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1. Einleitung

1.1. Nierenzellkarzinome

1.1.1. Epidemiologie
Nierenzellkarzinome (renal cell cancer = RCC) entstehen in der Nierenrinde und
machen 80-85% der priméren renalen Neoplasien aus.” Der héufigste histopathologische
Subtyp des RCC ist mit 80-85% das klarzellige RCC (clear cell renal cell cancer =
ccRCC). Papillare RCC machen 10-15% aus und chromophobe RCC 5-10%.” Naheres
zur Einteilung nach histopathologischen Kriterien findet sich im Abschnitt 1.1.4.2.
In Deutschland hat das Robert-Koch-Institut (RKI) im Jahr 2016 knapp 15000 RCC-
Neuerkrankungen registriert'?*, wobei Manner in etwa 1,5-mal haufiger betroffen sind.8!
Der Altersgipfel liegt zwischen 60 und 70 Jahren.8! Betrachtet man die Zahlen des RKI,
lasst sich eine steigende Inzidenz beobachten.®* Es wird diskutiert, dass die steigende
Inzidenz v.a. auf die steigende Anzahl von Zufallsbefunden im Rahmen bildgebender
Untersuchungen mit anderer Indikation zuriickzufithren ist.?>% Aufgrund der meist
geringen TumorgroRe der Inzidentalome sind diese nur selten primér metastasiert.
Generell weisen hingegen 17% der Patienten bei Erstdiagnose eines RCC bereits
Fernmetastasen auf.3
Bei den meisten neu auftretenden Féllen handelt es sich um sporadische RCC, wéhrend
2-4% der RCC hereditér sind. Fast alle hereditaren RCC beruhen auf einer vererbten
Mutation des VHL (Von-Hippel-Lindau)-Gens.?®

1.1.2.  Atiologie und Risikofaktoren

Die genaue Atiologie der RCC ist weitgehend unbekannt. Als einer der wichtigsten
Risikofaktoren gilt das Zigarettenrauchen,%497:142

Auch unter Patienten mit einer arteriellen Hypertonie beobachtet man eine erhdhte
Inzidenz renaler Karzinome.®* Unklar ist in diesem Kontext jedoch, ob die arterielle
Hypertonie selbst pradisponierend ist oder eine mogliche Therapie mit Diuretika.>®
Auffallig ist auch, dass das Risiko ein RCC zu entwickeln mit dem Body-Mass-Index
(BMI) steigt. Zum Teil wird vermutet, dass Ostrogene in diesem Zusammenhang eine
Rolle spielen konnten.’™® Allerdings gibt es auch Studien, die Ostrogene eher als

protektiv einschatzen und sogar als potenzielles Therapeutikum suggerieren.® Der
1



Pathomechanismus ist also noch unklar, aber Adipositas selbst wird als Risikofaktor
generell anerkannt.’> Im Gegensatz dazu zeigte eine Studie von Haferkamp et al., dass
Patienten mit einem BMI <18,5kg/m? zum Zeitpunkt der Nephrektomie im Rahmen der
RCC-Therapie im Vergleich zu adipdsen Patienten ein schlechteres Outcome hatten.*’
Als weitere Risikofaktoren gelten der Verzehr von rotem Fleisch!?® und eine berufliche
Karzinogenexposition®, wobei insbesondere Arsen, Cadmium% und Trichlorethylen!®
in der Diskussion stehen.

Dariiber hinaus gelten eine Analgetika-Nephropathie®’, langjihrige Einnahme von
NSAR (nicht-steroidale Antirheumatika) auRer Aspirin?® und erworbene zystische
Nierenerkrankungen bei Dialysepatienten?! als pradisponierend fiir die Entwicklung
eines RCC.

Hingegen wird maRiger Alkoholkonsum von einigen Autoren als Protektivfaktor
eingeschatzt.>’

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

Insbesondere ccRCC sind mit der VHL-Erkrankung assoziiert. Hierbei handelt es sich
um eine autosomal dominant vererbte Erkrankung, bei der die Mutation eines Allels des
VHL-Gens bereits vererbt wird. Im Rahmen eines Loss of Heterocygocity bekommen
betroffene Patienten dann retinale Angiome, Hamangioblastome des ZNS,
Phaochromozytome und in 30% der Fille ccRCC.%71%

Aber auch bei sporadischen RCC ist eine Mutation des VHL-Gens haufig.*® Naheres
dazu findet sich im Abschnitt 1.1.3.

1.1.3. Pathogenese

ccRCC gehen von den Zellen der proximalen Tubuli aus®®, wobei in der Pathogenese
des ccRCC das VHL-Gen eine zentrale Rolle spielt. So weisen iber 80% aller ccRCC
eine VHL-Verénderung im Sinne einer Mutation oder epigenetischer Modifikationen
auf.® Diese Veranderungen wie Mutationen oder Hypermethylierungen des VHL-Gens
sind vornehmlich in ccRCC nachzuweisen und nur sehr selten in anderen histologischen
Subtypen.®

Neben dem VHL-Gen konnten inzwischen weitere Gene identifiziert werden, deren
Mutation die Entstehung von RCC verursachen sollen. Diese erklaren die Existenz von
RCC ohne VHL-Verdnderung. Zu diesen Genen gehoren z.B. die Tumorsuppressorgene
polybromo 1-Gen (PBRML1; in ~50% der Falle mutiert), Breast cancer 1 (BRCA1)
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associated protein 1-Gen (BAP1; ~15%) und SET domain containing 2-Gen (SETD2;
~15%).2

Das im VHL-Gen kodierte Protein pVHL ist von grof3er Relevanz fir den Abbau des
Transkriptionsfaktors HIF-1a  (hypoxia inducable factor-/a): HIF-la wird
physiologischerweise unter normoxischen Bedingungen ubiquitiniert und durch
Proteasomen abgebaut. Die Interaktion zwischen HIF-1a und dem E3-Ubiqutinin-
Ligase-Komplex wird Gber pVHL vermittelt.® Unter hypoxischen Bedingungen wird
HIF-1a derart modifiziert, dass es nicht mehr ubiquitiniert und somit nicht mehr
abgebaut werden kann.®” So kumuliert HIF-1o und bildet einen Komplex mit HIF-1p.
Als Komplex steigern sie als Transkriptionsfaktor die Expression von diversen
Proteinen und Wachstumsfaktoren, die unter hypoxischen Bedingungen fur das
Uberleben der Zelle wichtig sind, da sie Prozesse wie die Angiogenese,
Zelldifferenzierung, Zellmigration und -proliferation begiinstigen.’” Beispielsweise
werden VEGF (vascular endothelial growth factor), TGFa (transforming growths
factor o) und PDGF (platelet derived growth factor) durch HIF-1a-Akkumulation
vermehrt exprimiert und binden somit vermehrt an ihre Rezeptoren an Endothelzellen,
wo sie fiir eine gesteigerte Zellmigration, -proliferation und -permeabilitit sorgen.®%’
Bei fehlendem pVHL wird die Interaktion zwischen HIF-1a und dem E3-Ubiqutinin-
Ligase-Komplex verhindert, sodass HIF-1a nicht abgebaut werden kann. Somit kommt
es auch unter normoxischen Bedingungen zur Akkumulation von HIF-1o und damit
einhergehend zur vermehrten Expression von Proteinen und Wachstumsfaktoren.®’

