapeutisches Potential zugeschrieben: In Mausmodellen mit
Brustkrebszellen zeigte eine Blockade der CXCR4/CXCL12 Achse einen deutlich verringerten
Metastasierungsprozess.'!! Basierend hierauf sowie auf den oben geschilderten Ausfiihrungen der
bisherigen Arbeiten zu CXCR4 im Nierenzellkarzinom, liegen der vorliegenden Arbeit folgende

Hypothesen zu Grunde:
Maligne Nierentumore zeigen eine hohere CXCR4-Expression als benignes Gewebe.

Metastasen weisen, moglicherweise als Hinweis auf eine hohere biologische Aggressivitit, eine

starkere CXCR4-Expression als Primértumore auf.

Weiter stellt CXCR4 fiir klarzellige Nierenzellkarzinome einen negativen prognostischen Faktor

dar.
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Fiir die vorliegende Arbeit wurden drei unabhiingige Nierentumorkollektive in Form von Tissue
Micro Arrays (TMA) aufbereitet und anhand immunhistochemischer Farbung auf
zytoplasmatische und nukleire CXCR4-Expression untersucht. Ziel dieser Arbeit ist die
umfassende Analyse der CXCR4-Expression in primidren Nierenzellkarzinomen und
Metastasengewebe, sowie in weiteren histologischen Subtypen maligner und benigner Genese.
Dariiber hinaus wird die subzelluldre Distribution analysiert, wie auch der prognostische Charakter
von CXCR4 beziiglich des Gesamt- und tumorspezifischen Uberlebens in klarzelligen

Nierenzellkarzinomen.

Ein genaueres Verstindnis der CXCR4-Expression und dessen funktionellen Auswirkungen
konnten in einer optimierten Prognose-Genauigkeit resultieren. Dies wiirde einerseits zu einer
verbesserten Aufkldarung der betroffenen Patienten und deren Angehorigen fiihren, als auch die

bisher limitierten Therapieoptionen potenziell erweitern.
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2 Material und Methoden

2.1 Ethikvotum

Die vorliegende Studie wurde durch die Ethikkomission der Universitit Tiibingen gepriift. Ein

positives Ethikvotum konnte erteilt werden (Ethiknummer: 078/2012B02).

2.2 Patientenkollektive

Fiir die vorliegende Studie konnten drei voneinander unabhingige Kollektive aus Nierentumoren
sowie Metastasen der Klinik fiir Urologie in Tiibingen erstellt werden. Im Folgenden wird auf die

Charakteristika des jeweiligen Kollektivs detailliert eingegangen.

2.2.1 Klarzelliges Nierenzellkarzinom Kollektiv (Kollektiv 1)

Kollektiv 1 umfasst das histologische Material von 64 Patienten mit primér klarzelligen
Nierenzellkarzinomen, welche zwischen 05/2008 bis 04/2010 an der Klinik fiir Urologie des
Universitétsklinikums Tiibingen in kurativer Intention operiert wurden. Bei 39 Patienten wurde
eine Nephrektomie durchgefiihrt, bei 25 Patienten eine Nierenteilresektion. Es wurden die
korrespondierenden histologischen Gewebeproben im Institut fiir Pathologie und Neuropathologie

identifiziert und nach unten genanntem Vorgehen histologisch aufgearbeitet.

Die klinischen und pathologischen Daten, sowie das Follow-Up der Patienten wurden in eine

Datenbank aufgenommen. Hierfiir wurden folgende Parameter erhoben:

Allgemeine Parameter/Patientendaten:
e Alter
e (Geschlecht

e Operationsdatum
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Tumorausdehnung:

e GroBe des Primartumors (cm)
e Tumorausdehnung (T)

e Nodalstatus (N)

e Metastasenstatus (M)

e Veneninfiltration

e Lymphovaskuldre Infiltration

e RO/R1 Resektionsstatus

Tumormorphologie:

e Grading
e Tumornekrose

e Sarkomatoide Differenzierung

Follow up:

e Nachbeobachtungszeit in Monaten nach Erstdiagnose
e Todesdatum

e Nierenzellkarzinom-abhingiger Tod

Pro Patient wurde an zwei markierten Tumorarealen Gewebeproben zur Herstellung der Tissue
Micro Arrays entnommen. Ein besonderes Interesse galt der Fragestellung, inwieweit CXCR4 in
seiner Expression zwischen benignem und malignem Gewebe variiert. Daher wurde neben den
Tumorarealen auch explizit als gutartig identifizierte Areale entnommen und zur Analyse in Form
von Tissue Micro Arrays aufbereitet. Fir 59 Patienten dieses Kollektivs konnten

korrespondierende benigne Areale gewonnen und untersucht werden.
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2.2.2 Nierentumorkollektiv verschiedener histologischer Genesen (Kollektiv 2)

Kollektiv. 2 wurde aus 146 Patienten mit verschiedenen benignen und malignen
Nierenraumforderungen zusammengestellt, welche in dem Zeitraum von 01/12 bis 06/13 am
Universitdtsklinikum Tiibingen reseziert wurden. Eingeschlossen und verglichen wurden hierbei
Raumforderungen verschiedener Histologien. Diese umfassten klarzellige, papillire und
chromophobe Nierenzellkarzinome sowie benigne Raumforderungen wie Onkozytome,
Angiomyolipome und Zysten. Dieses Kollektiv diente der Analyse der CXCR4-Expression in

Abhingigkeit der histologischen Variante des Nierentumors.

Dazu wurden fiir jeden Patienten ebenfalls zwei Gewebeproben der tumordsen Raumforderung,

sowie eine benigne Gewebeprobe entnommen und als TMAs aufbereitet.

Die unter 2.2.1 genannten klinischen und pathologischen Daten der Patienten wurden auch fiir
dieses Kollektiv in eine Datenbank aufgenommen. Eine Ubersicht der relevanten Charakteristika

findet sich in Tabelle 19 im Kapitel 3.2.1.

2.2.3 Metastasenkollektiv (Kollektiv 3)

Kollektiv 3 umfasst Operationsresektate von Metastasen von 92 Patienten. Die syn- bzw.
metachrone Metastasenresektion wurde am Universitétsklinikum Tiibingen im Zeitraum von 1990
bis 2011 durchgefiihrt. Pro Patient konnten Metastasen von einer bis drei Lokalisationen entfernt
werden, sodass insgesamt Gewebe von 137 Metastasen fiir dieses Kollektiv eingeschlossen
wurden. Ziel war die Evaluation der unterschiedlichen zytoplasmatischen und nukleiren CXCR4-
Expression in den verschiedenen Lokalisationen der Metastasen. Die unter 2.2.1 genannten
klinischen und pathologischen Daten wurden erfasst. Eine Ubersicht der relevanten Charakteristika

zeigt Tabelle 26 im Kapitel 3.3.1.
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2.3 Untersuchungsmaterial

Die fiir diese Studie eingeschlossenen Resektate wurden jeweils nach der Operation in Paraffin
fixiert und in den Archiven des Instituts fiir Pathologie und Neuropathologie des Uniklinikum
Tiibingens gelagert. Die zugehorigen Gewebeblocke der in die drei Kollektive eingeschlossenen
Patienten wurden aus den Archiven herausgesucht. Es wurden bereits fiir die klinische Diagnostik
Himatoxylin-Eosin-(HE) Ubersichtsfirbungen der jeweiligen Resektate angefertigt, welche
ebenfalls im Archiv des Instituts fiir Pathologie und Neuropathologie gelagert und fiir die Analyse
herausgesucht wurden. Die HE-Schnitte konnten in der Pathologie Tiibingen mikroskopiert
werden. Es wurden jeweils zwei Tumorareale, sowie korrespondierendes benignes Gewebe

identifiziert und fiir die anschlieBende Erstellung der Tissue Micro Arrays markiert.

2.3.1 Besonderheiten des klarzelligen Kollektivs (Kollektiv 1)

Fiir die CXCR4-Expressionsanalyse wurden 64 Resektate von klarzelligen Nierenzellkarzinomen
bereitgestellt. Durch die Aufbereitung von jeweils zwei Proben des Tumorgewebes, sowie fiir 59
Patienten ebenfalls einer Probe des unverinderten Nierengewebes, konnten insgesamt 187 Cores

(Gewebeproben) analysiert werden.

2.3.2 Besonderheiten des Nierentumorkollektivs (Kollektiv 2)

Das Charakteristikum des Nierentumorkollektivs besteht in der histologischen Diversitit der
eingeschlossenen Resektate. Neben malignen Nierentumoren konnten auch benigne
Raumforderungen auf ihre CXCR4-Expression untersucht werden. Von den 146 eingeschlossenen
Resektaten waren 108 maligner und 33 benigner Genese. Fiir fiinf Resektate war die Histologie
unbekannt. Auch in Kollektiv 2 wurden jeweils zwei Areale der tumordsen Raumforderung, sowie
eine Vergleichsprobe aus unverindertem Nierengewebe fiir die Erstellung der TMAs entnommen.

Damit konnten aus diesem Kollektiv 438 Cores histologisch untersucht und analysiert werden.
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2.3.3 Besonderheiten des Metastasenkollektivs (Kollektiv 3)

Kennzeichnung des dritten Kollektivs ist die alleinige Zusammenstellung von Metastasen primirer
Nierenzellkarzinome. Die Gesamtheit des Kollektivs umfasst 92 Patienten. Als Histologie des
Primértumors wiesen 83 Patienten ein klarzelliges, drei Patienten ein papilldres und zwei Patienten
ein chromophobes Nierenzellkarzinom auf. Fiir vier Patienten konnte die Histologie des Primarius
nicht eruiert werden. Die Patienten wiesen an bis zu drei verschiedenen Orten lokalisierte
Metastasen auf, sodass insgesamt 137 Metastasen in die Analyse einflieBen konnten. Es wurden
pro Metastase jeweils zwei Gewebeproben fiir die Erstellung der TMAs gewonnen, wodurch 274

Cores dieses Kollektivs untersucht werden konnten. Eine Ubersicht der Kollektive zeigt Tabelle

10.

Tabelle 10: Ubersicht der Kollektive und der untersuchten Gewebeproben.

Kollektiv Kollektiv 1 Kollektiv 2 Kollektiv 3
Nierent kollekti Metastasenkollekti
Eigenschaften Klarzelliges NZK Kollektiv 1eren. Hmorko 'e v . .e as asenkofieRiy
verschiedener Histologien primédrer NZK
Patienten 64 146 92
OP-Zeitraum 05/08 —04/10 01/12 - 06/13 1990 — 2011
Tumorgewebe klarzelliger Maligne Primédrtumore
NZK - 108 Proben verfiigbar
. . . Metast: b
Untersuchtes - 64 Proben verfiigbar | Benigne Primértumore clastasengewebe
Gewebe Benigne Areale - 33 Proben verfiigbar ) 137 Proben
verfligbar
- 59 Proben verfiigbar | Unbekannt:
- 5 Proben verfiigbar
Je 2x Cores aus 108 malignen
Primértumoren = 216 Cores
Je 1x Core aus
korrespondierendem benignem
) Gewebe = 108
7 Je 2x Cores aus malignem Je 9% C 13 beni
usammf?nsetzung Gewebe = 128 Cores e' x ores aus enignen | | o~ < der 137
der evaluierten ] Primértumoren = 66
Je 1x Core aus benignem ) Metastasen
Cores des TMA Je 1x Core aus benignem
Gewebe = 59 Cores )
unverdndertem Nierengewebe
=33
2x Cores aus 5x nicht
identifizierbarem Primértumor
=10
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Je 1x Core aus benignem
Gewebe der nicht
identifizierbaren Tumore = 5

Insgesamt
evaluierte Cores 187 Cores 438 Cores 274 Cores
im TMA

Abkiirzungen: NZK=Nierenzellkarzinom, OP=0Operation, TMA=Tissue Micro Array

2.4 Erstellung der Tissue Micro Arrays (TMA)

Die Gewebeaufbereitung mittels Tissue Micro Array ist ein Verfahren, welches die gleichzeitige
Farbung vieler Gewebeproben erlaubt und bereits 1998 von Kononen et al. beschrieben

wurde. 142,143

Zur Erstellung der TMAs wird aus vorliegenden Donor-Blocken an einer reprisentativen Stelle
eine zylindrische Gewebeprobe (Core) ausgestanzt und auf einen leeren Recipient-Paraffinblock
iibertragen.'** Um die intratumorale Heterogenitit auszugleichen werden meist zwei bis drei
Stanzen pro Gewebeprobe entnommen. Je nach Durchmesser der Cores und Beschaffenheit des
Gewebes konnen bis zu 1000 Proben auf einem Recipient-Block Platz finden.'** Die TMA-Technik
stellt somit ein effizientes und Kkostengiinstiges Verfahren fiir die gleichzeitige

immunhistochemische Analyse groBer Gewebekollektive dar.!*

Fiir das Herstellen der vorliegenden TMAs wurde im Urologischen Labor der Universitétsklinik
Tiibingen das TMA-Geridt MTA I von Beecher Instruments (Silver Springs, USA) verwendet. Die
zu untersuchenden Gewebeproben waren zur histopathologischen Aufbereitung in konventionellen
Paraffinblocken eingebettet. Tumorareale und korrespondierende benigne Areale wurden anhand
der markierten HE-Schnitte identifiziert. Zur Vorbereitung des Recipient-Blocks wurde mittels
einer 600um dicken Hohlnadel ein 2mm tiefes Loch in den noch leeren Paraffinblock gestanzt.
Von dem zu analysierenden Gewebe wurde anschlieBend mit einer ebenfalls 600um dicken
Hohlnadel eine 2mm tiefe Gewebeprobe entnommen und in den Hohlraum des Recipient-Blocks
eingesetzt. Mit einem Mittelpunkt-zu-Mittelpunkt Abstand von 1,4mm wurden in dieser Technik

bis zu 132 Cores in einen Recipient-Block eingebracht.
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Jedem Core wurde auf dem TMA-Block eine genaue Koordinate zugeteilt und in einem Lageplan
eindeutig festgehalten. Um eine ausreichende Stabilitéit der Cores im Recipient-Block herzustellen,
wurde dieser anschliefend fiir 10 — 20 Minuten im Warmeschrank inkubiert. Dadurch erfolgte die
feste Einschmelzung der Cores in den Block, was das darauffolgende Schneiden mittels Microtom
in Spum Schnitte ermdglichte. Nach der Glattung der Schnitte in einem 48°C warmen Wasserbad
wurden diese auf einen Objekttriger aufgezogen und auf einer Wirmeplatte getrocknet.
Anschlieend konnten die erstellten TMAs der immunhistochemischen Fiarbung zugefiihrt werden.
Durch die simultane Farbung aller Cores eines TMAs bietet dieses Verfahren eine besonders hohe
Homogenitiit der Firbeergebnisse und somit eine gute Vergleichbarkeit durch stets gleiche

Umwelteinfliisse.14

2.5 Immunhistochemische Firbung

Die Analyse von Gewebeproben (TMA) auf in-situ Proteinexpression mittels Immunhistochemie
ist aktueller Goldstandard. Mit Hilfe von Antikérpern wird die Proteinexpression in den jeweiligen
Zellkompartimenten direkt sichtbar gemacht. Die zu untersuchenden Gewebeproben werden mit
einem ersten, proteinspezifischen Target-Antikorper gefdrbt. AnschlieBend wird mit einem
zweiten Antikorper gegengefirbt, welcher direkt gegen den ersten Antikorper gerichtet ist. Dieser
zweite Antikorper ist markiert, um die Expression des zu untersuchenden Proteins indirekt sichtbar

zu machen. Beispielsweise kann zur Markierung ein Fluoreszenz-Farbstoff verwendet werden.!'*3

Die Farbungen fiir die vorliegende Arbeit wurden von Hand am Institut fiir Pathologie und

Neuropathologie in Tiibingen durchgefiihrt.

Die TMA-Schnitte wurden in absteigenden Alkoholbddern entparaffiniert. Das nun fiir die
Weiterbehandlung zugiingliche Gewebe wurde anschlieBend mit einem TEC-Puffer (pH 9; Tris,
EDTA, Citrat-Puffer) fiir fiinf Minuten in einem geschlossenen Presskochtopf bei 120°C gekocht.
Nach Abkiihlen der Schnitte und kurzem Spiilen in destilliertem Wasser gegen Kristallbildung,

wurden sie mit Wash-Buffer gespiilt.

Fiir die Detektion wurden die Schnitte erneut mit Wash-Buffer (2x5 min) gespiilt und anschlieBend

fiinf Minuten einer Blocking Solution ausgesetzt (Zytomed). Der CXCR4-Antikorper (Abcam,
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ab124824, Klon: UMB2) wurde 1:100 in Antikérperverdiinnder (Antibody Diluent) auf die
Schnitte pipettiert und anschlieBend bei 4°C iiber Nacht inkubiert. Am darauffolgenden Morgen
wurden die TMAs erst dem sekundidren Antikorper (Zytomed) fiir 30 Minuten, darauthin dem
Konjugat, ebenfalls fiir 30 Minuten und abschlieend dem Farbstoff DAB (3,3’-Diaminobenzidin)
fiir 2x5 Minuten ausgesetzt. Zwischen diesen Schritten wurden die Schnitte jeweils 2x5 Minuten
im Wash-Buffer gespiilt. Nach zweiminiitigem Spiilen in destilliertem Wasser wurden die Schnitte
mit Papanicolaou-Losung gegengefirbt und anschlieend dreimal mit Leitungswasser gespiilt und
in Ethanol-Ammoniak (200ml 70% EtOH + 6ml NH3) geschwenkt. Nach einer aufsteigenden
Alkoholreihe wurden die Schnitte mit dem Mounting Medium (Zytoseal XYL) eingedeckt.

Die genauen Angaben zu den verwendeten Materialien und Losungen sind in Tabelle 11

nachzuvollziehen.
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Tabelle 11: Materialien und Losungen der immunhistochemischen Fidrbung der Tissue Micro Arrays.

Erkennungsnummer bzw.

Losungen Hersteller: Firma/Land
Zusammensetzung

Tec-Puffer Von Hand pH 9; Tris, EDTA, Citrat-Puffer

Zytomed  Systems  GmbH/Berlin,

Wash-Buffer (Spiilldsung) Cat. No.: ZUC020-500

Germany
Abcam, ab.:124824
Abcam Klon: UMB2
CXCR4-Antikorper Berlin/Germany Wirt: Rabbit monoclonal
Konz.: 2,38mg/ml
39274-4

Zytomed  Systems  GmbH/Berlin,

Antibody Diluent Cat. No.: ZUC025-100
Germany
Detektionskit:
Blocking Solution + Zytomed  Systems  GmbH/Berlin, | Ref./Cat. No.: POLHRP -100
Post Block + Germany
HRP — Polymer =
ZytoChem-Plus HRP Polymer-Kit
Cat. No.: DAB057
DAB Farbstoff (3,3’- | Zytomed  Systems  GmbH/Berlin, DAB Chromogen — (flissiges
Diaminobenzidin) Germany DAB-Konzentrat) +
DAB-Substrate
(Substratpuffer)
Papanicolaou Firbelosung Sigma-Aldrich/Darmstadt, Germany Art. 109253/Art. 109254
Thermo Scientific  ”Richard-Allan
Mounting Medium Scientific” Cytoseal™ XYL/ | Ref.: 8312-4

Kalamazoo, Michigan

Abkiirzungen: Cat. No = Katalog Nummer, Ref. = Referenznummer, Art. = Artikelnummer

2.6 Auswertung der Tissue Micro Arrays & Erfassung der
Firbeintensitdten

Um die Auswertung der immunhistochemisch gefirbten CXCR4 TMA-Schnitte digital
vorzunehmen, wurden diese mit dem Leica Biosystems Slide Scanner SCN400 (Leica Biosystems,
Wetzlar, Deutschland) eingescannt. Dadurch war die Betrachtung der TMAs iiber den
Computerbildschirm mit der Software Aperio ImageScope ePathology (Leica Biosystems,

Wetzlar, Deutschland) méglich.
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Die Auswertung der TMAs in der vorliegenden Arbeit erfolgte zweistufig. Zunichst wurde eine
Skala der Farbeintensitét von 0 — 3 angelegt, wobei die Skalierung von 0 = nicht gefirbt, 1 = leicht,
2 = mdfig bis 3 = stark gefirbt reichte. Aufgrund limitierter Abstufung der Firbeintensitét in den
Kernen wurde diese Skalierung nur fiir die zytoplasmatische CXCR4-Expression angewendet. Die
nukledre Expression wurde dichotom in die Kategorien ,,angefdrbt und ,nicht angefirbt
eingeteilt. Es erfolgte nun die einzelne Betrachtung der Cores. Hier wurde die zytoplasmatische
Expression mittels der Intensitéitsskala O - 3 bewertet. Die nukleédre Firbung wurde dichotomisiert
wie oben beschrieben bewertet in positive, beziehungsweise negative Fiarbung. Die erhobenen

Daten wurden in zugehorigen Datentabellen festgehalten.

Im zweiten Schritt erfolgte in einem zufillig ausgewihlten Referenzareal eine Auszéhlung des
genauen Anteils (0 - 100) der angefirbten Zellen bzw. Zellkernen. Fiir die zytoplasmatische
Expression von CXCR4 konnte so durch die Multiplikation der Firbeintensitdt (0 - 3) mit dem
Prozentsatz der Zellen, welche eine positive Immunfirbung aufweisen (Anteil der gefirbten Zellen
0 - 100), ein Immunreaktivitéits-Score (IRS) erstellt werden. Der Gesamtscore des IRS bewegt sich

demnach zwischen 0 - 300.146:147
IRS = (Intensitit der Farbung) x (Anteil geférbter Zellen)

Fir die nukledre Expression wurde, ebenfalls in dem zuvor zufillig gewéhlten Referenzareal,
ausschlieBlich der Anteil der gefirbten Kerne durch Auszdhlung beurteilt und festgehalten. Dies
ergibt eine Expressionsskalierung fiir die nukledre CXCR4-Farbung von 0 - 100. Ein IRS-

Expressionsscore wurde fiir die nukledre CXCR4-Expression nicht erstellt.

Alle erhobenen Werte wurden in die korrespondierenden Patientendatentabellen iibertragen und

nachfolgend mit den entsprechenden Patientendaten verglichen.

Aufgrund von Gewebeschiden einzelner Cores in der Aufbereitung konnten einige der erstellten

Proben nicht adédquat beurteilt und dementsprechend nicht in die Analyse eingeschlossen werden.

Die Auszidhlung wurde von der Doktorandin verblindet durchgefiihrt und die Resultate unabhingig
von einem erfahrenen Untersucher (Doktorvater) validiert. Bei groB3erer Differenz der Resultate
wurde die Auszidhlung wiederholt. Die Entitiit der Cores war bei der Betrachtung nicht ersichtlich.

Beispielhaft ist eine Ubersicht eines Cores in Abbildung 1 gezeigt.
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Abbildung 1:Exemplarische Darstellung eines Cores in der Ubersichtsaufnahme des Programms Aperio ImageScope ePathology
in 10-facher Vergrofierung.

Abbildung 2 zeigt exemplarisch die verschiedenen Intensititen der zytoplasmatischen Firbung in

aufsteigender Intensitit.

Abbildung 3 stellt exemplarisch die Kategorien der nukledren Féarbung ,nicht angefirbt™ und

angefdrbt* dar.
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Abbildung 2: Exemplarische Darstellung der verschiedenen Intensitdten der immunhistochemischen Férbung in aufsteigender
Intensitdt (aus Metastasen-Kollektiv, zytoplasmatische CXCR4-Férbung mit Intensitdten von 0-3, 20-fache Vergrofierung).
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Abbildung 3: Exemplarische Darstellung der nuklediren immunhistochemischen Fdrbung (aus Nierentumor-Kollektiv: nukledre
CXCR4-Firbung, Kategorien: , nicht angefirbt* und , angefirbt*, 20-fache Vergrifierung).

2.7 Klinische Daten und Statistische Auswertung

2.7.1 Klinische Daten

Die klinischen Daten der Patienten wurden aus dem Krankenhaus internen Informationssystem ISH
erhoben und kategorisiert in Datentabellen festgehalten. Das Follow-up wurde durch telefonische
Kontaktaufnahme aktualisiert, das Datum des Telefonats fungierte hierbei als Datum des letzten
Follow-ups. Bei telefonisch nicht kontaktierbaren Patienten wurde der aktuellste dokumentierte

Klinikkontakt im ISH als Datum des letzten Follow-ups verwendet.

2.7.2 Statistische Auswertung der Tissue Microarrays

Im Rahmen dieser Arbeit wurde fiir die statistische Auswertung des Kollektiv 1&2 jeweils eine
maligne Gewebeprobe und eine benigne Gewebeprobe der untersuchten Resektate in die Analysen
mit aufgenommen. Fiir Kollektiv 3 floss ebenfalls eine Gewebeprobe pro Lokalisation in die

Analyse ein. Tabelle 12 zeigt eine Ubersicht der in dieser Arbeit analysierten Gewebeproben.
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Tabelle 12: Ubersicht der Kollektive und der analysierten Gewebeproben.

Kollektiv

Kollektiv 1

Kollektiv 2

Kollektiv 3

Untersuchtes
Gewebe

Tumorgewebe klarzelliger
NZK

- 64 Proben
verfiigbar

Benigne Areale

- 59 Proben
verfligbar

Maligne Primértumore

- 108 Proben
verfiigbar

Benigne Primértumore

- 33 Proben
verfiigbar

Unbekannt:

- 5 Proben
verfiigbar

Metastasengewebe
- 137 Proben verfiigbar

In Analyse
eingeschlossenen
Gewebeproben

64 Cores aus malignem
Gewebe
59 Cores aus benignem
Gewebe

108 Cores aus malignen
Primértumoren

108 Cores aus benignem
unveridndertem
Nierengewebe

33 Cores aus benignen
Primértumoren

33 Cores aus benignem
unveridndertem
Nierengewebe
5  Cores
identifizierbarem

aus  nicht

Primértumor

5 Cores aus benignem
Gewebe der nicht
identifizierbaren Tumore

Je 1 Core der 137 Metastasen

Insgesamt
ausgewertete
Cores

123 Cores

292 Cores

137 Cores

Fiir jedes der drei Kollektive wurde zunichst die absolute CXCR4-Expression zytoplasmatisch und

nukledr analysiert.

Wenn nicht anders beschrieben, wurden als positive zytoplasmatische Expression die Kategorien
schwach, mittel und stark angefirbt gewertet. Die nukledre Expression, mit einer Expressionsskala

von 0 - 100, kann in negative Expression O und positive Expression 1 - 100 unterteilt werden. Falls

Abkiirzung: NZK=Nierenzellkarzinom
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angegeben wurden zusitzlich Gruppen >/< des Mittelwerts erstellt und die CXCR4-Expression

zwischen diesen Kohorten verglichen.

2.7.3 Angewendete Tests und Software

Die statistische Analyse wurde unter Verwendung des Programms MedCalc (Version 12.5, Ostend,
Belgien) durchgefiihrt. Der Vergleich der Expression innerhalb verschiedener Gruppen erfolgte
beim Vorliegen zweier Vergleichsgruppen mittels Mann-Whitney U Test. Im Falle des Vergleichs
mehrerer Gruppen wurde eine Varianzanalyse mittels Kruskal-Wallis Analyse als post-hoc Test
durchgefiihrt. Die Korrelation zwischen Expression und klinisch-pathologischen Parametern
erfolgte mittels Chi-Quadrat Test. Die Uberlebensanalysen in Abhiingigkeit der Expressionsdaten
erfolgte mittels Kaplan-Meier-Analysen. Hierbei wurde das Gesamtiiberleben sowie das
tumorspezifische Uberleben der Patienten mit positiver CXCR4-Expression mit Patienten ohne
Rezeptor-Expression verglichen. Unterschiede zwischen den Subgruppen wurden mittels Log-rank
Test evaluiert. Univariate und multivariate Cox-Regressionsanalysen wurden durchgefiihrt, um die
Korrelation klinischer Parameter mit den Uberlebensdaten zu evaluieren. Fiir alle Tests wurden p-

Werte von 0,05 oder kleiner als statistisch signifikant definiert.
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3 Ergebnisse

3.1 Klarzelliges Nierenzellkarzinom Kollektiv (Kollektiv 1)

3.1.1 Patientendaten

Das erste Kollektiv wurde aus Operationsresektaten von 64 Patienten mit ausschlieBlich
klarzelligen Nierenzellkarzinomen zusammengestellt. Diese Patienten wurden am Tiibinger
Universitétsklinikum in kurativer Intention operiert. Von den 64 eingeschlossenen Patienten waren
57,8% mannlichen (n = 37) und 42,2% (n = 27) weiblichen Geschlechts. Das mediane Alter bei
Resektion lag bei 64,2 Jahren, mit einer Alterspanne zwischen 35,7 und 88,0 Jahren. Der mediane
Tumordurchmesser betrug 5,5cm, mit einer GroBBenvarianz von 1,4cm bis 16,0cm. 53,1% der
Patienten (n = 34) hatten eine Tumorausdehnung < T2. 46,9% der Patienten (n=30) zeigten eine
Tumorausdehnung > T2. 89,1% der resezierten Patienten (n = 57) hatten einen unauffilligen
Nodalstatus. 10,9% (n = 7) wiesen bereits einen positiven Lymphknoten-Status auf. Bei 14,1% (n
= 9) konnten Fernmetastasen nachgewiesen werden, fiir einen Patienten war der Metastasenstatus
unklar (n = 1; 1,5%). 64,1% (n = 41) der untersuchten Karzinome wiesen ein Grading von G2 auf.
21,8% (n=14) wurden als G1 und 14,1% (n =9) als G3/G4 klassifiziert. Eine RO Resektion erfolgte
bei 93,8% Patienten (n = 60), 6,2% der Patienten (n = 4) wurden R1 reseziert. Das mediane Follow-
up der Patienten betrug 53,34 Monate. Im Follow-up Zeitraum verstarben 14 Patienten (21,9%),
elf (17,2%) davon tumorbedingt.

Die detaillierten Merkmale des Patientenkollektivs sind in Tabelle 13 zusammengefasst.
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Tabelle 13: Charakteristika des klarzelligen Nierenzellkarzinom Kollektivs (Kollektiv 1).

Kollektiv 1 Charakteristika Anzahl %

Geschlecht Minnlich 37 57,8%
Weiblich 27 42,2%
Gesamt 64 100%

. . Median 64,2

Alter bei Operation Range 35.7-88

T <T2 34 53,1%
>T2 30 46,9%

T1-4 la 18 28,1%
1b 16 25,0%
2a 5 7,8%
2b 1 1,6%
3a 10 15,6%
3b 14 21,9%
3c 0 0,0%
4 0 0,0%

N 0 57 89,1%
1 7 10,9%

M 0 54 84,4%
1 9 14,1%
X 1 1,5%

R 0 60 93,8%
1 4 6,2%
0 46 71,9%

\'% 1 17 26,5%
2 1 1,6%

L 0 61 95,3%
1 3 4,7%
Gl 14 21,8%

Grading G2 41 64,1%
G3/G4 14,1%

Tumornekrose Ja 14,1%
Nein 55 85,9%

- .. Median 5,5

Primértumor Grole(cm) Range 1.4-16 cm

Follow up: Zeit in Median 53.34

Monaten nach

. Range 0-87,72

Erstdiagnose
Ja 14 21,9%

Verstorben Nein 50 78,1%
Tumorbedingt 11 17,2%

Abkiirzungen: T = Tumorausdehnung; N = Nodalstatus; M = Fernmetastasen, RO = kein Residualtumor/R1 = mikroskopischer

Residualtumor, V = Veneninvasion, L = Lymphgefdfsinvasion, cm = Centimeter
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3.1.2 Expressionsanalyse

3.1.2.1 Zytoplasmatische Expression

Eine positive zytoplasmatische CXCR4-Expression zeigte sich in 98,0% aller benignen Proben,
das maligne Gewebe zeigte in 38,9% der Fille eine positive zytoplasmatische Expression. Hierbei
zeigte sich beim IR-Score des benignen Gewebes eine Auspriagung zwischen 0,0 - 300,0 (Skala der
Expressionsanalyse: 0 - 300). Beim malignen Gewebe zeigte sich eine Ausprigung zwischen 0,0
-180,0. Der mittlere zytoplasmatische IR-Score in benignem Nierengewebe lag bei 108,39 im
Vergleich zu 27,2 bei malignem Gewebe. Der Median des IR-Scores fiir das benigne Gewebe lag
bei 130,0 und fiir das maligne Gewebe bei 0,0. Abbildung 4 zeigt die Ausprigung des IRS im

Vergleich zwischen benignem und malignem Gewebe.

Tabelle 14 zeigt die tabellarische Aufarbeitung. Der Unterschied in der Auspriagung des IRS zeigte
sich statistisch signifikant (p < 0,0001).

67



300 |-

250 [~

200 |~

150 =

100 =

Immunreaktivitdtsscore

P < 0,0001

Benignes Nierengewebe

Malignes Nierengewebe

Abbildung 4: Box-Plot Darstellung des zytoplasmatischen IRS im Vergleich des benignen Nierengewebes sowie des malignen
NZK Gewebes; Abkiirzungen: IRS = Immunreaktivitditsscore, NZK = Nierenzellkarzinom.