Des Weiteren kann eine HIF-1oa-Akkumulation durch eine Aktivierung von mTOR
(mammalian Target Of Rapamycin) vermittelt werden. Hierbei wird durch
Wachstumsfaktoren oder andere zelluldare Stimuli der PI3K -> Akt-Signalweg
(Phophoinositide 3-Kinase -> Proteinkinase B-Signalweg) und dariiber dann mTOR
aktiviert. Aktiviertes mTOR wiederum phosphoryliert und aktiviert die p70S6-Kinase,
was wiederum zur vermehrten Translation verschiedener Proteine, darunter HIF-1a,
fiihrt.8

In Abbildung 1 sind die einzelnen Schritte der beschriebenen Signalwege graphisch

dargestellt.
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Abbildung 1: Pathogenese des ccRCC; modifiziert nach Nelson et al.”

1.1.4. Klassifikation
Zur Klassifikation von Nierentumoren kommen zwei verschiedene, sich erganzende
Klassifikationssysteme zum Einsatz. Zum einen die TNM-Klassifikation und zum
anderen die Kilassifikation der World Health Organization (WHO), die auf
histologischen Kriterien beruht.

1.14.1. TNM

Fur die TNM-Klassifikation gelten die Kriterien der Union for International Cancer
Control (UICC) aus dem Jahr 2010.

Das T steht fir den Primértumor:*>
TO Kein Primartumor nachweisbar
T1 Tumor <7cm auf die Niere begrenzt
Tla  Tumor <4cm
T1b  Tumor >4cm
T2 Tumor >7 cm auf die Niere begrenzt
T2a  Tumor >7 bis <10cm
T2b  Tumor >10cm

T3 Tumor infiltriert gréRere Venen oder perirenales Gewebe, aber nicht in
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die ipsilaterale Nebenniere oder Uber die Gerota-Faszie hinaus

T3a Invasion der Nierenvene oder perirenale bzw. perihilére
Infiltration
T3b Invasion der V. cava unterhalb des Zwerchfells
T3c Invasion der V. cava oberhalb des Zwerchfells
T4 Durchbruch der Gerota-Faszie und/oder Infiltration der ipsilateralen

Nebenniere per continuitatem

Das N steht fiir Noduli lymphatici, also den Lymphknotenbefall:*%*

NX Keine Aussage uber Lymphknotenstatus moglich

NO Keine Lymphknotenmetastasen
N1 Metastase in einem regionalen Lymphknoten
N2 Metastasen in mehr als einem Lymphknoten

Das M steht filr Metastasen im Sinne einer Fernmetastasierung:*>*
Mx Keine Aussage Uber Fernmetastasierung moéglich
MO Keine Fernmetastasen

M1 Nachweis von Fernmetastasen

Abhangig von dem jeweiligen T-, N- und M-Stadium, werden RCC in die UICC-
Stadien I bis 1V eingeteilt. Diese sind in Tabelle 1 dargestellt.>*

Tabelle 1: Stadieneinteilung der UICC

1.1.4.2. WHO-/ ISUP (International Society of Urological Pathology)-Klassifikation

Waihrend die TNM-Klassifikation die Tumorausbreitung beschreibt, nutzt die WHO-
/ISUP-Klassifikation histologische Merkmale als Grundlage zur Einteilung der
Nierenzelltumore. Dabei werden folgende histologische Typen der Nierenzelltumore
unterschieden: klarzelliges RCC, multiloculdres klarzelliges RCC, papillares RCC,

chromophobes RCC, Ductus Bellini Karzinom, Nierenmarkskarzinom, Xpll-
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Translokation Karzinom, mit Neuroblastomen assoziiertes Karzinom, Mucinous tubular
and spindle cell carcinoma, unklassifiziertes RCC, papillares Adenom und Onkozytom.
Neben den Nierenzelltumoren gibt es auch metanephrische Nierentumore,
nephroblastische Nierentumore, mesenchymale Nierentumore, gemischt mesenchymal
und epitheliale Nierentumore, neuroendokrine Nierentumore, hdmatopoetische und

lymphoide Nierentumore, Keimzelltumore der Niere und Metastasen der Niere.'>®

1.1.5. Klinik
Die Kklassische  Virchow-Symptom-Trias des RCC umfasst H&maturie,
Flankenschmerzen und palpabler Flankentumor. Allerdings handelt es sich bei diesen
Symptomen meist um Spatsymptome. Da aktuell ca. 50% der RCC sonographische
Zufallsbefunde darstellen und es keine typischen Frihsymptome gibt, bleiben viele
Patienten asymptomatisch.® Unter den Patienten, die bei Erstdiagnose bereits
symptomatisch sind, ist Hamaturie mit 50% das haufigste Symptom.®’
Viele Patienten fallen initial auch durch systemische Symptome wie beispielsweise
Midigkeit, Leistungsminderung, Gewichtsverlust oder Fieber auf.!® Manchmal
schildern die Patienten auch Fatigue oder ein allgemeines Krankheitsgefiinl.®’
Etwa 10% der Patienten mit RCC haben Tumorthromben in der Vena renalis oder der
Vena cava, wodurch es zu Symptomen der unteren Einflussstauung kommen kann.? In
fortgeschritteneren Stadien kann es bei Mannern so zu einer Varikozele kommen.”
Durch die Produktion von hormon- oder zytokinahnlichen Produkten kénnen RCC
paraneoplastische Syndrome induzieren.’?” Im Rahmen dieser kann es beispielsweise
zur Hyperkalzamie im Sinne eines Pseudohyperparathyreodimus, einer Erythrozytose
durch vermehrte Ausschiuttung von Erythropoetin, einer arteriellen Hypertonie durch
vermehrte Renin-Sekretion oder einer Gynakomastie kommen.™® Die héaufigsten
Symptome im Rahmen eines paraneoplastischen Syndroms bei RCC sind Hypertonie,
Anamie und Kachexie.1?’
Bei manchen Patienten flihren auch durch Metastasen bedingte Beschwerden wie
Knochenschmerzen bei 6ssdren Metastasen oder chronischer Husten bei

Lungenmetastasen zur arztlichen Vorstellung.5

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

untergeordnete Rolle. Jedoch sollte insbesondere bei Auftreten einer palpablen
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abdominellen Masse, einer neu aufgetretenen Varikozele oder bei unilateralen Odemen
der unteren Extremitaten immer an eine retroperitoneale Neoplasie gedacht werden.?
Auch die Laboruntersuchungen sind in der RCC-Diagnostik meistens nicht
richtungsweisend, da mdgliche Veranderungen in der Regel unspezifisch sind.?®
Héufige Laborbefunde sind beispielsweise eine beschleunigte
Blutkdrperchensenkungsgeschwindigkeit (BSG)*2 und ein erhohtes C-reaktives Protein
(CRP).1*® Haufig zeigt sich im Laborbefund eine Anamie, unabhangig davon ob die
Patienten auch eine Hamaturie haben.>® Weitere empfohlene Laboruntersuchungen sind,
neben einer Urinanalyse, die Bestimmung von alkalischer Phosphatase (AP), Kreatinin,
Calcium und Leberwerten im Serum.'° Etablierte Tumormarker gibt es fiir das RCC
aktuell nicht,>®110

Tumore der Niere kdnnen haufig konventionell sonographisch detektiert werden. Da die
Sonographie beziglich Spezifitdit und Genauigkeit limitiert ist, sollten auffallige
Sonographie-Befunde mittels weiterer bildgebender Verfahren abgeklart werden®,
wobei im klinischen Alltag meist zunéchst eine Computertomographie (CT) mit
Kontrastmittel durchgefihrt wird. Dies ist nicht nur in Bezug auf den Primartumor
aussagekraftig, sondern auch relevant flr die Suche nach abdominellen Fernmetastasen
im Rahmen des Stagings.!*

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

Besteht im CT der Verdacht auf einen vendsen Tumorthrombus, kann eine
Magnetresonanztomographie (MRT) indiziert sein, um die genaue Ausdehnung zu
erfassen.’’%

Weitere Untersuchungen sollten nur durchgefiihrt werden, wenn sie klinisch indiziert
sind.”"%" So sollte beispielsweise bei klinischem Verdacht auf Hirnmetastasen
zusatzlich ein CT des Schadels durchgefiihrt werden. Bei klinischem Verdacht auf
Knochenmetastasen sollten ein low-dose CT oder ein MRT der Skelettszintigraphie zur
weiteren Abklarung vorgezogen werden.’’

Die Relevanz einer Nierenbiopsie im Rahmen der RCC-Diagnostik ist umstritten. Durch
die bildgebenden Verfahren konnen 90% der Lé&sionen schon vor Erhalt eines
histologischen Untersuchungsergebnisses korrekt als benigne oder maligne eingeschétzt

werden. AuBerdem sind insbesondere kleine Tumoren haufiger benigne.?°



Zahlreiche Autoren betrachten eine Nierenbiopsie im Vorfeld einer Nierenresektion
aufgrund zahlreicher falsch negativer Ergebnisse, potenzieller Stichkanalmetastasen und
des Blutungsrisikos als nicht sinnvoll.®” Dariiber hinaus fehlt haufig die klinische
Relevanz einer Nierenbiopsie, da meist ohnehin eine Nierenteilresektion oder
Nephrektomie indiziert ist.*#4

Dennoch nimmt die Relevanz einer Nierenbiopsie im Rahmen der RCC-Diagnostik
aktuell wieder zu. Da immer mehr Tumore zufallig entdeckt werden und diese dann
noch sehr Kklein sind, ist die klinische Relevanz dieser Inzidentalome haufig noch
unklar, sodass insbesondere bei &dlteren und/oder multi-morbiden Menschen die Active
Surveillance nach Nierenbiopsie eine Alternative zur Nierenteilresektion darstellen
kann.llo'“g

Auch bei Patienten mit metastasiertem RCC (mRCC) kann eine Nierenbiopsie zur
Auswahl einer passenden zielgerichteten Therapie (Targeted Therapy) eine Alternative
zur kompletten Tumorresektion mittels Nephrektomie sein.'*® Zudem werden die
Biopsietechniken immer sicherer, sodass es nur noch sehr selten zu
Stichkanalmetastasen kommt. 14

GemaR den Leitlinien der European Association of Urology (EAU) ist eine
Nierenbiopsie in folgenden Féllen indiziert: Gewinnung von Gewebe fir eine
histologische Untersuchung bei radiologisch intermediaren renalen Raumforderungen,
Auswahl von Patienten mit kleinen renalen Raumforderungen, fir die eine Active
Surveillance in Betracht kommt, Gewinnung von Gewebe vor der Applikation von
ablativen Verfahren und fur die Auswahl des bestmoéglichen Therapieansatzes bei
metastasierten Krankheitsverliufen.11

Nach erfolgter Therapie sollte ein Follow-up durchgefuhrt werden. Ziel ist dabei neben
der Friherkennung eines Rezidivs und Metastasen die Friherkennung kontralateraler
RCC, da 2% der Patienten ein kontralaterales RCC bekommen. Dabei sollte die
Wahrscheinlichkeit fur ein Rezidiv, abhéngig von der Pathologie des Tumors, gegen die
Invasivitét der Untersuchungen abgewogen werden.*’

Gemall den Empfehlungen der EAU sollte je nach Risikogruppe tber 5 Jahre jahrlich
bildgebende Diagnostik durchgefiihrt werden. Bei niedrigem Risiko kann das Follow-up
anschlieBend beendet werden. Bei intermedidrem und hohem Risiko sollte dann
weiterhin alle 2 Jahre eine Bildgebung durchgefiihrt werden. Die genauen

Empfehlungen der EAU zum Follow-up finden sich als Ubersicht in Tabelle 2.1



Tabelle 2: Empfehlungen der EAU fiir das Follow-up (US = Ultraschall, CT = Computertomographie) 110

Entlas-
Nephrektomie/Nierenteilresektion us CT | US CT us CT
sung
Nephrektomie/Nierenteilresektion/Kryo- Alle 2
. . . CT CT | CT us CT CT
therapie/Radiofrequenzablation Jahre CT
Nephrektomie/Nierenteilresektion/Kryo- Alle 2
. . . CT CT | CT CT CT CT
therapie/Radiofrequenzablation Jahre CT

Die Einteilung in Risikogruppen erfolgt dabei nach den Kriterien der University of
California Los Angeles (UCLA), dem sogenannten UCLA Integrated Staging System
(UISS).11% Dieses Staging System bezieht das TNM-Stadium, den allgemeinen
Gesundheitszustand des Patienten und das Grading des Tumors mit ein. Im Rahmen der
Risikostratifizierung wird zudem zwischen Patienten mit lokal begrenztem und

metastasiertem RCC unterschieden.*®

1.1.7. Therapie

1.1.7.1. Lokale Therapieformen

Therapie der Wahl im lokal begrenzten Stadium des RCC und einziger kurativer
Therapieansatz ist eine operative Entfernung des Tumors. Je nach Tumorausdehnung
wird eine Nierenteilresektion oder eine Nephrektomie durchgefiihrt.” Nach alteren
Leitlinien war die Nierenteilresektion lediglich flr Patienten mit bilateralem Tumor,
solitarer Niere oder hereditaren Syndromen eine Option.%’

Eine Nephrektomie geht jedoch in der Regel mit einer Einschrankung der
Nierenfunktion und diese wiederum mit einer erhéhten Gesamtmorbiditat einher.?*° Da
sich die onkologischen Outcomes von Nierenteilresektion und Nephrektomie nicht
unterscheiden, ist somit heutzutage eine Nierenteilresektion Therapie der Wahl.1