Tabelle 14: Statistische Analyse der absoluten zytoplasmatischen CXCR4-Expression in benignem Nierengewebe und klarzelligen

NZK.
Zytoplasmatische CXCR4-
Expression
(Skala der Expressionsanalyse: Maligne Benigne
0-300)
Stichprobengrofie 59 59
Kleinster Wert 0,00 0,00
GroBter Wert 180,00 300,00
Mittelwert 27,2 108,39
95% KI des Mittelwerts 14,79 — 39,62 87,23 - 129,55
Median 0,00 130,00
95% KI des Medians 0,00 -2,49 75,00 — 160,00

Abkiirzung: IRS = Immunreaktivititsscore, KI = Konfidenzintervall
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3.1.2.2 Nukledre Expression

Eine positive nukledre CXCR4-Expression zeigte sich im benignen Nierengewebe in 94,1% der
Fille. Dem gegeniiber wiesen 83% der malignen Proben eine positive nukledre Firbung auf. Die
Anzahl der gefiarbten Kerne zeigte im benignen Gewebe eine Verteilung von 10,0 - 84,0, im
malignen Gewebe von 4,0 - 98,0 (Skala der Expressionsanalyse: 0 - 100). Die mittlere Expression
zeigte sich bei 51,04 in benignem Gewebe, sowie bei 61,5 in malignem Gewebe. Der Median der
CXCR4-Expression lag bei 56,6 in benignem Gewebe, bei 71,0 in malignem Gewebe. Abbildung
5 stellt die nukledre CXCR4-Expression in benignem und malignem Gewebe im Vergleich dar.
Die tabellarische Aufarbeitung ist in Tabelle 15 dargestellt. Der Unterschied der nukledren

Expression zeigte sich signifikant (p = 0,0291).

100 |-

P=0,0291

Kernzahl angeférbt

1 1

Malignes Nierengewebe Benignes Nierengewebe

Abbildung 5: Nukleire CXCR4-Expression in malignem und benignem Nierengewebe.
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Tabelle 15: Statistische Analyse der absoluten nukledren CXCR4-Expression in benignem Nierengewebe und klarzelligen NZK.
Abkiirzung: KI = Konfidenzintervall

Nukledre CXCR4-Expression
(Skala der Expressionsanalyse: Maligne Benigne
0 - 100)

Stichprobengrofie 60 53
Minimaler Wert 4,00 10,00
Maximaler Wert 98,00 84,00

Mittelwert 61,50 51,04

95% KI des Mittelwerts 54,39 — 68,63 44,97 - 57,10
Median 71,00 56,00

95% KI des Medians 59,63 — 78,00 42,00 - 60,00

3.1.3 CXCR4-Expression bezogen auf klinisch-pathologische Daten

In der Korrelationsanalyse der CXCR4-Expression mit den klinisch-pathologischen Eigenschaften
Tumorstadium > T2, positiver LK-Status, positive lymphovaskulédre Invasion, positive vendse
Invasion, Grading > G2, sarkomatoide Differenzierung sowie Nekrose zeigte sich ein statistisch
signifikanter Zusammenhang zwischen einer positiven zytoplasmatischen CXCR4-Expression
sowie der lymphovaskuldren Invasion (p = 0,0097). Fiir alle anderen Parameter konnte kein
statistisch signifikanter Zusammenhang festgestellt werden (p fiir alle > 0,05). Tabelle 16 fasst die

Korrelationsanalyse zusammen.

Tabelle 16 : Chi-Quadrat-Test: Korrelation der CXCR4-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern des klarzelligen
Patientenkollektivs.

T-
. i k i
Klarzellige NZK Stadium: | N L y | Crading | Sarkomatoide | o oo
>2 Differenzierung
T>T2
= = = = P = = =
Positive Kernfarbung P P P P P P
0,2204 0,7859 0,2411 0,5148 0,8787 0,4132 0,9616
Positive Zytoplasma- p= p= p= p= p= p= p=
farbung 0,5809 0,2370 0,0097 0,1298 0,6861 0,6142 0,0634

Abkiirzungen: T = Tumorausdehnung; N = Nodalstatus; L = Lymphgefdfsinvasion; V = Veneninvasion, NZK =
Nierenzellkarzinom
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3.1.4 Uni- und multivariate Uberlebensanalysen

Der FEinfluss der in Tabelle 16 genannten klinisch-pathologischen Parametern auf das
tumorspezifische Uberleben sowie das Gesamtiiberleben wurde durch eine Cox-Regressions-
Analyse untersucht. Es konnte eine Abhingigkeit des Gesamtiiberlebens fiir die Parameter T-
Stadium > T2, sarkomatoide Differenzierung, N-, V- und L- Status, Grading > 2 sowie der
zytoplasmatischen Expressivitit gezeigt werden. Das Risiko zu versterben, zeigte sich ab einem
T2-Stadium 6,3-fach erhoht, bei sarkomatoider Differenzierung 9-fach gesteigert, bei positivem
Lymphknotenbefall 9,1-fach sowie bei vaskuldrer Invasion 2,6-fach und lymphovaskulérer
Invasion 19-fach gesteigert. Bei einem Grading >2 ergab sich ein 5,5-fach gesteigertes Risiko zu
versterben. Eine positive zytoplasmatische Expressivitit groer des Mittelwerts zeigte ebenfalls
ein 3-fach erhohtes Risiko, was die zytoplasmatische CXCR4-Expression in der univariaten
Analyse als negativen, prognostischen Marker identifiziert. Auch zwischen dem tumorspezifischen
Uberleben und den Parametern klinisches T-Stadium > T2, sarkomatoide Differenzierung, N-, V-
und L- Status sowie das Grading > 2 konnte ein statistisch signifikanter Zusammenhang
nachgewiesen werden. Ebenso zeigte sich eine zytoplasmatische CXCR4 Expressivitit als

statistisch signifikant mit einem 4,48-fach erhohtem Risiko fiir tumorspezifisches Versterben.

Fir die nukledre CXCR4-Expression wurde keine signifikante Korrelation gefunden. Weitere

Informationen der univariaten Cox-Regression zeigt Tabelle 17.

Tabelle 17: Univariate Cox-Regression fiir das Gesamtiiberleben (Overall Survival) und tumorspezifische Uberleben (Cancer
specific survival) des klarzelligen NZK-Kollektivs.

Gesamtiiberleben (Overall Survival)

Kovariate p-Wert HR 95% KI von HR

Klinisches Stadium T2 vs. <T2 0,0046 6,3617 1,7835 — 22,6920
Sa.rkomatlode Dl.fferenzwljung VS. 0.0014 9.0238 23498 _ 34.6527
keine sarkomatoiden Anteile

Lymphknoten-Status: N+ vs. NO <0,0001 9,1089 3,1287 — 26,5202
Vaskulire Invasion: V+ vs. VO 0,0152 2,6846 1,2140 — 5,9367

Lymphovaskulire Invasion: L+ vs. LO <0,0001 19,0835 4,4745 — 81,3896
Grading: G2 vs. <G2 0,0026 5,5545 1,8337 — 16,8248

XCR4 E ivitit in klarzelli
EZIS xpressivitit in klarzelligen p-Wert HR 95% KI von HR
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Zytoplasmatische CXCR4
Expressivitit: vs. <Mittelwert 0,0457 3,0454 10272 -9,0290
Zytoplasmatische CXCR4 0,0528 3,0556 0,0921 - 9,4109
Expressivitit positiv vs. negativ
Zytoplasmatischer IRS vs. <Mittelwert | 0,0859 2,6087 0,8783 —7,7481
Nukle'are. CXCR4-Expression positiv 0.5529 1.8713 02388 _ 14.6646
VS. negativ
Tumorspezifisches Uberleben (Cancer specific survival)
Kovariate p-Wert HR 95% KI von HR
.. . 1,6629 -
Klinisches Stadium T2 vs. <T2 0,0093 7,6407 35.1085
Sarkomatiode Differenzierung vs. 3,4158 -
keine sarkomatoiden Anteile 0,0003 13,9040 56,5963
1 4,6962 -
Lymphknoten-Status: N+ vs. NO <0,000 15,5824 51,7044
1,3412 -
Vaskulidre Invasion: V+ vs. VO 0,0092 3,2142 770
. ] 7,0777 -
Lymphovaskulire Invasion: L+ vs. LO <0,0001 35,9364 182.4646
) 5 ) 4 2,6983 -
Grading: G2 vs. <G 0,000 8,9889 29,9454
CXCR4 Expressivitit in klarzelligen p-Wert HR 95% KI von HR
NZK
Zytoplasmatische CXCR4 1,1483 -
Expressivitit positiv vs. negativ 0,0317 4,4826 17,4993
5 - i iti 0,4103 -
Nukleare‘ CXCR4-Expression positiv 0.5092 1.5775
vs. negativ 6,0648

Abkiirzung: HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, T = Tumorausdehnung; N = Nodalstatus; L = Lymphgefafiinvasion; V
= Veneninvasion, G = Grading, NZK = Nierenzellkarzinom, IRS = Immunreaktivitiitsscore, vs. = versus

In der multivariaten Cox-Regression konnten weder den klinisch-pathologischen Parametern noch
der zytoplasmatischen CXCR4 Expressivitit ein unabhingiger prognostischer Charakter
nachgewiesen werden. Die vollstindigen Daten der multivariaten Cox-Regression sind in Tabelle

18 dargestellt.

Tabelle 18: Multivariate Cox-Regression fiir das Gesamtiiberleben (Overall Survival) und tumorspezifische Uberleben (Cancer
specific survival)des klarzelligen NZK-Kollektivs.

Gesamtiiberleben (Overall survival)

Kovariate p-Wert HR 95% KI von HR
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Klinisches Stadium T2 vs.

0,1071 3,9410 0,7497 — 20,7186
<T2
Sarkomatoide
Differenzierung vs. keine | ) ¢, 1,3192 0,1348 — 12,9154
sarkomatoide
Differenzierung
Lymphknoten-Status: N+ | 55 23116 03107 — 17,1968
vs. NO
Vaskuldre Invasion: V+ 0.5763 0.6658 3.1610 - 2.7536
vs. VO
Lymphovaskuldre 0,4900 2,8076 0,1520 — 51,8496
Invasion: L+ vs. LO
Grading: G2 vs. <G2 0,6026 1,6717 0,2440 — 11,4528
Zytoplasmatische CXCR4
Expression (IRS 0,5233 1,6381 0,3626 — 7,4002

Mittelwert)

Tumorspezifisches Uberleben (Cancer specific survival)

Kovariate p-Wert HR 95% KI von HR
Klinisches Stadium T2 vs. 0,6278 -
<2 0,1386 4,3516 30,1617
Sarkomatoide
Differenzierung vs. keine 0,0678 -
sarkomatoide 0.8367 0.7732 8,8149
Differenzierung
Lymphknoten-Status: N+ 0,5636 -
vs. NO 0,1364 6,3868 72,3807
Vaskulire Invasion: V+ 0,1292 -
vs. VO 0,7326 0,7371 4,2035
Lymphovaskuldre 0,1380 -
Invasion: L+ vs. LO 0,5824 2,1766 34,3246
di 0,2909 -
Grading: G2 vs. <G2 0,4745 2,0447 14,3739
Zytoplasmatisehe CXCR4 0.6278 -
Ex.press10n (IRS 0,1386 4,3516 30,1617
Mittelwert)

Abkiirzung: HR = Hazard Ratio, KI = Konfidenzintervall, T = Tumorausdehnung; N = Nodalstatus; L = Lymphgefdfsinvasion; V
= Veneninvasion, G = Grading, IRS = Immunreaktivititsscore, vs. = versus
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3.1.5 Kaplan-Meier-Analysen

Fiir die beobachteten Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom betrug das mediane
Gesamtiiberleben 71,73 Monate (95% KI 64,33 —79,12). Die maximale Nachbeobachtungszeit
betrug 85 Monate. Das Follow-up war fiir alle 64 Patienten verfiigbar. 14 Patienten verstarben
innerhalb des Nachbeobachtungszeitraums. Abbildung 6 stellt dies in einer Kaplan-Meier Kurve

dar.
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100

90 -

80 |-

70_ mmrra LIL LI LILLLEL 1
60 |=

50 |-

30 =

Uberlebenswahrscheinlichkeit %

10 |-

0 M . 1 L 1 L 1 . 1
0 24 48 72 96

) Zeit in Monaten
Number at risk

63 51 39 1" 0

Abbildung 6: Kaplan-Meier Kurve, Uberlebensrate des Patientenkollektivs mit klarzelligen NZK.

Abbildung 7 zeigt das Gesamtiiberleben in Abhingigkeit der zytoplasmatischen CXCR4-
Expression. Es wurden Patienten mit positiver zytoplasmatischer CXCR4-Expression den

Patienten ohne Expression gegeniibergestellt.
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Die Gruppe mit positiver zytoplasmatischen CXCR4-Farbung zeigte ein deutlich kiirzeres
Gesamtiiberleben von lediglich 58,8 Monaten (95% KI 45,5 — 72,0), wihrend die Kohorte ohne
CXCR4-Expression ein Gesamtiiberleben von 74,8 Monaten (95% K1 66,9 — 82,6) aufwies. Mittels
Log-Rank Test konnte ein signifikanter Unterschied zwischen den zwei gegeniibergestellten

Gruppen nachgewiesen werden. Der p-Wert lag bei 0,042.

100
80 L L B i
®
C S
= 60 = T I 1
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Q
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]
S40}-
E p-Wert: 0,042
g -
&
20 b= Positive zytoplasmatische CXCR4 Expression
— Nein
= s | |
R s 1 L | . 1 g |
0 24 48 72 96
Zeit in Monaten
Number at risk
Group: 0
35 29 25 5 0
Group: 1
23 17 10 2 0

Abbildung 7: Kaplan-Meier Kurven des Gesamtiiberlebens mit positiver bzw. negativer zytoplasmatischer CXCR4-Expression.
(Group 0 (blaue Kurve) = keine zytoplasmatische Expression; Group 1 (rote Kurve) = mit zytoplasmatischer Expression)

Die Abbildung 8 vergleicht das tumorspezifische Uberleben in Abhingigkeit der
zytoplasmatischen CXCR4-Expression innerhalb des Kollektivs. Patienten mit positiver
zytoplasmatischer CXCR4-Expression zeigen ein kiirzeres tumorspezifisches Uberleben. Mittels
eines Log-Rank Test konnte erneut ein signifikanter Unterschied zwischen den zwei

gegeniibergestellten Gruppen nachgewiesen werden. Der p-Wert lag bei 0,019.
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Abbildung 8 : Kaplan-Meier Kurven des tumorspezifischen Uberlebens in Abhéingigkeit der positiven oder negativen
zytoplasmatischen CXCR4-Expression. (Group 0 (blaue Kurve) = keine zytoplasmatische Expression; Group 1 (rote Kurve) = mit
zytoplasmatischer Expression)

Zusammenfassend zeigt sich die positive zytoplasmatische CXCR4-Expression sowohl fiir das
Gesamtiiberleben sowie fiir das tumorspezifische Uberleben als negativer, prognostischer Faktor
in der univariaten Analyse. Dieser Charakter bestitigte sich jedoch in der multivariaten Analyse

nicht.

Fir die nukledre CXCR4-Expression konnte kein statistisch signifikanter Einfluss auf das
Uberleben der Patienten nachgewiesen werden. Die folgenden Kaplan-Meier Kurven vergleichen
in Abbildung 9 und Abbildung 10 die Uberlebenswahrscheinlichkeit in Abhingigkeit von positiver
und negativer CXCR4-Expression. In Abbildung 9 wird das Gesamtiiberleben der Kohorte mit
positiver nukledrer CXCR4-Expression der Gruppe ohne CXCR4-Expression gegeniibergestellt.

In Abbildung 10 wird das tumorspezifische Uberleben analysiert.
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Abbildung 9: Kaplan-Meier Kurven fiir positive bzw. negative nukledire CXCR4-Expression. (Group 0 (blaue Kurve) = keine
nukledre Expression; Group 1 (rote Kurve) = mit nukledirer Expression)
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Abbildung 10: Kaplan-Meier Kurven des tumorspezifischen Uberlebens fiir positive bzw. negative nuklecire CXCR4-Expression.
(Group no (blaue Kurve) = keine nukledire Expression; Group yes (rote Kurve) = mit nukledirer Expression)

3.2 Nierentumorkollektiv verschiedener histologischer Genesen
(Kollektiv 2)

3.2.1 Patientendaten

Ein weiteres Kollektiv wurde aus Nierentumoren verschiedener benigner und maligner Subtypen
zusammengestellt. Eingeschlossen werden konnten Resektate von insgesamt 146 Patienten. Den

Fokus der Expressionsanalyse stellten die Subgruppen unterschiedlicher Histologien dar.

Die eingeschlossenen Histologien umfassten klarzellige, papilldre und chromophobe NZK sowie
benigne Raumforderungen wie Onkozytome, Angiomyolipome und Zysten. Die genaue

Zusammensetzung ist aus Tabelle 19 zu entnehmen.
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61,64% (n = 90) der eingeschlossenen Patienten waren minnlich, 38,36% (n = 56) weiblichen

Geschlechts. Zum Diagnosezeitpunkt betrug das Patientenalter im Median 65,7 Jahre. Das

Kollektiv zeigte eine Altersspanne von 24,9 - 92,1 Jahre.

Tabelle 19: Charakteristika des Nierentumorkollektivs.