So wird nach den aktuellen Leitlinien lediglich bei lokal fortgeschrittenem
Tumorwachstum oder ungiinstiger Tumorlokalisation eine Nephrektomie empfohlen®*?,
also beispielsweise wenn eine Infiltration der Nebenniere, der Vena renalis oder des
perirenalen Fettgewebes vorliegt.2 Des Weiteren ist eine Nephrektomie indiziert, wenn
durch eine Nierenteilresektion eine Verschlechterung des Gesundheitszustands des

Patienten zu befiirchten ware. 110



Aufgrund besserer bildgebender Verfahren ist die standardméRige Resektion
parakavaler und paraaortaler Lymphknoten sowie der ipsilateralen Nebenniere abhangig
von der Ausdehnung des Primartumors heute obsolet.’” So lautet die aktuelle
Empfehlung eine Lymphadenektomie oder Adrenalektomie nur bei klinischem oder
radiologischem Verdacht auf eine Infiltration oder Metastasierung durchzufiihren.°
Obwohl eine Operation die Therapie der Wahl beim RCC darstellt, gewinnen auch
interventionelle Techniken zunehmend an Bedeutung, v.a. wenn es um die Behandlung
kleiner Zufallsbefunde geht. Dabei waren Methoden wie die Kryotherapie oder
Radiofrequenzablation (RFA) zundchst nur Patienten mit einer einzelnen Niere oder zu
hohem Operationsrisiko vorbehalten.?®

Zunehmend an Bedeutung gewinnt auch das Konzept der Active Surveillance im Sinne
regelmaRiger Kontrolluntersuchungen insbesondere in Bezug auf kleine, zufallig
diagnostizierte renale Raumforderungen.'*° Da die mediane Wachstumsrate von kleinen
renalen Raumforderungen normalerweise sehr gering ist®® und auch das
Metastasierungsrisiko bei dieser TumorgroRe sehr gering ist!?, stellt Active
Surveillance immer haufiger eine Alternative dar. Neben einem kleinen Inzidentalom
kdénnen ein grolRes Operationsrisiko oder eine stark begrenzte Lebenserwartung
magliche Indikationen sein.?>110

Somit stellen Active Surveillance, Kryotherapie und RFA v.a. bei alten und komorbiden
Patienten mit kleinen renalen Raumforderungen eine therapeutische Alternative zur
Operation dar. Generell empfohlen werden die minimal-invasiven ablativen Verfahren

allerdings nicht, da keine Uberlegenheit zur Nierenteilresektion belegt ist.11

1.1.7.2. Systemische Therapie

RCC gelten als sehr strahlen- und chemoresistent, sodass klassische Radio- und
Chemotherapien keinen Effekt zeigen.®” Nach kompletter Resektion eines lokalisierten
Tumors sollte, auler im Rahmen von kontrollierten klinischen Studien, keine adjuvante
Therapie erfolgen.81° Auch systemische Therapeutika im Sinne einer zielgerichteten
Therapie oder einer Immuntherapie haben adjuvant nach Tumorresektion mit kurativer
Intention keine Verbesserung des Gesamtiiberlebens gezeigt.®

Im Gegensatz dazu hat die systemische Immuntherapie und eine zielgerichtete Therapie
im palliativen Setting einen grof3en Stellenwert.
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Im Rahmen der Immuntherapie zeigt die Behandlung mit Zytokinen wie Interleukin-2
(IL-2)*®* oder Interferon (IFN)** in der Regel IFNo, vergleichsweise gute
Ansprechraten 843

Unter anderem aufgrund der schweren Nebenwirkungen einer 1L-2-Therapie®” und der
zeitlich limitierten Wirksamkeit von IFNC wird in der aktuellen S3-Leitlinie jedoch von
einer alleinigen Zytokintherapie basierend auf subkutanem IL-2 oder IFN beim mRCC
abgeraten.”” So ist seit 2006 im Rahmen der palliativen Systemtherapie die Behandlung
mit sogenannten zielgerichteten Therapeutika Standard. Aktuell sind 10 Medikamente
von der European Medicines Agency (EMA) und der US Food and Drug Administration
(FDA) fir die zielgerichtete Therapie von mRCC zugelassen. Dazu gehdren die
Multikinaseinhibitoren Sunitinib, Sorafenib, Pazopanib, Lenvatinib, Cabozantinib und
Axitinib, der anti-VEGF-Antikorper  Bevacizumab, die mTOR-Inhibitoren
Temsirolimus und Everolimus und der Checkpoint-Inhibitor Nivolumab.?5%0

Einen graphischen Uberblick tiber einige verfiigbare zielgerichteten Therapeutika und
ihre Angriffspunkte bietet Abbildung 2.
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Abbilduné 2: Uberblick tiber die Signalkaskaden im Rahmen der Pathogenese von RCC und Angriffspunkte einiger
zugelassener zielgerichteter Therapien; nach Captanio et al.?®
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Die aktuellen Therapieempfehlungen gehen aus Tabelle 3 hervor. Die
Risikostratifizierung bei mRCC erfolgt nach den Motzer-Kriterien, die im Abschnitt 2.1

erlautert werden.

Tabelle 3: Therapieempfehlungen gemaR der S3-Leitlinien bei mMRCC’; (MSKCC = Memorial Sloan-Kettering
Cancer Center, Naheres siehe Abschnitt 2.1)

Sunitinib Hochdosiertes IL-2 Nach VEGF-Inhibitor:
Pazopanib Everolimus
Bevacizumab + IFN
Nach Zytokinen:
Axitinib

Nach Sunitinib: Axitinib,
Everolismus

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

Waihrend die beschriebenen systemischen Therapien beim mRCC gut etabliert sind,
konnte bisher weder fir die Immuntherapie noch fur die zielgerichtete Therapie eine
Wirkung auf das Gesamtlberleben gezeigt werden, wenn sie im Rahmen einer
adjuvanten Theapie nach Nephrektomie oder Nierenteilresektion mit kurativer Intention
appliziert wurden. Somit wird in den aktuellen Leitlinen der EAU keine adjuvante
Therapie empfohlen.°
Im palliativen Setting konnte gezeigt werden, dass eine vorherige Operation zur
Zytoreduktion die Wirksamkeit der Immuntherapie verbessert.3® Hiermit einhergehend
empfehlen auch Atkins et al. vor Applikation einer Systemtherapie bei mRCC eine
zytoreduktive Operation des Primartumors durchzufiihren, sofern eine Reduktion von
75% moglich ist und keine symptomatischen Fernmetastasen vorliegen.®
Aufgrund der Strahlen- und Chemoresistenz renaler Karzinome gibt es Ansétze
operable Metastasen chirurgisch zu resezieren. Dabei konnte in mehreren Studien ein
verlangertes Gesamtiiberleben beobachtet werden, wenn die Metastasen komplett
reseziert werden konnten.®5%1%7 Jedoch weisen die Studien eine eingeschréankte Qualitat
auf, sodass eine Metastasektomie in den aktuellen Leitlinien der EAU nicht generell
empfohlen wird. Stattdessen sollte der Allgemeinzustand des Patienten, das Risikoprofil
und der Patientenwunsch in die Entscheidung fir oder gegen eine Metastasektomie
miteinbezogen werden.'!° Bei ausgewdihlten Patienten mit resektablem Primértumor und
einer einzelnen resektablen Metastase kann eine Metastasenresektion plus
Nephrektomie einen kurativen Ansatz darstellen.®
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Obwohl RCC generell als strahlenresistent gelten, wird zum Teil in palliativer Intention
eine Bestrahlung einzelner Metastasen durchgefihrt. Fir eine Strahlentherapie kommen
insbesondere zerebrale und ossédre Metastasen in Betracht. Zudem findet die

Bestrahlung Anwendung bei schmerzhaften Lokalrezidiven.®

1.1.8. Prognose
Die Prognose ist malRgeblich vom Tumorstadium abhangig. Wahrend lokalisierte RCC
in der Regel mit einer guten Prognose einhergehen, sind generalisierte Erkrankungen
prinzipiell unheilbar.®’
Zum Zeitpunkt der Diagnose weisen bereits 16% der Patienten Metastasen in den
regionaren Lymphknoten auf.>? Da RCC auch frith zur Infiltration von BlutgefaRen wie
beispielsweise der Vena renalis oder der Vena cava neigen, kommt es im Verlauf auch
frihzeitig zur hdmatogenen Metastasierung. So haben zum Zeitpunkt der Erstdiagnose
bereits 16% der Patienten Fernmetastasen und sind somit im ITUCC-Stadium V.2
Die hamatogene Metastasierung von RCC erfolgt bevorzugt in Lunge, Knochen, Leber
und Gehirmn.! Weitere hiaufige Lokalisationen sind die Nebennieren und die
kontralaterale Niere.!’
Wird ein RCC erst im Stadium IV diagnostiziert, betragt die 5-Jahres-Uberlebensrate
11,7%.% Zur Verbesserung der Uberlebensrate nach Metastasenresektion sind die Daten
uneinheitlich. Wahrend manche Autoren nach Metastasenresektion eine Verbesserung
des Gesamtiiberlebens beobachtet haben®>®2, konnten Thomas et al. zumindest in Bezug
auf sarkomatoid entdifferenzierte Karzinommetastasen keinen Vorteil zeigen.'*3
Patienten mit Befall der lokalen Lymphknoten haben eine 5-Jahres-Uberlebensrate von
ca. 65,4%.52 Im lokalisierten Stadium eines RCC haben die Patienten eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 92,5%.5?
Neben dem Tumorstadium sind das Grading und der physische Zustand des Patienten
(Performance Status nach ECOG (Eastern Cooperative Oncology Group) oder
Karnowsky-Index) wichtige prognostische Faktoren.®’
In allen histologischen Subtypen des RCC kann es zur sarkomatoiden Differenzierung
kommen. Sarkomatoid aussehende, spindelférmige Tumorzellen sprechen fir ein
héheres Grading und sind mit einer schlechteren Prognose assoziiert, 2893105131145
Trotz steigender Inzidenz bleibt die Anzahl der Todesfélle weitestgehend konstant.3*2

Dies ist vor allem auf die steigenden Uberlebensraten bzw. sinkende Mortalitatsraten
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zuriickzufihren. So hat sich die stadienunabhangige 5-Jahres-Uberlebensrate in
Deutschland von unter 50% in den 1980er Jahren auf 67% im Jahr 2004 verbessert.>*

1.2. MUC1

1.2.1. Physiologie MUC1
Mucine sind Glykoproteine mit hohem Molekulargewicht (bis zu 4200kDa)’, die
hauptsachlich von epithelialen Zellen synthetisiert werden.?® Man unterscheidet
sekretorische Mucine und membran-assoziierte Mucine.”* Die sekretorischen Mucine
sind Hauptbestandteil von Schleim (Mukus).”® Dieser verhindert, dass
Mikroorganismen das Epithel erreichen und in den Organismus eindringen. Membran-
assoziierte Mucine spielen wie die sezernierten Mucine eine Rolle in der Protektion der
epithelialen Zellen. Dartiber hinaus koénnen sie Uber zelluldre Signalkaskaden das
Wachstum und Uberleben von Epithelzellen unterstiitzen.”® In diesem Zusammenhang
fungieren Transmembranmucine als Sensoren der extrazellularen Umgebung. Dies kann
entweder Uber einen an der Extrazellulardoméane bindenden Liganden oder Gber
Konformationsédnderungen durch eine Veranderung der biochemischen Bedingungen,
wie beispielsweise pH oder lonenzusammensetzung, geschehen. Signale kénnen dann
iiber post-translationale VVeranderungen in das Zellinnere Gibertragen werden.**®
Bei MUC1 handelt es sich um ein Transmembranmucin, welches als einzelnes
Polypeptid translatiert und dann durch Autocleavage in eine N-terminale (MUC1-N)
und eine C-terminale (MUC1-C) Untereinheit gespalten wird. Die Untereinheiten
werden anschlielRend Uber eine nicht-kovalente Bindung verbunden und bilden so einen
Heterodimer.26"
MUC1-C besteht aus einer kurzen extrazellularen Doméne, einer transmembrangsen
Doméne und einem zytoplasmatischen Schwanz (MUC1 cytoplasmatic tail = MUC1-
CT).2®
MUC1-N ist physiologischerweise extrazellular lokalisiert und besteht u.a. aus 20-200
Tandem Repeats, welche zu einem GroRteil aus den Aminosauren Serin, Threonin und
Prolin bestehen.?® An diesen Aminosauren wird das Protein stark O-glykosyliert, sodass
die Extrazellulardomdne mit ihren Kohlenhydratketten 200 bis 500nm von der
Zelloberflache absteht.?°
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MUC1 findet man physiologischerweise auf der apikalen Seite von fast allen
Epithelzellen von Driisen und Géngen. In der Niere hat man MUC1 im Bereich der
luminalen Oberflache der Zellen der distalen Tubuli und der Sammelrohre beobachtet.”
MUC1 hat vielféltige Funktionen, wobei ein Grofteil der Funktionen tber MUC1-C
bzw. v.a. MUC1-CT vermittelt werden. Obwohl MUC1 selbst keine Kinaseaktivitat hat,
ist es aufgrund verschiedener Protein-Protein-Interaktionen im Zytoplasma moglich,
dass tiber MUC1 verschiedene Signalkaskaden aktiviert werden.>!