Parameter Anzahl %
Gesamtkollektiv 146 100

Mainnlich 90 61,64

Weiblich 56 38,36

Alter bei Operation

Median: 64,08

Range: 24,30-89,82

Tumordurchmesser in cm Median: 3,45 Range: 0,4 - 15
Histologie: | Anzahl | Prozent | Histologie: | Anzahl Prozent Histologie: Anzahl | Prozent
Klarzelliges Papilliires hromophobes
N 87 59,59 K 14 950 | € N 7 4,79
Minnlich 53 36,30 Minnlich 11 7,53 Minnlich 4 2,74
Weiblich 34 23,29 Weiblich 3 2,05 Weiblich 3 2,05
. . Range: . Median: Range: Median: | Range:
?:Srre? 1\462‘1;;“: 2766 ?;Lerre? 638 | 3772 | Alriniabren | 4654 | 4470
’ 89,82 81,11 81,15
T Stadium
Tla 42 28,77 Tla 6 4,11 Tla 2 1,37
T1b 18 12,33 T1b 3 2,05 T1b 3 2,05
T2a 4 2,74 T2a 2 1,37 T2a 2 1,37
T2b 0 0,00 T2b 0 0,00 T2b 0 0,00
T3a 20 13,70 T3a 2 1,37 T3a 0 0,00
T3b 2 1,37 T3b 1 0,68 T3b 0 0,00
T3c 1 0,68 T3c 0 0,00 T3c 0 0,00
T4 0 0,00 T4 0 0,00 T4 0 0,00
Lymphknoten Status
NO 79 54,11 NO 12 8,22 NO 7 4,79
N1 6 4,11 N1 2 1,37 N1 0 0,00
NX 2 1,37 NX 0 0,00 NX 0 0,00
Metastasen Status
MO 74 50,68 MO 1 0,68 MO 7 4,79
M1 11 7,53 M1 13 8,90 M1 0 0,00
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Mx 2 1,37 Mx 0 0,00 Mx 0 0,00
R-Status
RO 77 52,74 RO 11 7,53 RO 7 4,79
R1 7 4,79 R1 2 1,37 R1 0 0,00
RX 3 2,05 RX 1 0,68 RX 0 0,00
L-Status
Lo 85 58,22 LO 11 7,53 LO 7 4,79
L1 2 1,37 L1 3 2,05 L1 0 0,00
V-Status
VO 72 49,32 A\ 13 8,90 VO 0 4,79
V1 11 7,53 Vi 0 0,00 V1 0 0,00
V2 4 2,74 V2 1 0,68 \ 0 0,00
Fuhrmann Grading
Gl 25 17,12 Gl 2 1,37 Gl 1 0,68
G2 48 32,88 G2 9 6,16 G2 5 3,42
G3-4 13 8,90 G3-4 2 1,37 G3-4 1 0,68
GX 1 0,68 GX 1 0,68 GX 0 0,00
Sarkomatoid
Ja 3 2,05 Ja 1 0,68 Ja 0 0,00
Nein 84 57,53 Nein 13 8,90 Nein 7 4,79
Tumor Nekrose
Ja 21 14,38 Ja 6 4,11 Ja 1 0,68
Nein 66 45,21 Nein 8 5,48 Nein 6 4,11
Princjéri?tiilor Median: | Range: 0.5 Pricr};gftim Me;;an: Rirl1g 26,:035 Primgrrtiljlllslior in Mz(gan: I;?(;l()g i:
in cm 3,5 — 15,00 or in cm cm 7,80
Histologie: | Anzahl | Prozent | Histologie: | Anzahl Prozent Histologie: Anzahl | Prozent
Onkozytom: | 16 10,96 A_‘;f;:’)ﬁzyo 10 6.85 Zyste: 7 479
Minnlich 9 6,16 Minnlich 3 2,05 Minnlich 6 4,11
Weiblich 7 4,79 Weiblich 7 4,79 Weiblich 1 0,68
Alter in Median: Range: Alter in Median: Range: . Median: Range:
Jahren 62.56 51,38— Jahren 60.88 24.30— Alter in Jahren 61.98 32,56—
’ 77,86 ’ 74,13 ’ 78,82
Histologie: | Anzahl | Prozent
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Unbekannt 5 3,42

Minnlich 3 2,05

Weiblich 2 1,37
Alter in Median: Range:
Jah 60,4 34,32 -

aren : 74,85

Abkiirzungen: NZK = Nierenzellkarzinom, T = Tumorausdehnung; N = Nodalstatus;, M = Metastasenstatus, RO = kein
Residualtumor/R1 = mikroskopischer Residualtumor, L = Lymphgefdfsinvasion; V = Veneninvasion, G = Grading, cm =
Centimeter

3.2.2 Expressionsanalyse

Innerhalb des gesamten Nierentumorkollektivs unterschiedlicher histologischer Genese (Kollektiv
2) zeigte die Analyse der zytoplasmatischen Expression eine Auspriagung von 0 — 300 (Skala der
Expressionsanalyse: 0 - 300). Die Analyse der nukledren Rezeptorexpression zeigte eine
Auspriagung von 0 - 100 (Skala der Expressionsanalyse: O - 100). Der mittlere zytoplasmatische
Score lag bei 38,21, der mittlere nukleire Score lag bei 39,78. Der Median der zytoplasmatischen
CXCR4-Expression lag bei 0, nukleir bei 30.

Tabelle 20 zeigt den Vergleich der zytoplasmatischen und nukledren CXCR4-Expression des

gesamten Nierentumorkollektivs:

Tabelle 20: Statistische Analyse der absoluten nukledren und zytoplasmatischen CXCR4-Expression des Nierentumorkollektivs

CXCRA-Expression Nukle"eir . Zytoplasmatisch
(Anteil gefirbter Kerne) (IRS)

Skala der Expressionsanalyse 0-100 0-300

Stichprobengrofie 125 130

Minimaler Wert 0,00 0,00

Maximaler Wert 100,00 300,00

Mittelwert 39,78 38,21

95% KI des Mittelwerts 33,74 -45,83 26,17 — 50,25

Median 30,00 00,00

95% KI des Medians 22,00 — 47,87 00,00 — 00,00

Abkiirzungen: IRS = Immunreaktivitdtsscore, KI = Konfidenzintervall
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Die zwei folgenden Box-Plots in Abbildung 11 und Abbildung 12 zeigen die zytoplasmatische und

nukledre CXCR4-Expression in den unterschiedlichen Gewebetypen des Nierentumorkollektivs.
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Abbildung 11: Zytoplasmatische CXCR4-Expression im Nierentumorkollektiv.
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Abbildung 12: Nukledre CXCR4-Expression im Nierentumorkollektiv.

Die detaillierte zytoplasmatische und nukleédre Expressionsanalyse der jeweiligen histologischen

Subgruppen des Nierentumorkollektivs zeigt Tabelle 21.
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Tabelle 21: Statistische Analyse der zytoplasmatischen und nukledren CXCR4-Expression in den histologischen Subgruppen.

CXCR4- Klarzelliges Papillires Chromo- Angiomyo-
. phobes Onkozytom ; Zyste
Expression NZK NZK lipom
NZK
Zytoplasmatisch:
(Skala der Expressionsanalyse: 0 - 300)
Stichproben- 82 12 7 15 7 4
grofle
Minimaler 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Wert
Ma\’;maler 200,00 300,00 98,00 270,00 8,00 95,00
ert
Median 0,00 117,50 0,00 100,00 0,00 2,50
0,00 —
93% Kldes |0y 000 | 500-245,50 245417351 | 0,00 4,04 ;
Medians 64,32
. Chromo- .
CXCR.4_ e Papilldres NZK phobes Onkozytom Anglomyo- Zyste
Expression NZK lipom
NZK
Nukleir:
(Skala der Expressionsanalyse: 0 - 100)
Stichproben- 78 12 7 14 8 4
grofle
Minimaler
0,00 0,00 0,00 9,00 0,00 36,00
Wert
Ma\’;maler 100,00 100,00 60,00 100,00 88,00 100,00
ert
Median 26,00 41,50 8,00 31,00 17,00 90,00
0,00 —
93% Kldes | 1707 3896 | 16,00-92,27 17,79-6809 | 243-70,16 ;
Medians 45,14

Abkiirzungen: NZK = Nierenzellkarzinom, KI = Konfidenzintervall

Bei dem Vergleich der histologischen Subgruppen wiesen klarzellige und chromophobe

Nierenzellkarzinome, sowie Angiomyolipome die geringste zytoplasmatische Rezeptorauspriagung

mit einem Median von jeweils 0 auf. Die hochste zytoplasmatische Expression konnte in der

Subgruppe der papilliren Nierenzellkarzinome beobachtet werden (Median 117,50), welche

84




ebenfalls eine der stirksten nukledren Expressionen (Median 41,5) zeigte. Das Zystengewebe wies
eine hohe nukledre Expression (Median 90) auf. Zytoplasmatisch zeigte sich eine geringe
Rezeptorausprigung im Zystengewebe (Median 2,5). Aquivalent zu den Expressionsergebnissen
von Kollektiv 1 mit klarzelligen Nierenzellkarzinomen, zeigte die klarzellige Subgruppe dieses
Kollektivs ebenfalls eine stirkere nukleédre Rezeptorauspriagung (Median 26) sowie eine schwache

zytoplasmatische Auspriagung (Median 0).

Fiir die zytoplasmatische Expression der Subgruppen wies ein durchgefiihrter Kruskal-Wallis Test
mit einem p-Wert von 0,000003 auf signifikante Unterschiede in der CXCR4-Expression hin.
Ebenso wurde ein signifikanter Unterschied der Mittelwerte der nukledren CXCR4- Expression
zwischen den einzelnen Subgruppen bestitigt. Der p-Wert lag bei 0,035. Die Ergebnisse der zwet
Kruskal-Wallis Tests sind in Tabelle 22 und Tabelle 24 dargestellt.

Mittels Post-hoc-Analyse wurde untersucht, welche der einzelnen Subgruppen sich in ihrer
CXCR4-Expression signifikant voneinander unterscheiden. Die Ergebnisse der Post-Hoc-Analyse
sind in Tabelle 23 und Tabelle 25 dargestellt. Auffallend ist, dass die papilldre Subgruppe, welche
im Vergleich zu den anderen Subgruppen die stirkste zytoplasmatische Expression zeigte, sich in

dieser signifikant von den meisten anderen Subgruppen unterscheidet (p < 0,05).

Tabelle 22: Kruskal-Wallis-Analyse zur zytoplasmatischen CXCR4-Expression innerhalb der Nierentumor-Subgruppen.

Faktoren: Klarzelliges, pap.illéires,.chromophobes NZK, e (b i Sl g
Onkozytom, Angiomyolipom, Zyste
Stichprobengrofie 127
Teststatistik 30,2004
Corrected for ties Ht 38,0557
Freiheitsgrade 7
Signifikanzniveau p = 0,000003

Abkiirzung: NZK = Nierenzellkarzinom
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Tabelle 23: Post-hoc-Analyse der zytoplasmatischen CXCR4-Expression.

Faktor Anzahl Average Rank Diffrfsir;;((:]::ror,l(zS)
1 = klarzelliges NZK 81 55,49 @
2 = papilldres NZK 11 102,36 (DHB3)(5)(6)
3 = chromophobes NZK 7 55,29 2)4)
4 = Onkozytom 15 95,33 (HB)O)
5 = Angiomyolipom 7 44,57 @)
6 = Zyste 4 65,00 )

Abkiirzung: NZK = Nierenzellkarzinom

Tabelle 24: Kruskal-Wallis-Analyse zur nukleciren CXCR4-Expression innerhalb der Nierentumor-Subgruppen.

Stichprobengrofie 123
Teststatistik 15,0327
Corrected for ties Ht 15,0628
Freiheitsgrade 7
Signifikanzniveau p = 0,035

Abkiirzung: NZK = Nierenzellkarzinom

Tabelle 25: Post-hoc-Analyse der nuklediren CXCR4-Expression.

Faktor Anzahl Average Rank Diffrf;rzi;g:rorﬁs)
1 = klarzelliges NZK 77 61,02 (6)
2 = papilldres NZK 11 75,32 3)
3 = chromophobes NZK 7 35,57 2)(4)(6)
4 = Onkozytom 14 71,18 3)
5 = Angiomyolipom 8 50,88 6)
6 = Zyste 4 101,87 (HB)OS)

Abkiirzung: NZK = Nierenzellkarzinom
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3.3 Metastasenkollektiv (Kollektiv 3)

3.3.1 Patientendaten

In einem dritten Kollektiv wurde die CXCR4-Expression in unterschiedlich lokalisierten
Metastasen analysiert. Es wurden 92 Patienten in das Kollektiv eingeschlossen. Diese unterzogen
sich im Zeitraum zwischen 1990 und 2011 an der Universititsklinik Tiibingen einer onkologischen
Operation. Als Primédrtumor wiesen 83 Patienten ein klarzelliges, drei Patienten ein papillidres und
zweli Patienten ein chromophobes Nierenzellkarzinom auf. Fiir vier Patienten konnte die Histologie
des Primértumors nicht eruiert werden. Da pro Patienten bis zu drei Metastasen entfernt wurden,
konnten insgesamt 137 Metastasen eingeschlossen und analysiert werden. Bei 27 Patienten wurden
die Metastasen synchron zu dem Primirtumor chirurgisch reseziert. Bei 62 Patienten erfolgte dies

zeitversetzt. Fiir drei Patienten lagen keine Daten diesbeziiglich vor.

Die Mehrzahl der Metastasen war in der Lunge, in den Weichteilen, den Knochen und den
Lymphknoten lokalisiert. Eine Ubersicht der Kollektiv-Charakteristika, sowie der 137 Metastasen

gemdl ihrer Lokalisation, zeigt Tabelle 26:

Tabelle 26: Charakteristika des Metastasenkollektivs.

Metastasenkollektiv:
Anzahl Patienten
mit metastasiertem 92 100%
NZK
synchron 27 29,35%
Metastasierung metachron 62 67,39%
unbekannt 3 3,26%
Klarzellig 83 90,22%
Histologie Papillér 3 3,26%
Primértumor Chromophob 2 2,17%
Unbekannt 4 4,35%
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Anzai‘ﬂigg:;‘fltase“ 137 100%

Ort der Lunge 35 25,55%
Metastasierung

Leber 5 3,65%

Pleura 2 1,46%

Nebenniere 11 8,03%

Lymphknoten 15 10,95%

Pankreas 6 4,38%

Weichteile 21 15,33%

Haut 1 0,73%

Larynx 1 0,73%

Hoden 2 1,46%

Knochen 18 13,14%

Lokalrezidiv 4 2,.92%

Grenzstrang 1 0,73%

Zwerchfell 3 2,19%

Mesokolon 1 0,73%

Diinndarm 2 1,46%

Gehirn 1 0,73%

Peritoneum 1 0,73%

Milz 1 0,73%

Unbekannt 6 4,38%

Abkiirzung: NZK = Nierenzellkarzinom

3.3.2 Expressionsanalyse

Es wurden Expressionsanalysen des Metastasenkollektivs durchgefiihrt. Da teilweise Cores in der
Aufbereitung Schaden genommen hatten, konnten nicht alle erstellten Cores in die

Expressionsanalyse eingeschlossen werden.
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Die zytoplasmatische Rezeptorexpression des Metastasenkollektivs zeigte eine Auspriagung von
0,00 — 300,00 (Skala der zytoplasmatischen Expressionsanalyse: 0 - 300), die nukleidre Expression
eine Ausbreitung von 0,00 — 100,00 (Skala der nukledren Expressionsanalyse: O - 100). Der mittlere
zytoplasmatische Score lag bei 52,19 im Vergleich zu dem mittleren Score der nukledren
Expression von 57,75. Der Median der zytoplasmatischen CXCR4-Expression lag bei 0,00, der
Median der nukledren Expression bei 60,00. Tabelle 27 zeigt die fiir das Gesamtkollektiv

erhobenen Parameter beziiglich der zytoplasmatischen und nukledren CXCR4-Expression.

Tabelle 27: Statistische Analyse der absoluten zytoplasmatischen und nukleciren CXCR4-Expression des Metastasenkollektivs.

CXCRA-Expression . Nukledr Zytoplasmatisch

(Anteil gefarbter Kerne) (IRS)

Skala der Expressionsanalyse 0-100 0-300

Stichprobengrofie 65 64

Minimaler Wert 0,00 0,00

Maximaler Wert 100,00 300,00

Mittelwert 57,75 52,19

95% KI des Mittelwerts 50,29 — 65,21 31,77 -72,60

Median 60,00 0,00

95% KI des Medians 44,51 -175,74 0,00 —43,11

Abkiirzungen: IRS = Immunreaktivitdtsscore, KI = Konfidenzintervall

Nachfolgend wurden die Metastasen in 17 Gruppen unterschiedlicher Lokalisation unterteilt und
das zytoplasmatische und nukledre Expressionsniveau innerhalb der einzelnen Lokalisationen

verglichen. Als Bezugsgrofle wurde der Median herangezogen.

Abbildung /3 und Abbildung 14 stellen die Box-Plots der zytoplasmatischen und nukleédren

CXCR4-Expression in den verschiedenen Metastasenlokalisationen dar.
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Abbildung 13: Zytoplasmatische CXCR4-Expression in Metastasengewebe unterschiedlicher Lokalisationen.
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Abbildung 14: Nukledre CXCR4-Expression in Metastasengewebe unterschiedlicher Lokalisationen.