MUC1-C kann beispielsweise mit Tyrosinkinase-Rezeptoren wie EGFR (epidermal
growth factor receptor) interagieren und spielt so eine Rolle in der Signaltransduktion.’
Aullerdem kann es in Verbindung mit bestimmten Transkriptionsfaktoren wie HIF-1a,
[-Catenin oder NF-xB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-
cells) in den Nukleus translozieren und dort die Transkription bestimmter Targetgene
modulieren.*® Da MUC1-C selbst keine bekannte DNA- (Desoxyribonukleinsaure-)
bindende Doméne hat, geht man davon aus, dass es nicht selbst als Transkriptionsfaktor
fungiert, sondern vielmehr die Affinitat der Transkriptionsfaktoren zu regulatorischen
DNA-Sequenzen reguliert.*3 MUC1-C fungiert also als Co-Transkriptionsfaktor.*®

Da MUCL in verschiedenen weiteren zelluldren Signalwegen eine Rolle spielt, wird
vermutet, dass MUCL1 als Verbindungsstick zwischen zelluldren Signalnetzwerken
fungiert.!3> Beispielsweise ist die EGFR-Signalkaskade tiber MUC1-CT mit dem
Whnt/B-Catenin-Signalweg assoziiert: Die Stimulation von EGFR bewirkt die
Phosphorylierung von MUCL1. Phosphoryliertes MUC1 wiederum steigert die Affinitat
von MUCT zu B-Catenin und dem Protein APC (adenomatous polyposis coli) aus dem
Whnt/B-Catenin-Signalweg.®> Auch dieser Signalweg reguliert die Expression
verschiedener Gene. So wird B-Catenin im Rahmen des Wnt/B-Catenin-Signalwegs
normalerweise ubiquitiniert und abgebaut, sodass es seine Wirkung als
Transkriptionsfaktor nicht entfalten kann. Diese Degradation wird beispielsweise durch
die Glykogen-Synthase-Kinase 3B (GSK-3pB) und das Protein APC unterstiitzt. Bindet
Whnt, ein sekretiertes Glykoprotein, an den Wnt-Rezeptor, wird die Degradation von -
Catenin verhindert, sodass es zur vermehrten Transkription seiner Targetgene und somit
beispielsweise zur vermehrten Expression von Zellzyklus-Regulatoren wie Cyclin D1
und c-myc kommt.®

MUC1 kann auch direkt mit verschiedenen Komponenten des Wnt/p-Catenin-
Signalwegs interagieren.*® Beispielsweise binden MUC1-Homodimere an B-Catenin

und stabilisieren dieses, indem sie den Abbau durch GSK-3B vermittelte
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Phosphorylierung hemmen.”* AuBerdem bildet MUC1 im Nukleus mit B-Catenin einen
Komplex. Dieser bindet an den Cyclin D1-Promotor und co-aktiviert so die Expression
von Cyclin D1.1Y/

AuBerdem aktiviert MUC1 den PI3K -> Akt-Signalweg.”* Wird die PI3K durch MUC1
aktiviert, kommt es zur Phosphorylierung von Phosphatidylinositol-4,5-Bisphosphat
(PIP2) und somit zur Entstehung von Phosphatidylinositol-3,4,5-Triphosphat (PIP3).
Dieses bindet an die Proteinkinase B (Akt), welche dadurch aktiviert wird. Die Akt
kann durch Phosphorylierung verschiedenste Prozesse der Zelle aktivieren und
inhibieren. Unter anderem wird Uber die vermehrte Expression des anti-apoptotischen
Bel (b-cell lymphoma)-Proteins Bcl-x. die Apoptose verhindert oder Uber die
Aktivierung von mTOR die Translation verschiedener Proteine gesteigert.!*

Auch ICAM-1 (intracellular adhesion molecule 1) interagiert im Rahmen der
Signaltransduktion mit MUCL. Es gibt Hinweise, dass uber ICAM-1 als Ligand Signale
aus dem Extrazelluldrraum mittels MUC1 in den Intrazelluarraum ubertragen werden. '3
Aullerdem wird MUC1 eine Rolle in der Regulation der Zell-Zell-Interaktion
zugeschrieben. So kann man beobachten, dass unter MUC1-Uberexpression in
kultivierten Zellen eine Bildung von Aggregationsverbiinden gehemmt wird. Dies wird
v.a. darauf zuriickgefihrt, dass die Zell-Zell-Interaktion durch die grofe, weit von der
Zelloberflache abstehende Struktur der Mucine beeintrachtigt wird.®® Wahrend die
Extrazellulardoméne von MUC1 mehrere hundert Nanometer aus der Zellmembran
herausragt, reichen Adhasionsmolekiile wie E-Cadherin lediglich ca. 35nm (ber die
Zellmembran hinaus. Somit kdnnen die E-Cadherine nicht miteinander interagieren und
die Zellkontakte nicht adaquat ausgebildet werden®?, was die Zellmobilitat erhoht.®

Die Expression von MUC1 selbst wird Gber mehrere Wege reguliert. Beispielsweise
bindet HIF-1o. direkt an den Promoter des MUCI-Gens und induziert so die
Transkription von MUC1.°

Man geht jedoch davon aus, dass HIF-1a nicht der einzige Regulator der MUC1-
Induktion bei Hypoxie ist. Auch andere Targetgene bei Hypoxie wie VEGF und COX-2
(Cyclooxygenase 2) konnten eine Rolle spielen.® Dariiber hinaus wird die MUC1-
Expression Uber den Transkriptionsfaktor STAT1/STAT3, welcher an den MUCL1-
Promoter bindet, hochreguliert.>® Auch proinflammatorische Zytokine wie TNF-o
(Tumor-Nekrose-Faktor o) und IFNy’® sowie Wachstumsfaktoren wie EGF (epidermal

growth factor) und Heregulin® induzieren die MUC1-Expression. AuRerdem wird die
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MUC1-Expression im Rahmen einer Aktivierung des PI3K -> Akt-Signalwegs

hochreguliert.”

1.2.2. MUCI1 und Malignome
MUC1 wurde als Transmembranprotein erstmals aus Mammakarzinomzellen isoliert
und geklont**, sodass MUC1 in Bezug auf das Mammakarzinom am besten erforscht ist.
MUC1, in der Klinik eher bekannt als CA15-3 (Cancer Antigen 15-3), wird als
etablierter Tumormarker fir das Follow-up bei Patientinnen mit Mamma- und auch
Ovarialkarzinomen verwendet.>!
Man kann jedoch davon ausgehen, dass viele Erkenntnisse aus der Erforschung von
MUC1 in Mammakarzinomen auch auf andere Karzinome ubertragbar sind. So wurde
eine Uberexpression von MUC1-mRNA (messenger Ribonukleinsaure) bereits fiir
verschiedene Karzinome, wie z.B. Lunge, Magen, Brust und Prostata beschrieben.>®
Fir die Ursache der Uberexpression gibt es verschiedene Erklarungsansitze. Lacunza et
al. sehen eine Gen-Amplifikation als Grundlage der MUC1-Uberexpression in
Karzinomen.”> Weitere Erkldrungsansitze gehen eher von einer Autoregulation im
Rahmen der Signaltransduktion aus. Wie bereits im Abschnitt 1.2.1 beschrieben, spielt
STAT1 als Transkriptionsfaktor in der Regulation der MUC1-Expression eine Rolle.
Khodarev et al. haben in diesem Zusammenhang beobachtet, dass die Interaktion
zwischen MUC1-C und STATL in nicht-malignen Mammazellen durch IFN begiinstigt
wird. Im Gegensatz dazu ist diese Interaktion in malignen Zellen konstitutiv vorhanden.
Dies beguinstigt die Expression der Targetgene von STATL, zu denen auch MUC1
selbst gehort. Somit kommt es zu einer autoaktivierenden Schleife der STAT1/MUCL1-
Aktivierung.®
Eine zweite autoregulative Schleife ist Uber EGFR vermittelt, da die EGFR-Expression
ebenfalls tiber MUC1 reguliert wird. Eine hohe MUC1-Expression verhindert ndmlich
den Abbau von EGFR.1%® EGFR wiederum stimuliert die MUC1-Transkription indirekt
iiber eine Aktivierung von STAT1/STAT3.14!% Hier spielt also erneut ein positives
Feedback eine Rolle in der Hochregulation der MUC1-Expression in Malignomen.>*
Eine weitere autoregulative Schleife wird in Bezug auf MUC1 und RelA, einer
Untereinheit des Transkriptionsfaktors NF-xB, angenommen: MUCL-C trégt zur
Aktivierung der IKKB (IkB-Kinase) bei. Diese phosphoryliert normalerweise den
Inhibitor von NF-xB, sodass dieser nicht mehr an NF-xB binden kann und NF-kB in