Metastasenlokalisationen: 1 Lunge; 2 Leber; 3 Pleura; 4 Nebenniere; 5 LK; 6 Pankreas; 7 Weichteile; 8 Haut; 9 Larynx; 10
Knochen; 11 Lokalrezidiv; 12 Grenzstrang; 13 Zwerchfell/M. Psoas; 14 Mesokolon; 15 Diinndarm; 16 sonstige; 17 Peritoneum
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Hinsichtlich der unterschiedlichen CXCR4-Expression zwischen den einzelnen Lokalisationen

konnte eine deutliche Heterogenitit beobachtet werden.

Metastasen der Lokalisation Haut (Median = 185,00), Pleura (Median = 190,00), Lokalrezidiv
(Median = 300,00) und Weichteile (Median = 65,00) wiesen die stirkste zytoplasmatische
Rezeptorexpression auf. Einige Lokalisationen wiesen einen Median von 0,00 auf. Darunter fielen
Lunge, Pankreas, Larynx, Knochen, Mesokolon, Diinndarm, Peritoneum und Sonstige. Die Leber
(Median = 40,00), Nebennieren (Median = 47,50), Lymphknoten (Median = 40,00), Grenzstrang
(Median = 50,00) und Zwerchfell/M. Psoas (Median = 2,50) wiesen eine moderate

zytoplasmatische Expression auf.

Die stirkste nukledre Fiarbung konnte in den Lokalisationen Weichteile (Median = 88,00), Larynx
(Median = 98,00), Lokalrezidiv (Median = 86,00), Grenzstrang (Median = 84,00) und
Lymphknoten (Median = 76,00) beobachtet werden. Die geringste nukleédre Expression lag in den
Lokalisationen Sonstige (Median = 10), Mesokolon (Median = 26), Knochen (Median = 36,00)
und Leber (Median = 37,00) vor. Eine moderate nukleire CXCR4-Expression wiesen Lunge und
Zwerchfell/M. Psoas (jeweils Median = 50,00) auf, sowie Nebenniere (Median = 51,00), Pleura
(Median = 56,00), Pankreas (Median = 62,00), Haut (Median = 46,00) und Diinndarm (Median =
44,00).

In Tabelle 28 und Tabelle 29 ist die detaillierte Expressionsanalyse der zytoplasmatischen und

nukledren CXCR4-Expression der verschiedenen Lokalisationen der Metastasen dargestellt.
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Tabelle 28: Zytoplasmatische CXCR4-Expression der verschiedenen Metastasenlokalisationen.

Lokalisation i:;;for;; Mittelwert Median Mi;i;:rider Ma\);;::ler
1= Lunge 17 47,35 0,00 0,00 200
2= Leber 2 40,00 40,00 0,00 80,00
3= Pleura 1 190,00 190,00 190,00 190,00
4= Nebenniere 4 41,25 47,50 0,00 70,00
5=1LK 6 74,17 40,00 0,00 285,00
6= Pankreas 4 0,00 0,00 0,00 0.00
7= Weichteile 9 71,67 65,00 0,00 300,00
8= Haut 2 185,00 185,00 180,00 190,00
9= Larynx 1 0,00 0,00 0,00 0,00
10= Knochen 8 35,63 0,00 0,00 195,00
11= Lokal-rezidiv 1 300,00 300,00 300,00 300,00
12= Grenz-strang 1 50,00 50,00 50,00 50,00
lljz:afwmhfelm‘ 2 2,50 2,50 0,00 5,00
14= Mesokolon 1 0,00 0,00 0,00 0,00
15= Diinndarm 2 0,00 0,00 0,00 0,00
16= Sonstige 1 0,00 0,00 0,00 0,00
17= Peritoneum 1 0,00 0,00 0,00 0,00

Abkiirzung: KI = Konfidenzintervall, LK = Lymphknoten, M. = Musculus
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Tabelle 29: Nukledre CXCR4-Expression der verschiedenen Metastasenlokalisationen.

Lokalisation: E:;gg ;;; Mittelwert Median Mi&i/?:ler Ma;(;:zller
1= Lunge 17 59,18 50,00 14,00 100,00
2= Leber 2 37,00 37,00 2,00 72,00
3= Pleura 1 56,00 56,00 56,00 56,00
4= Nebenniere 4 46,00 51,00 2,00 80,00
5=1LK 6 69,67 76,00 32,00 94,00
6= Pankreas 4 50,50 62,00 0,00 78,00
7= Weichteile 9 79,56 88,00 28,00 100,00
8= Haut 2 46,00 46,00 32,00 60,00
9= Larynx 1 98,00 98,00 98,00 98,00
10= Knochen 8 47,50 36,00 4,00 94,00
11= Lokal-rezidiv 1 86,00 86,00 86,00 86,00
12= Grenz-strang 1 84,00 84,00 84,00 84,00
1132 :afwemhfeu/ M. 2 50,00 50,00 44,00 56,00
14= Mesokolon 1 26,00 26,00 26,00 26,00
15= Diinndarm 2 44,00 44,00 10,00 78,00
16= Sonstige 1 10,00 10,00 10,00 10,00
17= Peritoneum 1 60,00 60,00 60,00 60,00

Abkiirzung: KI = Konfidenzintervall, LK = Lymphknoten, M. = Musculus

Wie in Tabelle 30 und Tabelle 31 dargestellt, lieferte die Kruskal-Wallis Analyse keinen
signifikanten Unterschied zwischen den Mittelwerten der jeweiligen Lokalisationen, wobei ob der

geringen Stichprobengrofe hier relevante methodische Einschrinkungen vorliegen.
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Tabelle 30:Kruskal-Wallis-Analyse zur zytoplasmatischen CXCR4-Expression innerhalb der Metastasenlokalisationen.

Fuktoren: Lokalisation Zytoplasmatische Fiarbung in Subgruppen
IRS
Stichprobengrofie 63
Teststatistik 17,3053
Corrected for ties Ht 20,2150
Freiheitsgrade 16
Signifikanzniveau p=0,210694

Abkiirzung: IRS = Immunreaktivitiitsscore

Tabelle 31: Kruskal-Wallis-Analyse zur nukleciren CXCR4-Expression innerhalb der Metastasenlokalisationen.

Faktoren: Lokalisation Nukleidre Fiarbung in Subgruppen
Stichprobengrofie 63
Teststatistik 16,5841
Corrected for ties Ht 16,6048
Freiheitsgrade 16
Signifikanzniveau p=0,411602

3.4 Gegeniiberstellung: Primirtumor, benignes Gewebe und Metastase

AbschlieBend erfolgte die Analyse der unterschiedlichen CXCR4-Rezeptorexpression zwischen
klarzelligen Primédrtumoren, benignem Nierengewebe und Metastasengewebe. Fiir die Analyse des
Tumorgewebes sowie des benignen Gewebes wurden die Proben des Kollektiv 1 verwendet, die
Proben des Metastasengewebes entstammen Kollektiv 3. Anhand der in Abbildung 15 und
Abbildung 16 dargestellten Box-plots ist der Vergleich der zytoplasmatischen und nukleédren
Farbung der drei verschiedenen Gewebetypen dargestellt. Tabelle 32 und Tabelle 35 fassen die

Expressionsanalysen zusammen.

Die zytoplasmatische Expression zeigte sich im benignen Gewebe mit einem Median von 130 am
stiarksten ausgeprigt. Im Vergleich dazu lag das mediane zytoplasmatische Expressionsniveau der

Metastasen bei 17,5. Primidre Nierenzellkarzinome wiesen die geringste zytoplasmatische
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Rezeptorausprigung mit einem Median von O auf (Skala der zytoplasmatischen
Expressionsanalyse: 0 - 300). Im benignen Gewebe zeigte die nukledre Expression einen medianen
Wert von 56 und ist hier am geringsten ausgeprégt. Die klarzelligen, priméren Nierenzellkarzinome
wiesen die stirkste nukleire CXCR4-Expression mit einem medianen Wert von 72 auf. Der
mediane Wert des Metastasengewebes lag mit 68 dazwischen (Skala der nukledren

Expressionsanalyse: 0 - 100).

Ein anschlieend durchgefiihrter Kruskal Wallis Test bestitigte einen signifikanten Unterschied
der drei Gruppen in ihrem Expressionsniveau sowohl zytoplasmatisch (p < 0,000001) als auch
nukledr (p = 0,0338). Zur Feststellung, zwischen welchen Gruppen ein signifikanter Unterschied
in der CXCR4-Expression vorliegt, wurde eine Post-hoc Analyse durchgefiihrt. Der Test zeigt,
dass die zytoplasmatische Expression aller drei Gruppen signifikant unterschiedlich ist. Die Post-
hoc-Analyse der nukledren Rezeptorausprigung ergab hingegen, dass sich nur der Mittelwert der
benignen Gruppe von den Mittelwerten der beiden anderen Gruppen statistisch signifikant
unterscheidet. Die Mittelwerte der malignen Gruppe und der Metastasen-Gruppe unterscheiden
sich jeweils nur von dem Mittelwert der benignen Gruppe. In Tabelle 34 und Tabelle 37 sind die

Ergebnisse der Post-hoc Analysen dargestellt.

Zytoplasmatische Gegeniiberstellung:
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Abbildung 15: Zytoplasmatische CXCR4-Expression in Abhdingigkeit des Analysegewebes.
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Tabelle 32: Gegeniiberstellung der zytoplasmatischen CXCR4-Expression in Primdrtumor und benignem Nierengewebe sowie

Metastasengewebe.
Zytoplasmatiscl.le—CXCR4 Primirtumor Benignes Gewebe Metastasen
Expression
Skala der Expressionsanalyse: 0 - 300
Stichprobengrofie 59 59 64
Minimaler Wert 0,00 0,00 0,00
Maximaler Wert 180,00 300,00 300,00
Mittelwert 27,2 108,39 52,19
95% KI des Mittelwerts 14,79 — 39,62 87,23 - 129,55 31,77 -72,60
Median 0,00 130,00 0,00
95% KI des Medians 0,00 —-2,49 75,00 — 160,00 0,00 - 43,11

Abkiirzung: KI = Konfidenzintervall

Tabelle 33: Kruskal-Wallis-Test der zytoplasmatischen CXCR4-Expression innerhalb der Gruppen maligne, benigne und
Metastase

Faktoren: Primértumor, benignes Gewebe, Metastasen Zytoplasmatische CXCR4-Expression in Subgruppen

Stichprobengrofie 208
Teststatistik 41,8844
Corrected for ties Ht 44,8595
Freiheitsgrade 2
Signifikanzniveau p < 0,000001

Tabelle 34: Post-hoc Analyse der zytoplasmatischen CXCR4-Expression innerhalb der Gruppen Primdrtumor, benigne und
Metastase.

Faktor Stichprobengrofe Average Rank Digfz:zrllfgg;Or,l(r)S)
1 59 74,12 2)3)
2 53 146,87 (HA3)
3 92 99,78 (1Q2)
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Nukledre Gegeniiberstellung:
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Abbildung 16: Nukledre CXCR4-Expression in Abhdngigkeit des Analysegewebes.
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Tabelle 35: Gegeniiberstellung der nuklediren CXCR4-Expression in Primdrtumor und benignem Nierengewebe sowie

Metastasengewebe.

Nukledre CXCR4-Expression Primértumor Benignes Gewebe Metastasen

Skala der Expressionsanalyse: 0 - 100
Stichprobengrofie 60 53 65
Minimaler Wert 4,00 10,00 0,00
Maximaler Wert 98,00 84,00 100,00
Mittelwert 61,50 51,04 57,75
95% KI des Mittelwerts 54,39 — 68,63 44,97 - 57,10 50,29 — 65,21
Median 71,00 56,00 60,00
95% KI des Medians 59,63 — 78,00 42,00 - 60,00 44,51 -175,74

Abkiirzung: KI

= Konfidenzintervall

97




Tabelle 36: Kruskal-Wallis-Test der nuklediren CXCR4-Expression innerhalb der Gruppen maligne, benigne und Metastase

Faktoren: Primértumor, benignes Gewebe, Metastasen Nukledre CXCR4-Expression in Subgruppen
Stichprobengrofie 206
Teststatistik 6,7681
Corrected for ties Ht 6,7736
Freiheitsgrade 2
Signifikanzniveau p =0,033817

Tabelle 37: Post-hoc Analyse der nukledren CXCR4-Expression innerhalb der Gruppen Primdrtumor, benigne und Metastase

Faktor Stichprobengrofie Average Rank Digzzr;;((}:;o:rﬁ)
1 59 111,63 @)
) 52 85,04 (H3)
3 95 108,56 2

3.5 Zusammenfassung der signifikanten Ergebnisse

Das Kollektiv der klarzelligen Nierenzellkarzinome zeigte eine signifikant unterschiedliche
CXCR4-Auspriagung zwischen malignem Gewebe und benignem Nierengewebe, sowohl in der
zytoplasmatischen (p < 0,0001) als auch der nukledren (p = 0,00291) Expression. Hierbei zeigte
sich fiir die zytoplasmatische Expression ein hoherer IRS im benignen Gewebe, malignes Gewebe
wies jedoch eine hohere Anzahl gefarbter Kerne auf. In der univariaten Korrelationsanalyse der
CXCR4-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern konnte eine erwartbare Abhédngigkeit
des Gesamtiiberlebens und des tumorspezifischen Uberlebens der Patienten beziiglich der
Parameter Tumorstadium > T2, positiver Lymphknoten-Status, positive lymphovaskulire
Invasion, positive venose Invasion, Grading > G2 sowie mit sarkomatoider Differenzierung
beobachtet werden. Ebenso bestitigte sich ein signifikanter Zusammenhang zwischen positiver
zytoplasmatischer CXCR4-Expression und lymphovaskuldrer Invasion (p = 0,0097). Dies

identifiziert die zytoplasmatische CXCR4-Expression als univariaten negativ-prognostischen
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Marker. Fiir Patienten mit positiver zytoplasmatischen Expression grofler des Mittelwerts wurde
ebenfalls ein 3,04-fach erhohtes Risiko zu versterben beobachtet. Das tumorspezifische Uberleben
korrelierte ebenso statistisch signifikant (p = 0,0317) mit positiver zytoplasmatischer CXCR4
Expression. In Uberlebenszeitanalysen wiesen Patienten mit positiver zytoplasmatischer CXCR4-
Expression, im Vergleich zur Gruppe ohne zytoplasmatische CXCR4-Expression, ein deutlich
kiirzeres Gesamtiiberleben (p = 0,042) wie auch ein kiirzeres tumorspezifisches Uberleben (p =
0,019) auf. Die zytoplasmatische CXCR4-Expression zeigte sich in diesen univariaten Analysen
als negativer, prognostischer Faktor. Multivariate Analysen am Kollektiv organbegrenzter

Nierenzellkarzinome konnten diesen Charakter jedoch nicht bestétigen.

Fir das Kollektiv der Nierentumore unterschiedlicher histologischer Genese zeigt die Kruskal-
Wallis Analyse mit anschlieBender post hoc Analyse, dass die verschiedenen Subgruppen
signifikant unterschiedliche zytoplasmatische und nukledre CXCR4 Expressionen aufwiesen, ohne
einen klaren Zusammenhang der Expression vom benignen oder malignen Grundcharakter des
Gewebes zu zeigen. Hierbei zeigt sich in der zytoplasmatischen Expressionsanalyse fiir die Gruppe
der papilliren Nierenzellkarzinomen die ausgeprigtesten Unterschiede zu den anderen

Subgruppen, in der nukledren Analyse galt dies fiir die chromophoben Nierenzellkarzinome.

Die Metastasen wiesen in ihrer zytoplasmatischen und nukledren CXCR4-Expression keinen

statistischen Unterschied zwischen den einzelnen Lokalisationen auf.

In der abschlieBenden Gegeniiberstellung von Primértumor (klarzellige Nierenzellkarzinome),
benignem Nierengewebe und Metastasengewebe zeigte sich anhand des Kruskal-Wallis Tests ein
signifikanter Unterschied in der zytoplasmatischen (p < 0,000001) Expression der drei Gruppen.
In der angeschlossenen post hoc Analyse zeigten sich die Gruppen untereinander signifikant

unterschiedlich (p <0.05).

Die nukledre CXCR4-Expression wies ebenfalls einen signifikanten Unterschied in den
Expressionsniveaus zwischen den drei Gruppen auf (p = 0,033817), wobei sich in der post-hoc
Analyse nur der Mittelwert der benignen Gruppe von den Mittelwerten der beiden anderen

Gruppen statistisch signifikant unterschied.
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4 Diskussion

Das Nierenzellkarzinom stellt anteilig etwa drei Prozent aller Tumorerkrankungen weltweit dar.!'4?
Trotz zunehmender Detektion der Karzinome in frithen Stadien, prisentieren sich 25 - 30% aller
Patienten bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose mit Fernmetastasen. Ein weiteres Drittel der
Patienten mit kurativ intendierter Nephrektomie entwickeln im Verlauf Metastasen.® Aufgrund der
Strahlen- und Chemotherapie-Resistenz stellt dariiber hinaus auch die Therapie des
Nierenzellkarzinoms eine besondere Herausforderung dar. Trotz deutlicher Fortschritte der
Therapieansitze liegt die 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit im fortgeschrittenen Stadium
weiterhin bei lediglich 15%.4¢ Auch die prognostischen Modelle zeigen sich limitiert. Nicht selten
weisen Patienten mit dhnlichen klinisch-pathologischen Merkmalen unterschiedliche Verldufe und
Outcomes auf.'*! Prognosebestimmende Einflussfaktoren sind noch nicht vollstindig verstanden.
In dieser Problematik begriindet liegt die stetige Forschung und Weiterentwicklung der
zielgerichteten Therapien, sowie die Notwendigkeit, die Risikostratifizierung und
Verlaufseinschidtzung der Patienten durch Identifizierung prognostischer und pridiktiver Marker

Zu verbessern.