den Nukleus migrieren kann. Durch die MUC1-vermittelte Aktivierung der IkB-Kinase
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wird NF-xB also vermindert gehemmt und die entsprechenden Targetgene, darunter
auch MUC1, vermehrt exprimiert.* MUC1 selbst hemmt zusétzlich die Bindung von
IxkBa (nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells inhibitor
alpha), dem Inhibitor von NF-xB, an NF-kB, sodass dieser die Wirkung von NF-xB
ebenfalls nicht adaquat hemmen kann.*

Eine vierte autoregulative Schleife lauft tber die PI3K -> Akt-Signalkaskade. Wahrend
MUC1 einerseits selbst die EGFR-abhangige Aktivierung des PI3K -> Akt-Signalwegs
fordert!®®, ist es andererseits in Malignomen gerade durch die Aktivierung des PI3K ->
Akt-Signalwegs und der damit einhergehenden Aktivierung des Transkriptionsfaktors
mTOR hochreguliert.”

MUC1 als Onkoprotein werden vielfaltige Funktionen in der Karzinogenese
zugeschrieben, welche u.a. in diversen Tierversuchen erforscht wurden.1638109.138 Ays
diesen Versuchen wurde geschlussfolgert, dass MUCL1 als Promoter der Metastasierung
fungiert, da eine fehlende MUC1-Expression mit weniger infiltrierenden Zellen,
geringeren  Metastasierungsraten und damit einhergehend einem erhohten
Gesamtiiberleben einherging.16:38.109.138

Aullerdem wird MUC1 eine Rolle im Rahmen des Polaritatsverlusts der Tumorzellen
und der epithelialen-mesenchymalen Transition (EMT) zugeschrieben. In diesem
Zusammenhang ist der Einfluss von MUC1 auf die Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakte
von besonderer Bedeutung. Beispielsweise wird die Aggregation der Zellen, wie bereits
im Abschnitt 1.2.1 beschrieben, durch die Inhibition von Zell-Zell-Kontakten durch E-
Cadherin gehemmt.?®2 Zudem hat man bei Zellen mit hoher MUC1-Expression eine
reduzierte Interaktion zwischen Integrinen und der Extrazellularmatrix beobachtet.!®
MUC1 fungiert also, indirekt Uber Hemmung der Zell-Zell-Kontakte, als Anti-
Adhasionsmolekiil und begiinstigt die Invasion in umliegendes Gewebe. %68

Wie bereits ausgefihrt, fiihrt eine gesteigerte MUC1-Expression zur verlangerten
Aktivierung von EGFR, da dieser vermindert abgebaut wird. Auch dies kann pro-
metastatische Interaktionen und/oder Regulationen, z.B. von Integrinen und
Cadherinen, verursachen. Auch diese kdnnen zur Unterbrechung von Zelladhdsionen
und Steigerung der Zellmotilitit fuhren. (reviewed von Haley et al.*®) Ebenso konnte im
Zusammenhang mit einer MUC1-Uberexpression auch eine verminderte Anzahl von
Tight Junctions beobachtet werden. Auch dies wird wiederum auf eine Interaktion von
MUC1 mit EGFR zuriickgefiihrt.3
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AuRerdem ist der Verlust der Zellpolaritat durch Uberexpression von MUC1 von groRer
Relevanz fir die Invasivitdt und Metastasierung der Tumorzellen. Wie bereits im
Abschnitt 1.2.1 beschrieben, wird MUC1 physiologischerweise v.a. apikal exprimiert.
Im Gegensatz dazu ist es bei Tumorzellen diffuser und mit zirkumferenzieller
Verteilung exprimiert.”® Man geht davon aus, dass dieses aberrante Verteilungsmuster
ebenfalls eine Trennung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-Kontakten begiinstigt. 112141151
Aullerdem kommt es durch den Polaritatsverlust der Zellen zur Interaktion zwischen
normalerweise apikal lokalisiertem MUCL1 und normalerweise basolateral lokalisierten
Tyrosinkinasen. Somit sind in Tumorzellen beispielsweise MUC1 und EGFR
unabhangig von der An- oder Abwesenheit von EGF co-lokalisiert.®®> Durch die EGFR-
vermittelte Phosphorylierung von MUC1 wird die Affinitdt von MUC1 zu anderen
Proteinen wie B-Catenin gesteigert.!®® Man geht davon aus, dass Tumorzellen die
Signalwege ausnutzen, um ihr Uberleben zu steigern und Prozesse wie Metastasierung
und Invasion zu regulieren. '

Auch die Interaktionen von MUCI und PDGFRp (platelet derived growth factor
receptor ) werden durch die zirkumferenzielle Expression von MUC1 beglnstigt. Es
konnte gezeigt werden, dass diese Interaktionen ebenfalls die Invasivitit und
Metastasierungsneigung steigern kénnen. 1%

Durch die Uberexpression von MUC1 kommt es auch vermehrt zur Internalisierung,
sodass MUC1 auch zytoplasmatisch nachgewiesen werden kann.” Kumuliert MUC1
intrazelluldr, kann es Homodimere bilden, welche dann in den Nukleus oder zur
Mitochondrienmembran transportiert werden. Im Nukleus interagiert MUC1 mit
Transkriptionsfaktoren wie NF-kB, STATI/STAT3 und Era (Ostrogenrezeptor a),
wodurch die Expression der entsprechenden Targetgene unterstiitzt wird.”® In dieser
Rolle als Co-Transkriptionsfaktor ist MUC1 im Rahmen der Karzinogenese relevant, da
es v.a. an der Transkription von Genen, die mit Invasion, Angiogenese und
Metastasierung assoziiert sind, beteiligt ist.> Durch die Lokalisation in der &uBeren
Mitochondrienmembran  hemmt MUC1 die Aktivierung des intrinsischen
Apoptosewegs.??