Einer dieser Marker ist CXCR4. Der CXCR4-Rezeptor ist im physiologischen Zustand
hauptsdchlich an der Chemotaxis, Zellproliferation sowie der Induktion bestimmter
Gentranskriptionen beteiligt. In malignen Zellen stellt CXCR4 jedoch einen Promoter fiir
Tumorwachstum, Metastasierungsprozesse und Neoangiogenese dar.?>% Eine Uberexpression von
CXCR 4 wurde mittlerweile fiir mehr als 23 Tumorarten nachgewiesen.!%* Einige Studien belegen
erhohte Expressionen des Rezeptors auch in Nierenzellkarzinomen.!'3° Hierbei zeigen die Studien
jedoch in Design, Analysemethode und analysierten Zellkompartimenten eine hohe Heterogenitiit,
was die Validierung der tatsdchlichen klinischen Bedeutung des Rezeptors fiir das

Nierenzellkarzinom einschrinkt.!30

In der vorliegenden Arbeit wurde die Expression von CXCR4 mittels immunhistochemischer
Farbung auf Proteinebene in verschiedenen histologischen Nierengeweben untersucht. Diese
umfassten klarzellige, papillire und chromophobe Nierenzellkarzinome, benigne Nierentumore
(Onkozytome, Angiomyolipome und Zystengewebe) sowie Metastasengewebe der

Nierenzellkarzinome. Die Analyse beinhaltete die Untersuchung der nukledren und
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zytoplasmatischen Proteinexpression. Es erfolgte weiterhin die Korrelation der Resultate mit
klinischen und pathologischen Parametern sowie die Korrelation der Expression mit
Uberlebensdaten, um so die prognostische Relevanz des CXCR4-Rezeptors zu beurteilen. Im
Folgenden sollen die Ergebnisse dieser Arbeit erortert und im Zusammenhang der aktuellen

Studienlage diskutiert werden.

4.1 Klarzelliges Nierenzellkarzinom Kollektiv

4.1.1 CXCR4-Expression und subzellulidre Distribution

Hinsichtlich der CXCR4-Expression wurde zunidchst das Expressionsmuster in klarzelligen
Nierenzellkarzinomen und dem korrespondierenden benignen Nierengewebe analysiert.
Zytoplasmatisch zeigte sich eine positive CXCR4-Firbung in 98% des benignen Gewebes und in
38,9% des malignen Gewebes. Auch die Intensitdt der Farbung unterscheidet sich signifikant
zwischen dem gut- und bosartigen Gewebe: Wihrend sich der mediane IRS im malignen Gewebe
bei 0 zeigte, lag er im benignen Gewebe bei 130. Dies bestitigt sich auch im Vergleich der

Mittelwerte. Im benignen Gewebe liegt dieser bei 108,39 und im malignen Gewebe bei 27,2.

In der nukledren Fiarbung gab es ebenfalls Unterschiede: Wihrend sich im benignen Gewebe 94,1%
der Kerne gefarbt zeigten, traf dies nur fiir 83% der Kerne des malignen Gewebes zu.
Interessanterweise zeigte sich jedoch in der Analyse der Intensitit eine stirkere Ausprigung der
Farbung in malignem Gewebe (Mittelwerte & Median der nukledren Fiarbung benigne vs. maligne

51,04 vs. 61,5 bzw. 56 vs. 71).

Diese heterogenen Ergebnisse sprechen gegen die in der Einleitung aufgestellte, auf
Literaturrecherche beruhende Hypothese, dass Nierenzellkarzinome stets eine hohere CXCR4-
Expression aufweisen, als benignes Nierengewebe. Insbesondere der Wechsel der
Expressionsintensitit im Vergleich maligne vs. benigne von zytoplasmatischer zu nukledrer
Firbung ist hervorzuheben und deutet auf eine mogliche funktionelle Bedeutung der nukledren
CXCR4-Expression hin. Diese lésst sich jedoch im Rahmen dieser immunhistochemischen Arbeit

nicht beantworten und unterstreicht die Relevanz der subzelluldren Lokalisation des Rezeptors.
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Unsere FErgebnisse stehen teils im Widerspruch zur vorhandenen Literatur: Eine 2015
verdffentliche Metaanalyse von Tang et al. konnte nach Einschluss von 11 Studien und 994
Patienten mit Nierenzellkarzinomen eine signifikant hohere immunhistochemisch nachgewiesene

CXCR4-Expression in Nierenzellkarzinomen als in benignem Nierengewebe aufzeigen.!'*°

Enthalten in der Metaanalyse von Tang et al. ist unter anderem die Studie von Schrader et al.,
welche als eine der ersten Studien bereits 2002 an zehn Patienten mit klarzelligen
Nierenzellkarzinomen eine heterogene, aber konstante Hochregulation von CXCR4 in
Tumorgewebe verglichen zu benignem Gewebe festhielt.!?! Die ebenso eingeschlossene Studie
von Wehler et al. (2008) beschrieb an 113 Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom eine

100% CXCR4-Expressionsrate in malignem Gewebe.

Auffallend ist eine hohe Heterogenitit der analysierten Rezeptorlokalisation in den in diese
Metaanalyse einflieBenden Studien. Als G-Protein gekoppelter Rezeptor ist eine primir
membrandse Lokalisation des Rezeptors zu erwarten. Dies bestétigt sich auch im Human Protein
Atlas, der eine iiberwiegende Lokalisation des Rezeptors an der Zelloberfliche und somit
membranstindig beschreibt.!*® Jedoch beschrieb beispielsweise Wehler et al. die CXCR4-
Expression in malignem Gewebe ausschlieBlich im Zytoplasma. Ob fiir die malignen
Gewebeproben weitere subzelluldre Lokalisationen analysiert wurden, ging aus der Studie nicht
hervor. Das benigne Vergleichsgewebe zeigte ebenfalls eine ausgeprigte zytoplasmatische

CXCR4-Fiirbung, hier wurde zusitzlich auch eine teils membrandse Firbung genannt.'#

In einer Studie zur subzelluldren Distribution des CXCR4-Rezeptors zeigten Wang et al. 2009,
dass CXCR4 in Primédrtumoren hauptsidchlich membrands lokalisiert sei, in Metastasengewebe
jedoch vor allem zytoplasmatisch. Festzuhalten ist jedoch, dass Wang et al. in dieser Studie keine
Analyse der nukledren Fiarbung, sondern ausschlieBlich der zytoplasmatischen und membrandsen
Farbung durchfiihrte. Demgegeniiber veroffentlichen Wang et al. 2012 eine Studie von 97
Patienten mit Nierenzellkarzinom und fanden, anders als zuvor beschrieben, eine dominierende
nukledire CXCR4-Expression im Tumorgewebe.!?* In der vorliegenden Arbeit wurde die
zytoplasmatische Fiarbung sowie die nukledre Fiarbung evaluiert. Allgemein gilt es kritisch zu
hinterfragen, ob das immunhistochemische Verfahren geeignet ist, die subzelluldren

Lokalisationen voneinander zu unterscheiden. Eine eindeutige Differenzierung zwischen
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membrandser und submembrandser, also zytoplasmatischer Rezeptorlokalisation zeigt sich in der

Auswertung der immunhistochemischen Farbungen schwierig.

Die Internalisierung des CXCR4 - Rezeptors nach Interaktion durch seinen Liganden CXCL12 ist

die Initiierung der subzelluldren Reise des Rezeptors. !>

Welche genauen subzelluldren Lokalisationen der Rezeptor nach Aktivierung durchlduft und

welche Mechanismen dafiir verantwortlich sind, ist noch nicht ausreichend erforscht.

Bekannt ist, dass die Aktivierung des CXCR4 Rezeptors durch Ligandenbindung mittels CXCL12
verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden auslost. Diese fordern in malignem Gewebe die

Proliferation, Angiogenese sowie Metastasierung der Tumorzellen.®?

Unabhidngig davon wird der Rezeptor nach Ligandenbindung von Rezeptor-Kinasen
phosphoryliert und internalisiert.”>!3! Es gibt einige Studien, die auf eine nachfolgende
Translokation des CXCR4 Rezeptors in den Zellkern hinweisen und einen Zusammenhang

zwischen nukleirer Lokalisation und Tumorprogression bzw. Metastasierung zeigen. !32-156

Die beschriebene Heterogenitit der CXCR4-Rezeptor Lokalisation bringt die Frage auf, ob der
CXCR4-Rezeptor zu verschiedenen Zeiten der Tumorgenese unterschiedliche Lokalisationen
durchlduft und welche Auswirkungen die Lokalisation des Rezeptors auf die Tumorprogression
und damit auf den Verlauf der Erkrankung und die Prognose der Patienten hat. In diesem
Zusammenhang ist die 2019 erstellte Studie von Bao et al. interessant. Sie analysierten den Einfluss
der nukledren CXCR4-Expression in Nierenzellkarzinomen und kamen zu dem Ergebnis, dass die
nukledre Lokalisation von CXCR4 zu einer Translokation von HIF-1 in den Nukleus fiithrte und so
die Transkription der Down-Stream Gene von HIF-1 fordere.””> Die Akkumulation,
beziehungsweise nukledre Translokation von HIF-1 fithrt zur Neoangiogenese und der
Transkription von Zellwachstum stimulierender Zielgene wie der Tyrosinkinasen VEGF oder
PDGF. Diese wiederum sind Angriffspunkt bestimmter Tyrosinkinase-Inhibitoren.” Die nukleire
Lokalisation von CXCR4 konnte demnach eine wichtige Bedeutung im Malignitétspotenzial der
Karzinome haben und durch die Interaktion mit HIF-1 einen ausschlaggebenden Faktor fiir die
Wahl der medikamentdsen Therapie darstellen. Auf therapeutische Strategien wird im Verlauf
eingegangen. Welche intrazelluldren Vorginge den CXCR4 Rezeptor zum Nukleus fiihren ist

bislang noch nicht geklirt. Groere Proteine, wie beispielsweise der CXCR4 Rezeptor, bendtigen
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eine ,,nukledre Lokalisations-Sequenz® (NLS - nuclear localization sequenz) um zum Zellkern
transportiert zu werden und Zugang zu dem Nukleus zu erhalten. Diese nukleidre lokalisations-
Sequenz wird von Import-Rezeptoren der Zellkernmembran erkannt und fiithrt zur nukledren

Translokation des Proteins.!33:154

Bereits 2011 beschrieben Wang et al. eine nukleire lokalisations-Sequenz in CXCR4, welche die

Translokation des Rezeptors in den Zellkern induziere. !>

Eine 2016 veroffentlichte Studie von Xu et al. bestiitigte anhand von in vitro Daten einen
Zusammenhang der nukledren lokalisations-Sequenz in CXCR4 und seinem nukledren
Vorkommen. Durch pharmazeutische Inhibierung der Wechselwirkung zwischen Zellkern und der
nukledren lokalisations-Sequenz des CXCR4 zeigte sich die nukledre Translokation gebremst,

sowie auch das Metastasierungspotenzial der Nierentumorzellen erniedrigt. '3

Die in unserem Kollektiv beschriebene hohere Intensitit der nukledren CXCR4-Firbung in
malignen Nierengeweben konnte ein Hinweis auf die oben beschriebene nukleédre Translokation
sein, welche eine wichtige Rolle in den Abldufen der tumorférdernden Prozesse zu spielen
scheint.!>? Dennoch stellt die uneinheitliche Analyse der subzelluliren Distribution von CXCR4

eine bedeutende Limitation fiir den Vergleich der unterschiedlichen Studienergebnisse dar.

Des weiteren wurde in einigen Studien postuliert, dass eine hohe CXCR4-Expression in
Zusammenhang mit dem Vorgang der Metastasierung steht und demnach als prognostischer

Marker fungieren konnte:

In einer Studie von 2012 berichten Gahan et al. in univariater Analyse von einem signifikanten
Zusammenhang zwischen CXCR4-RNA Expression und dem Prozess der Metastasierung. Sie
berichteten, dass die Patienten, welche entweder zum Zeitpunkt der Operation Metastasen
aufwiesen oder innerhalb des Follow-up Metastasen entwickelten, bereits hohere CXCR4-
Expressionen in dem Primértumorgewebe zeigten, als die Patienten ohne Metastasierung.'>’ Eine
Einschridnkung der Studie stellt der kurze Follow-up Zeitraum mit einem Median von 18 Monaten
dar. Wiinschenswert wire demnach eine Studie, welche die CXCR4-RNA-Expression in

Primértumoren und gematchtem Metastasengewebe mit ldngerem Follow-up vergleicht.
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Zusammenfassend ldsst sich also hinsichtlich der Expression von CXCR4 in klarzelligen
Nierenzellkarzinomen sagen, dass die initial aufgestellte Hypothese der durchgingig hoheren
CXCR4-Expression in malignem Gewebe im Vergleich zum benignen Gewebe sich bei der
Analyse der verschiedenen Zellkompartimente in unseren Auswertungen nicht bestitigt.
Insbesondere die hohere nukledre Expression von CXCR4 in malignem Gewebe konnte aber ein
Hinweis fiir eine funktionelle Bedeutung der Translokation des CXCR4-Rezeptors von der
Membran in den Zellkern sein. Die Vergleichbarkeit zu anderen Ergebnissen ist durch die hohe
Heterogenitit der analysierten Zellkompartimente eingeschrinkt. Bemerkenswert ist jedoch die
bestehende Evidenz hinsichtlich der funktionellen Bedeutung der nukledren Translokation von

CXCR4 fiir den Progress der Erkrankung.

4.1.2 Korrelation mit klinisch-pathologischen Parametern und Uberleben

In Bezug auf die Korrelation der nukledren und zytoplasmatischen CXCR4-Expression mit
klinisch-pathologischen Parametern der Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom konnte in
der vorliegenden Arbeit ein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen einer positiven
zytoplasmatischen CXCR4-Expression und der lymphovaskuldren Invasion (p = 0,0097) gezeigt
werden. Die lymphovaskulidre Invasion ist als relevanter histologischer Risikofaktor im
Nierenzellkarzinom bestitigt.3> Die vorliegende positive Korrelation zwischen der
zytoplasmatischen CXCR4 Expression und der lymphovaskulidren Invasion gibt einen weiteren

Hinweis auf die Relevanz von CXCR4 als prognostisch negativen Marker.

Fiir die Parameter Tumorstadium T2, positiver LK-Status, positive vendse Invasion, Grading G2
und sarkomatoide Differenzierung konnte keine positive Korrelation zur CXCR4-Expression
bestitigt werden. Die Unabhéngigkeit der CXCR4-Expression von diesen klinisch-pathologischen
Markern macht den Chemokin-Rezeptor zu einem unabhéngigen, potenziellen Biomarker fiir das

Nierenzellkarzinom.

Motivation dieser Arbeit war auch, die prognostische Relevanz von CXCR4 auf das Uberleben der
Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom zu ermitteln. Dafiir wurden uni- und multivariate
Cox-Regressionsanalysen erstellt. Die prognostische Relevanz des CXCR4-Rezeptors konnte in

dieser Arbeit hauptsichlich der zytoplasmatischen Lokalisation des Rezeptors zugeschrieben
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werden, was basierend auf den oben genannten Ausfithrungen einer moglichen Internalisierung des

membranstidndigen G-Proteins entspricht.

In univariater Cox-Regression konnte den Erwartungen entsprechend eine Abhingigkeit des
Gesamtiiberlebens und tumorspezifischen Uberlebens beziiglich der Parameter Tumorstadium 2,
sarkomatoider  Differenzierung, positiver = Lymphknotenstatus,  vaskuldrer  Invasion,
lymphovaskuldrer Invasion und dem Grading G2 bestitigt werden. Diese Parameter entsprechen
einer Vielzahl der EAU bestitigten prognostischen Faktoren.!! Des Weiteren konnte auch die
zytoplasmatische CXCR4-Expression > des Mittelwertes statistisch signifikant in Zusammenhang
mit dem Gesamtiiberleben der Patienten gebracht werden (p = 0,0457) und resultierte in einer 3-
fachen Erhohung der Hazard Ratio (HR = 3,0454). Fiir die nukleédre Expression traf dies bei einem
p-Wert von 0,5529 nicht zu.

Dies identifiziert die zytoplasmatische CXCR4-Expression in univariater Analyse als
prognostischen Marker. Dieser Charakter bestitigte sich im Rahmen der multivariaten Cox-
Regression dieser Arbeit jedoch nicht. Interessanterweise zeigten sich auch die anderen Parameter
nicht als unabhingige Prognosefaktoren, was auf einen moglichen Zusammenhang zur limitierten

Patientenzahl hinweisen konnte.

In den Kaplan-Meier Analysen bestitigte sich ein signifikant kiirzeres Gesamtiiberleben (p =
0,042) der Patienten mit positiver zytoplasmatischen CXCR4-Expression verglichen mit Patienten
ohne zytoplasmatische CXCR4-Expression. Wihrend Patienten ohne zytoplasmatische CXCR4-
Expression ein Gesamtiiberleben von 74,8 Monaten (95% KI: 66,9 — 82,6) aufwiesen, lag das
Gesamtiiberleben der Patienten mit positiver zytoplasmatischen CXCR4-Expression lediglich bei
58,8 Monaten (95% KI: 45.5 — 72,0). Beziiglich des tumorspezifischen Uberlebens zeigten die
Patienten mit positiver zytoplasmatischen CXCR4-Expression ein signifikant verkiirztes

Uberleben (p = 0,019).

Zusammenfassend bestétigen diese Ergebnisse, dass die zytoplasmatische CXCR4-Expression als
negativer prognostischer Faktor fiir das Gesamt- und tumorspezifische Uberleben gilt, sowie als
univariater prognostischer Marker herangezogen werden konnte. Die prognostische Relevanz des

CXCR4-Rezeptors sollte jedoch in Studien groBerer Stichproben weiter untersucht werden.
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Die erhobenen Resultate stehen in Ubereinstimmung der 2015 erstellten Metaanalyse von Du et
al., welche anhand von 7 eingeschlossenen Studien und insgesamt 1068 Patienten die prognostische
Relevanz von CXCR4 in Nierenzellkarzinomen ermittelte. Die Ergebnisse der Metaanalyse
zeigten, dass eine hohe Expression ein verkiirztes Gesamtiiberleben vorhersagt (HR = 2,77, 95%
KI=1,80 - 4,27), sowie mit einem verkiirzten progressionsfreien Intervall einhergeht (HR = 4,83,
95% KI = 2,30 - 10,15). Zu erwihnen ist jedoch, dass die sieben eingeschlossenen Studien der
Metaanalyse in einigen Aspekten kritisch zu vergleichen sind. Patientencharakteristika wie
Geschlecht oder Alter wurden nicht eingeschlossen und die immunhistochemischen Verfahren der
verschiedenen Studien unterlagen nicht vereinheitlichten Methoden. Des Weiteren wurde kein
Unterschied zwischen unterschiedlichen Subgruppen der Nierenzellkarzinome gemacht, obwohl

auch die Histologie des Nierenzellkarzinoms Einfluss auf die Prognose hat.!!

Ein prognosebestimmender Charakter von CXCR4 zeigt sich auch in weiteren soliden Tumoren:
So konnte fiir das Magenkarzinom der CXCR4-Rezeptor anhand von Metaanalysen als negativer

prognostischer Marker identifiziert werden.'8

In Brusttumoren stellte eine Studie von Yasuoka et al. einen Zusammenhang zwischen der
zytoplasmatischen CXCR4-Expression und einem verkiirzten Gesamt- und krankheitsfreien
Uberleben her, und bestitigte in multivariater Analyse die CXCR4-Expression als unabhiingigen

Pridiktor fiir das Gesamt- und krankheitsfreie Uberleben. !

Einen interessanten Fall stellt das Ovarialkarzinom dar: Hier existiert eine Diskrepanz zwischen
der prognostischen Bedeutung der mRNA-Expression von CXCR4 und der prognostischen
Bedeutung der Proteinexpression (immunhistochemischen Expression). Einerseits wird eine hohe
CXCR4-Expression auf mRNA Niveau als prognostisch giinstig beschrieben.!#® Andererseits
existieren einige Studien, welche bereits zur Metaanalyse zusammengefasst wurden, die anhand
von immunhistochemischen Analysen eine hohe CXCR4 Proteinexpression als prognostisch
ungiinstig bestitigen.'®” Dies ist nicht als widerspriichlich zu sehen: Vielmehr ldsst sich anhand
dieses Beispiels nachvollziehen, dass mRNA Expressionsergebnisse der tatsdchlichen
Proteinexpression nicht grundsitzlich gleichgesetzt werden konnen.!! Das komplexe
Zusammenspiel von inhibierenden und stimulierenden Faktoren der mRNA Translation beeinflusst
das Protein-Expressionsniveau. Auch post-translationale Mechanismen modifizieren individuell

den Proteinaufbau.
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Basierend auf mRNA Untersuchungen wird CXCR4 im Human Protein Atlas fiir das
Nierenzellkarzinom als nicht-vorteilhafter prognostischer Marker gefiihrt.'*®  Fiir das
Nierenzellkarzinom hingegen zeigt sich demnach sowohl durch immunhistochemische- als auch

mRNA-Analysen CXCR4 als prognostisch ungiinstiger Marker.

Zusammenfassend ldsst sich also festhalten, dass sich die prognostische Wertigkeit von CXCR4
im Nierenzellkarzinom bestétigt. Unsere Ergebnisse sind hierbei der vorhandenen Evidenz
entsprechend. Sie zeigen in der univariaten Analyse, dass die zytoplasmatische CXCR4-
Expression in klarzelligen Nierenzellkarzinomen mit einem verkiirzten Gesamt- und
tumorspezifischen Uberleben einhergeht. Da die multivariaten Analysen dies jedoch nicht belegen
konnten, ist der prognostische Charakter des CXCR4-Rezeptors in dieser Arbeit nur bedingt

bestitigt, was auch durch die limitierte Patientenzahl im Kollektiv 1 bedingt sein konnte.

4.2 Nierentumorkollektiv

In bisherigen Studien galt die CXCR4-Expressionsanalyse hauptsdchlich klarzelligen
Nierenzellkarzinomen sowie korrespondierenden benignen Gewebearealen. Zum Zweck eines
umfassenderen Verstindnisses der CXCR4-Expressionsausprigung wurden in der vorliegenden
Arbeit dariiber hinaus sechs unterschiedliche maligne und benigne Subgruppen auf die
differentielle CXCR4-Rezeptorexpression untersucht. Anhand eines Kollektivs von 146 Patienten
konnte die nukledre und zytoplasmatische CXCR4-Expression in 87 klarzelligen, 14 papilldren und
sieben chromophoben Nierenzellkarzinomen sowie in 16 Onkozytomen, zehn Angiomyolipomen
und sieben Zysten verglichen werden. Fiinf Gewebeproben waren keiner eindeutigen Lokalisation
zuzuordnen. Die Ergebnisse zeigten sich erwartbar in ihrer Auspriagung sehr inhomogen, wobei
sich die zytoplasmatische CXCR4-Expression zwischen den Subgruppen in einem durchgefiihrten
Kruskal-Wallis Test mit nachfolgender post hoc statistisch signifikant unterschiedlich zeigte,

ebenso die nukledre Firbung.

Es lieB sich zytoplasmatisch (Median: 117,5) und auch nukledr (Median: 41,50) eine starke

CXCR4-Expression in papilliren Nierenzellkarzinomen beobachten. Die Subgruppe der
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chromophoben Nierenzellkarzinome und der Angiomyolipome zeigten insgesamt die schwichste

CXCR4-Auspragung.

Eine interessante Beobachtung stellt die hohe zytoplasmatische CXCR4 Expression in
Onkozytomen dar (Median 100,00), besonders im Vergleich mit der niedrigen zytoplasmatischen
Expression der klarzelligen Nierenzellkarzinome (Median 0,00). In der klinisch hiufig schwierigen
Differenzierung dieser zwei Entititen konnte eine CXCR4 gerichtete Bildgebung, wie sie

beispielsweise mittels PlerixaFor bereits erforscht wird, hier zukiinftig Anwendung finden.

Kontrdr zu der oben diskutierten Annahme, dass eine starke nukleire CXCR4-Expression mit
erhohter Malignitdt einhergeht, ist das Ergebnis der nukledren Rezeptorexpression im
Zystengewebe. Dies zeigt die Komplexitét der tatsdchlichen pathophysiologischen Bedeutung von
CXCR4: Mit einem Median von 90 stellte dies den hochsten Wert der nukledren Expression in den
hier analysierten Subgruppen dar. Jedoch war die Stichprobengré8e der Zysten-Subgruppe mit vier
Gewebeproben, die in die Analyse miteinflieBen konnten, unzureichend grof3 fiir einen
reprasentativen Vergleich. Abgesehen der vier Zystengewebeproben wiesen klarzellige und
papilldre Nierenzellkarzinome die hochste nukledre CXCR4-Expression auf, was wiederum fiir die
Hypothese spricht, dass eine hohe nukledre CXCR4-Expression mit einem erhohten

Malignitétspotenzial einhergeht.

Einen &hnlichen Ansatz der CXCR4-Expressionsanalyse in verschiedenen Subtypen von
Nierentumoren verfolgte eine Studie von Gahan et al. Wenngleich die Expressionsanalyse auf
mRNA Ebene erfolgte, sowie neben der CXCR4-Expression noch weitere Chemokine und
Chemokinrezeptoren wie unter anderem CXCR7 und IL-8 in ihre Analyse mit eingeschlossen
wurden. Thr Ergebnisse zeigten eine dhnliche Tendenz zu denen der vorliegenden Arbeit.!>” Sie
untersuchten Proben von 65 klarzelligen, zehn papilliren und fiinf chromophoben
Nierenzellkarzinomen, sechs Onkozytomen, 17 Metastasen sowie 80 benignen Nierengewebe-
Proben. Klarzellige und papilldre Nierenzellkarzinome zeigten eine 2 — 4 -fach hohere CXCR4-
Expression im Vergleich zu benignem Nierengewebe, sowie eine 10 — 20 -fach hohere CXCR4-
Expression im Vergleich zur Gruppe der Onkozytome. Allerdings ldsst sich diese klare Tendenz
der zunehmenden CXCR4-Expression in malignem Gewebe im Unterschied zu benignen Tumoren

in unserer Analyse nicht vergleichbar eindeutig verifizieren.
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Zwei weitere Publikationen untersuchen die differentielle CXCR4-Ausprigung in verschiedenen

Subgruppen der Nierenzellkarzinome:

Eine Studie von Rasti et al. analysierte durch immunhistochemische Farbung die CXCR4-
Auspragung in 106 klarzelligen, 35 papilldren und 32 chromophoben Nierenzellkarzinomen. Die
Rezeptorauspriagung beschrieb die Studie hauptsidchlich zytoplasmatisch lokalisiert. Thre
Ergebnisse zeigten eine signifikant hohere CXCR4-Expression in papillidren und chromophoben
Nierenzellkarzinomen im Vergleich zu der klarzelligen Subgruppe. Ebenfalls beschrieben sie eine
signifikante Korrelation zwischen einer hohen CXCR4-Expression der Nierenzellkarzinome und
einem hoheren Tumorstadium, sowie einer hoheren Entdifferenzierung auf. Des Weiteren wurde
nicht nur die Rezeptorauspriagung, sondern auch die Intensitit der Rezeptorauspriagung mittels Chi-

Quadrat-Tests in signifikanten Zusammenhang mit dem Tumorstadium gebracht. !

Floranovic et al. untersuchen in einer Studie von 2021 die zytoplasmatische und membrandse
CXCR4- und CXCR7-Auspragung in klarzelligen und papilldaren Nierenzellkarzinomen. Anhand
85 klarzelligen und 13 papilldren Gewebeproben konnten sie mittels immunhistochemischer
Analyse eine hohere zytoplasmatische CXCR4-Expression in der papillairen Subgruppe
nachweisen. Membrands wies die klarzellige Subgruppe hohere Expressionswerte auf. Eine
prognostische Wertigkeit des CXCR4-Rezeptors liel sich in dieser Studie weder fiir die

zytoplasmatische noch fiir die membrandse Rezeptor-Ausprigung nachweisen. !

Die Resultate der Expressionsanalysen dieser Studien, wie auch die Ergebnisse der vorliegenden
Arbeit, bestitigen einen signifikanten Unterschied der CXCR4-Ausprigung zwischen den

histologischen Subgruppen der Nierenzellkarzinome.

4.3 Metastasenkollektiv

Zahlreiche Studien lieBen eine gerichtete Migration von CXCR4 tragenden Tumorzellen in
Abhiingigkeit des CXCLI12 Gradienten erkennen.'®*!%> QOrgane mit besonders hohen
Expressionsniveaus von CXCL12 wie Lunge, Leber, Skelettmuskel, Gehirn und Knochenmark
sind dadurch stidrker von der Invasion CXCR4 tragender Tumorzellen betroffen.®? Die genannten

Lokalisationen stellen einige der hidufigsten Metastasierungsorte von Nierenzellkarzinomen dar,
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was auf einen CXCR4 gerichteten Vorgang der Metastasierung hinweisen konnte. Zhao et al.
untersuchten in diesem Zusammenhang die CXCR4- und CXCL12-Expression in Proben von zehn
Nierenzellkarzinomen und 30 Knochenmetastasen mittels Immunhistochemie, Western Blot und
RT-PCR (Real Time Polymerase Chain Reaction). Alle drei Verfahren bestétigten eine signifikant
hohere CXCR4-Expression in den Knochenmetastasen verglichen mit den Proben des priméren
Nierenzellkarzinoms (p = 0,014). Ihre Studie lieferte einen wichtigen Hinweis des Einflusses der

CXCR4/CXCL12-Achse auf den Metastasierungsvorgang in Nierenzellkarzinomen.!%®

Dies fiihrte zu der initial erwdhnten Hypothese, dass Metastasen - moglicherweise als Hinweis fiir
eine hohere biologische Aggressivitit - ein hoheres CXCR4-Expressionsniveau zeigen als
Primértumore. Es resultierte die Motivation, in dieser Arbeit ebenfalls eine Expressionsanalyse in
den unterschiedlichen Lokalisationen der Metastasen, sowie im Vergleich der Metastasen zum
Primdrtumorgewebe durchzufiihren. Bisher existieren kaum publizierten Daten zur CXCR4-
Expression in den unterschiedlichen Lokalisationen der Metastasen von Nierenzellkarzinomen. Es
wurden in dieser Arbeit insgesamt 137 Metastasen zur Expressionsanalyse eingeschlossen und in
17 unterschiedlichen Lokalisationen auf ihre jeweilige zytoplasmatische und nukledre CXCR4-
Expression untersucht. Durch teilweise unzureichende Firbung oder Gewebeverlust der TMAs

konnten allerdings nicht alle eingeschlossenen Proben ausgewertet werden.

Die nukledre Expression in den unterschiedlichen Lokalisationen der Metastasen zeigte sich
insgesamt stirker ausgeprigt als die zytoplasmatische Expression. Der mittlere nukleire

Expressionsscore lag bei 57,75, zytoplasmatisch etwas darunter bei 52,19.

Innerhalb der unterschiedlichen Lokalisationen der Metastasen zeigte sich die CXCR4-

Ausprigung heterogen.

Die hochsten nukledren Expressionsniveaus zeigten Weichteile (Median = 88,00), Larynx (Median
= 98,00), Lokalrezidiv (Median = 86,00), Grenzstrang (Median = 84,00) und Lymphknoten
(Median = 76,00). Die stirkste zytoplasmatische CXCR4-Rezeptorexpression zeigten Haut
(Median = 185,00), Pleura (Median = 190,00), Lokalrezidiv (Median = 300,00) und Weichteile
(Median = 65,00). Eine geringe oder gar keine zytoplasmatische Expression wiesen die
Lokalisationen Lunge, Pankreas, Larynx, Knochen, Mesokolon, Diinndarm, Peritoneum und

Sonstige auf. Einschrinkend sind in diesem Vergleich die teils geringe Anzahl des
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Metastasengewebes an den einzelnen Lokalisationen zu nennen. Weiterhin zeigten sich die

Unterschiede zwischen den einzelnen Metastasenlokalisationen nicht statistisch signifikant.

Interessanterweise existieren Studien, welche einen giinstigen Verlauf von Patienten mit Lungen —

167,168 In

und Pankreasmetastasen im Vergleich zu Metastasen anderer Lokalisationen aufweisen.
der vorliegenden Studie konnten fiir die 17 untersuchten Gewebeproben von Lungenmetastasen
ein zytoplasmatischer Median von 0,00 sowie ein mittlerer zytoplasmatischer Expressionsscore
von 47,35 (95% KI: 8,76 — 85,95) beobachtet werden. Fiir vier Gewebeproben von
Pankreasmetastasen wurde ebenfalls ein Median von 0,00 sowie ein mittlerer Expressionsscore
von 0,00 beobachtet. Im Umkehrschluss konnte dies die aufgestellte Hypothese bekriftigen, dass
eine hohere biologische Aggressivitit mit erhohter CXCR4-Expression einhergeht. Auch das
Ergebnis dieser Arbeit, dass die zytoplasmatische CXCR4-Expression in univariater Analyse als

negativer prognostischer Marker fungiert, steht in Ubereinstimmung mit einem giinstigeren

Verlauf bei niedriger zytoplasmatischer CXCR4-Expression in Lungen- und Pankreasmetastasen.

4.4 Gegeniiberstellung der 3 Kollektive

Zur strukturierten Ubersicht der Expressionsverhiltnisse innerhalb der Gruppen von klarzelligen
Nierenzellkarzinomen, benignem Nierengewebe sowie Metastasengewebe wurden abschliefend
die Ergebnisse dieser Arbeit gegeniibergestellt. Die Kollektive der Primédrtumore und Metastasen
sind in dieser Arbeit zwar nicht von den gleichen Patienten gewonnen, jedoch wurden die
Gewebeproben mit demselben immunhistochemischen Verfahren gefdrbt und in gleicher Weise
ausgewertet und weisen somit gute Voraussetzungen fiir den Vergleich der Expressionsniveaus der

unterschiedlichen Kollektive auf.

Die Ergebnisse dieser Arbeit ergaben, dass die nukledre Expression mit einem medianen Score von
56,00 in benignem Gewebe am geringsten ausgeprigt ist. Das Metastasengewebe (Median: 68,00)

und das primédre Tumorgewebe (Median: 72,00) zeigten hohere CXCR4-Expressionsniveaus.

Zytoplasmatisch zeigte sich die Rezeptorexpression in umgekehrter Reihenfolge. Das benigne
Gewebe wies den hochsten medianen Expressionsscore von 130,00 auf. Fiir das Metastasengewebe

lag der mediane Score bei 17,50. Die klarzelligen Primértumore wiesen einen medianen Score der
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zytoplasmatischen Expression von 0,00 auf. Anhand von Kruskal-Wallis Tests wurde ein
signifikanter Unterschied der nukledren und zytoplasmatischen Expression in den drei

Gewebetypen bestitigt.

Die Tatsache, dass primédre Nierenzellkarzinome und Metastasengewebe hohere Expressionswerte
im nukledren Kompartiment zeigen, bestitigt die Eingangs formulierten Hypothesen und kénnte
dartiber hinaus auf einen Shift im Funktionszustand des Rezeptors zuriickzufiihren sein. Wie bereits
erldutert, kommt es bei Aktivierung des Rezeptors durch Ligandenbindung an der Zelloberflidche
zur Endozytose und der Transduktion verschiedener Signalwege.!® Die Translokation des
Rezeptors in den Zellkern der Tumorzellen deutet auf eine verstirkte Aktivierung und damit
Involvierung des Rezeptors in die Mechanismen der Tumorentstehung und Tumorprogression hin.
Diese Ergebnisse stiitzen die These weiter, dass CXCR4 nicht nur als prognostischer Marker,

sondern auch als therapeutisches Target dienen konnte.

Einen &hnlichen Aufbau des dargestellten Vergleichs der CXCR4-Expression in den drei
Gewebetypen ist in der 2009 erschienenen Publikation von Wang et al. zu finden.!?* Es wurden 43
primére Nierenzellkarzinome, 21 Metastasen von vier verschiedenen Lokalisationen und Proben
von benignem Nierengewebe gegeniibergestellt. Anhand eines vergleichbaren IHC-Scores der
Farbeintensitidten 1 - 4 (schwach, moderat, stark, sehr stark) wurden alle Gewebeproben, in denen
tiber 50% der Zellen eine CXCR4-Firbung von moderat oder hoher aufwiesen als positiv gewertet.
Die Resultate lieferten eine positive CXCR4-Expression in 50% aller benignen Proben, 81,4% der
priméren Nierenzellkarzinome und in 95,2% der Metastasen. Die subzelluldre Lokalisation wurde
anders als in der vorliegenden Arbeit nicht nukleédr und zytoplasmatisch, sondern membrands und
zytoplasmatisch bestimmt. Dies schridnkt den direkten Vergleich der Expressionsergebnisse ein,
zeigt aber einen vergleichbaren Trend der hoheren CXCR4-Expressionen in Tumor- und

Metastasengewebe im Vergleich zu benignem Nierengewebe.

4.5 Limitationen

Allgemein schrinkt die limitierte Anzahl der Gewebeproben innerhalb der Kollektive und den

jeweiligen Subgruppen, sowie der retrospektive Ansatz dieser Studie die Aussagekraft dieser
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Arbeit ein. Insbesondere die starke Gewichtung von klarzelligen Tumoren im Verhiltnis der relativ
geringen Probenanzahl papilldrer und chromophober Nierenzellkarzinome und auch benigner
Tumorformen, muss erwdhnt werden. Die Ergebnisse liefern somit nur einen ersten Hinweis auf
die differentielle CXCR4-Expression in unterschiedlichen histologischen Subtypen der
Nierentumore. Fiir ein genaueres Verstindnis der Expressionsniveaus innerhalb der einzelnen
Subgruppen sollten weitere Analysen anhand von grofleren Kollektiven mit moglichst gleich
groBen Stichproben erfolgen. Zudem ist die Studie durch die inhdrenten Einschrinkungen der semi-
quantitativen Analyse der Tissue Microarrays limitiert. Hier sind die variable Ausprigung der
Immunfirbungen der einzelnen TMAs zu erwihnen, wie auch die Inter-Beobachter-Variabilitit in

der Auswertung.

4.6 Ausblick: Klinische Relevanz

Die Expressionsanalyse von CXCR4 in unterschiedlichen Gewebearten trigt zu einem besseren
Verstdndnis der Pathophysiologie des Tumorgeschehens bei. Klinisch relevant sind jedoch auch
die Erforschung und Etablierung neuer Therapien, welche auf den Erkenntnissen aktueller Studien

basieren.

Da die CXCR4/CXCL12 Achse an Tumorwachstum und Tumorproliferation beteiligt ist sowie die
Migration von Tumorzellen induzieren kann, stellt sie einen vielversprechenden Angriffspunkt fiir
weitere Therapieentwicklungen dar. Gemeinsam mit der erhohten Expression von CXCR4 in
metastasierten Nierenzellkarzinomen stellt der Chemokinrezeptor einen interessanten Ansatz fiir
mogliche neue Therapiestrategien dar. Einschrinkend sind hierbei jedoch die bislang nicht
ausreichend entschliisselten Pathomechanismen des CXCR4-Shifts in den einzelnen
Tumorgewebearten, sowie die in verschiedenen Gewebetypen physiologisch ausgeprigte
Expression von CXCR4 zu nennen. Insbesondere im Knochenmark sowie in lymphatischem

Gewebe zeigt sich eine hohe CXCR4-Expression.'*8

Dennoch existieren Therapieansitze, welche CXCR4 involvieren. Ein CXCR4-Antagonist,
welcher bereits in klinischem Einsatz ist, ist Plerixafor (AMD3100). Dieser ist von der FDA (Food
and Drug Administration) zur Therapie von Non-Hodgkin-Lymphomen und multiplen Myelomen
zugelassen. Plerixafor (AMD3100) ist ein spezifischer CXCR4-Antikorper, welcher urspriinglich
zur Inhibition von HI-Virusreplikation und Stammzellmobilisation entwickelt wurde.!3'-170
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AMD3100 bindet CXCR4 an seiner Ligandentasche und verhindert so die Bindung seines
natiirlichen Liganden CXCLI12 und damit die Aktivierung des Rezeptors und dessen
Signaltransduktionsvorginge.'”! Aktuell ist die Hauptindikation fiir den Einsatz von AMD3100 die
Mobilisation hamatopoetischer Stammzellen aus dem Knochenmark fiir die Transplantation von

Patienten mit himatologischen Neoplasien. !3!

Auch in Nierenzellkarzinomen wurde basierend auf der CXCR4 Uberexpression und der Rolle der
CXCR4/CXCL12-Achse das therapeutische Potential verschiedener CXCR4-Antagonisten

evaluiert:

X4P - 001 ist ein oral verfiigbarer, allosterischer CXCR4-Antagonist und reduziert in Xenograft-
Modellen im Tumormilieu proangiogenetische Signale wie die HIF - 2alpha Konzentration, sowie
das Vorhandensein von myeloiden Suppressorzellen, welche zur Unterdriickung der

Immunantwort beitragen.'*?

In einer Phase I/II Studie wurden 65 Patienten mit fortgeschrittenem
Nierenzellkarzinom, iiber einen medianen Zeitraum von 25 Wochen, 400mg X4P-001 oral in
Kombination mit Smg Axitinib oral verabreicht. Die Resultate dieser ersten klinischen Studien
deuten auf eine gute Toleranz bei adidquatem Sicherheitsprofil und vielversprechenden
progressionsfreien Uberlebenszeiten hin.'*?> In einer weiteren Studie wird X4P-001 in
unterschiedlicher Dosierung, alleinig oder in Kombination mit Axitinib verabreicht.!* Ebenfalls

Gegenstand einer aktuellen Studie ist die Kombinationstherapie von X4P-001 mit Nivolumab fiir

Patienten mit Nierenzellkarzinom.!”?

Eine randomisierte Phase II Studie, welche die Effektivitit von einem weiteren CXCR4 Antagonist
(LY2510924) in Kombination mit Sunitinib mit der Wirksamkeit von Sunitinib alleine verglich,
zeigte jedoch ein negatives Studienergebnis und konnte keine Verbesserung des Gesamt- oder
tumorspezifischen Uberlebens zeigen.!** Eine mogliche Erklirung hierfiir konnte durchaus die
bereits erwihnte Internalisierung von CXCR4 sein. Bislang kann hier zusammenfassend gesagt
werden, dass trotz noch ausstehender Studienergebnisse in Nierenzellkarzinom und anderen

Tumorentititen, die CXCR4-Antagonisten die hohe Erwartung nicht erfiillen konnte.!”3

Die Entwicklung der Forschung zum therapeutischen Wert der CXCR4/ CXCL12 Achse wird
mafgeblich von den Ergebnissen der ausstehenden Studien abhingig sein. Diese werden letztlich

dartiber entscheiden, ob CXCR4 eine Bedeutung iiber die prognostische Wertigkeit hinaus besitzt
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oder auf diese beschridnkt bleibt. Unsere Studie hat in diesem Zusammenhang gezeigt, dass die
Proklamation von CXCR4 als prognostischer Parameter begriindet ist. Dariiber hinaus bietet sie
durch den Nachweis der zytoplasmatischen und nukledren CXCR4-Expression Hinweise darauf,
warum die bisherigen CXCR4 - Antagonisierungsversuche frustran verliefen: Die Antagonisten
richteten sich vor allem gegen membranstindige CXCR4-Rezeptoren. Unsere Studie liefert
Anhaltspunkte darauf, dass zytoplasmatisch und insbesondere nukleédr lokalisierte CXCR4-
Rezeptoren eine funktionelle Bedeutung in Nierenzellkarzinomen besitzen. Unserer Ansicht nach
sollten sich zukiinftige Forschungsarbeiten vor allem auch mit der Rolle der Funktionalitit des

CXCR4-Rezeptors befassen.
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S5 Zusammenfassung

Diese Arbeit umfasst die Analyse der zytoplasmatischen und nukleiren CXCR4-Expression in
primdren Nierenzellkarzinomen, in Subtypen maligner und benigner Nierentumore sowie in
Metastasengewebe von priméren Nierenzellkarzinomen.

Ziel der Arbeit war die Evaluation und der Vergleich der variierenden Rezeptorexpression
zwischen den unterschiedlichen Gewebetypen, sowie die Analyse der prognostischen Relevanz des
CXCR4-Rezeptors in klarzelligen Nierenzellkarzinomen. Untersucht wurde ebenfalls der Einfluss
klinisch-pathologischer Parameter inklusive der CXCR4-Expression auf das Uberleben der

Patienten mit klarzelligen Primértumoren.

Zu diesem Zweck wurden drei Kollektive unterschiedlicher Entititen zusammengestellt. Das erste
Kollektiv besteht aus 64 Gewebeproben von klarzelligen Nierenzellkarzinomen, sowie benignen
Gewebeproben fiir Vergleichsanalysen. Fiir dieses Kollektiv wurden klinische Verlaufsparameter
erhoben, um diese mit der Rezeptorexpression und dem Uberleben der Patienten zu korrelieren.
Das zweite Kollektiv bestand aus Gewebeproben von 146 Patienten mit malignen und benignen
Nierentumoren unterschiedlicher Histologien.

Das dritte Kollektiv bestand ausschlie3lich aus Metastasengewebe mit insgesamt 137 Proben von
92 Patienten mit priméren Nierenzellkarzinomen.

Fiir die Expressionsanalysen wurden die Gewebeproben in Form von TMAs (Tissue Micro Arrays)
mittels Antikorper gefdrbt. AnschlieBend erfolgte die mikroskopische Bestimmung der
zytoplasmatischen CXCR4-Auspriagung. Anhand einer Intensitéts-Skala (O - 3) wurden die Proben
semiquantitativ kategorisiert, sowie der Anteil der zytoplasmatisch gefdrbten Zellen ermittelt, um
so einen Immunreaktivitits-Score zu bilden (Skala der Expressionsanalyse: 0 - 300).

Die nukledre Auspriagung des CXCR4-Rezeptors wurde in die Kategorien ,,gefdrbt“ und ,nicht
gefdarbr eingeteilt, sowie jeweils der Anteil der gefarbten Kerne bestimmt (Skala der

Expressionsanalyse: 0 - 100).

Die Expressionsanalyse des klarzelligen Nierenzellkarzinom-Kollektivs zeigte, dass die
zytoplasmatische Expression in benignem Nierengewebe stirker ausgeprigt ist als in klarzelligem

Tumorgewebe. Die nukleédre Expression zeigte sich wiederum in malignem Gewebe intensiver als
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in benignem Gewebe. Es konnte ein signifikanter Unterschied der CXCR4-Rezeptorausprigung
zwischen malignen und benignen Gewebeproben, sowohl fiir die zytoplasmatische als auch die
nukleédre Expression nachgewiesen werden.

Mittels Chi-Quadrat Tests konnte ein signifikanter Zusammenhang zwischen der
lymphovaskulidren Invasion und einer positiven zytoplasmatischen Rezeptorexpression beobachtet
werden. In der univariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich eine zytoplasmatische CXCR4
Expression als signifikant negativer Einflussfaktor auf das Gesamtiiberleben der Patienten. In
multivariater Cox-Analyse konnte jedoch kein signifikanter Zusammenhang ermittelt werden. In
Kaplan-Meier Analysen bestitigte sich ein kiirzeres Gesamt- und tumorspezifisches Uberleben der
Patienten, welche eine positive zytoplasmatische CXCR4-Expression aufwiesen, verglichen mit
Patienten ohne CXCR4-Expression. Fiir die nukledre Expression konnte kein Einfluss auf das

Uberleben beobachtet werden.

In der Gegeniiberstellung der Expressionsergebnisse des Kollektivs von Nierentumoren mit
unterschiedlicher Histologie, zeigten papilldre Nierenzellkarzinome und Onkozytome die stéarkste
zytoplasmatische Rezeptorfarbung. Zystengewebe und papilldre Nierenzellkarzinome wiesen die
hochste nukledre CXCR4-Expression unter den analysierten Subgruppen auf. Es konnten sowohl
fiir die zytoplasmatischen als auch die nukledren CXCR4-Expressionen signifikante Unterschiede
der Subgruppen bestitigt werden.

Die nachfolgende Rezeptorexpressionsanalyse des Metastasenkollektivs gab Aufschluss tiber
heterogene Expressionsniveaus innerhalb der 17 Lokalisationsgruppen. Hier ergab sich kein
statistisch signifikanter Unterschied zwischen den Mittelwerten der jeweiligen Lokalisationen,
jedoch zeigten tendenziell Lungen- und Pankreasmetastasen geringe zytoplasmatische
Expressionsniveaus, wihrend Weichteile, Larynx, Lokalrezidiv, Grenzstrang und Lymphknoten

die starkste nukledire CXCR4-Expression boten.

Abschlieend wurde die CXCR4-Rezeptorausprigung zwischen klarzelligen Primértumoren,
benignem Nierengewebe und Metastasengewebe gegeniibergestellt. Es konnte zusammenfassend
gezeigt werden, dass benignes Gewebe die stirkste zytoplasmatische CXCR4-Rezeptorexpression
aufweist, wihrend sich die nukledre Expression in Primirtumorgewebe und Metastasengewebe
stirker als in benignem Gewebe darstellt. Die Unterschiede zeigten sich statistisch signifikant.
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Diese Arbeit bestitigt, dass der CXCR4-Rezeptor innerhalb verschiedener Nierentumorgewebe
unterschiedlich exprimiert ist und gibt Aufschluss iiber die differentielle Rezeptorexpression
innerhalb der verschiedenen Gewebetypen. Des Weiteren weist die Arbeit darauf hin, dass die
subzelluldre CXCR4 Lokalisation Einfluss auf die funktionelle Bedeutung des Rezeptors hat.

Die zytoplasmatische CXCR4-Expression in klarzelligen Nierenzellkarzinomen bestitigte sich in
dieser Arbeit als univariat negativer, prognostischer Marker beziiglich des Gesamt- und
tumorspezifischen Uberlebens der Patienten und unterstreicht somit die Relevanz der CXCR4-
Rezeptorauspriagung als prognostischen Faktor. Unabhiingig von der rein prognostischen und
funktionellen Analyse von CXCR4 stellen neu verfiigbare medikamentése Therapieformen mit
CXCR4 als therapeutisches Target einen auch fiir das Nierenzellkarzinom verfiigbaren Ansatz dar,

fiir den die vorliegenden Daten relevant sein konnen.
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7 Veroffentlichungen

Teile dieser Arbeit konnten nach einem peer-review Verfahren im International Journal of
Molecular Sciences (IJMS, Impact Factor: 6.208) publiziert werden:
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