Wie bereits im Abschnitt 1.2.1 ausgefthrt, aktiviert MUC1 auch den PI3K -> Akt-
Signalweg. Auch dieser spielt eine Rolle in Wachstum, Uberleben und Stoffwechsel
von Karzinomzellen®, da tiber ihn diverse Effektoren fiir das Wachstum und Uberleben
von Zellen aktiviert werden.”* Obwohl die Relevanz der MUC1-induzierten PI3K-

Aktivierung noch nicht vollends geklart ist’!, konnte gezeigt werden, dass eine
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Uberexpression von MUC1 in Mammakarzinomzellen von DA3-Méusen zu einer PI13K-
abhangigen Wachstumssteigerung fiihrt.>!

Wie bereits erwahnt kommt MUCL1 des Weiteren eine Rolle in der EMT zu. So fiihrte in
Mammakarzinomzellen von DA-Madusen die Transfektion mit MUC1 zur EMT. Somit
zeigten die Zellen eine veranderte Morphologie, verdnderte Signalwege und eine
veranderte Expression von epithelialen und mesenchymalen Markern.® Diese
Transition ist ebenfalls auf die Funktion von MUC1 als Co-Transkriptionsfaktor
zurlckzufuhren, da MUCL1 neben den bereits erwdhnten Targetgenen auch die
Transkription von Genen, die die Transition von epithelialem zu mesenchymalem
Gewebe begiinstigen, fordert.>* Genaueres zum Zusammenhang zwischen MUC1 und
EMT in RCC findet sich in Abschnitt 1.2.3.

MUC1 spielt auRerdem eine Rolle in der Immunmodulation. Es wird angenommen, dass
membran-gebundene Mucine helfen die Erkennung durch das Immunsystem zu
verhindern.® Im Rahmen der MUC1-Uberexpression kénnten Oberflachenantigene
maskiert werden und somit die Immunreaktion gegen die Tumorzellen unterdriickt
werden, 1%

Zudem gehen Agrawal et al. weiterfiihrend davon aus, dass MUCL1 ein Downstream-
Effektor der T-Zell-Stimulation ist.2® Daraus schlussfolgern Singh et al., dass eine
Funktion von MUC1 im Rahmen der Aktivierung von Immunzellen mit der
Motilitatssteigerung zusammenhdngen konnte. Dies konne dann ggf. auch den
Zusammenhang zwischen MUC1-Expression und Motilitit von Tumorzellen
erklaren. 1%

Weitere Erklarungsansatze wie MUCL zu einer gesteigerten Zellmotilitdt fuhrt,
involvieren wiederum diverse Signalkaskaden. So konnte beispielsweise beobachtet
werden, dass die Phosphorylierung von MUC1-C Uber EGFR die Zellmotilitat
steigert.>

Auch Uber die Interaktion zwischen ICAM-1 und MUC1 wird die Migrationsféhigkeit
der Tumorzellen gesteigert. Durch Beglinstigung der Interaktion zwischen epithelialen
und endothelialen Zellen wird es im Blut zirkulierenden Tumorzellen ermdéglicht an das
GefaRendothel zu binden und das BlutgefaR wieder zu verlassen.®

Wie in Abschnitt 1.2.1 in Bezug auf die physiologischen Funktionen von MUC1
beschrieben, begiinstigt MUC1 zudem auch selbst die Angiogenese. Uber die
Interaktion mit HIF-1a. wird VEGF hochreguliert, was wiederum zur Migration von
Endothelzellen und zur GefaRbildung fiinrt.*%®
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Aufllerdem kann MUC1, wie bereits in Abschnitt 1.2.1 erwéhnt, direkt an verschiedene
Bestandteile des Wnt/B-Catenin-Signalwegs binden. Obwohl der Einfluss dieser MUC1-
Bindung in diesem Zusammenhang noch nicht abschlieend geklart ist, spielen
Interaktionen von MUCI1 mit verschiedenen Komponenten des Wnt/B-Catenin-
Signalwegs eine Rolle fir das karzinogene und metastasenbildende Potenzial

verschiedener Karzinomzellen.13®

1.2.3. MUC1lund RCC
Wie fiir viele andere Karzinome, konnte auch fiir RCC eine Uberexpression von MUC1
gezeigt werden.
Dabei zeigen die verschiedenen RCC-Subtypen in der Immunhistochemie (IHC)
unterschiedliche MUC1-Expressionsmuster. Wahrend chromophobe RCC meist eine
diffuse zytoplasmatische MUC1-Expression aufweisen, zeigen papillare und klarzellige
RCC in der Regel eine membranstandige MUC1-Expression. Dabei kann diese
uberwiegend apikal oder zirkumferenziell sein. Zum Teil ist die membranstandige
MUC1-Expression auch mit einer diffusen zytoplasmatischen Expression kombiniert.”
Langner et al. beobachteten in einer Studie kein einziges klarzelliges oder papilléres
RCC mit diffuser zytoplasmatischer MUC1-Expression ohne zusatzliche membrandse
MUC1-Expression.”
Auch im Vergleich zum gesunden Nierenparenchym weisen RCC Unterschiede im
Expressionsmuster auf. Wahrend MUC1 im normalen Nierenparenchym
immunhistochemisch v.a. apikal in den Zellen der distalen Tubuli und der Sammelrohre
nachweisbar ist, zeigt sich in RCC eine heterogene Expression von MUC1.”® Dabei ist
die MUCI1-Expression in den Karzinomzellen (berwiegend diffuser und
zirkumferenziell verteilt. Die apikale Polaritat, die bei den benignen Nierenzellen
beobachtet wurde, ist also in den Tumorzellen weitgehend verloren gegangen.”®
Neben dem Expressionsgrad und Expressionsmuster von MUCL1 in RCC existieren auch
Studien zur funktionellen Bedeutung von MUCL in RCC. Beispielsweise konnten
Aubert et al. zeigen, dass MUCL in die Migration und Invasivitat von RCC-Zellen unter
hypoxischen Bedingungen involviert ist. Dabei haben sie einen Zusammenhang
zwischen MUC1-Expression und dem pVHL/HIF-1a-Signalweg, der wichtigsten
Kaskade im Rahmen der Entstehung von RCC, gezeigt:® In normalen Zellen baut pVHL
als Genprodukt des VHL-Gens verschiedene Transkriptionsfaktoren wie HIF-1a in

Gegenwart von Sauerstoff ab. Fehlt pVHL oder Sauerstoff, wird HIF-1a stabilisiert und
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kumuliert. Hierber wird wiederum die Transkription verschiedener Gene aktiviert,
welche in der Tumorentstehung eine Rolle spielen.>®

HIF-1a bindet als Transkriptionsfaktor u.a. direkt an den Promoter von MUC1 und
induziert die Transkription des Onkoproteins.® Dies geht mit der Beobachtung einher,
dass neben MUC1 auch HIF-1a in RCC (iberexprimiert ist.°

Auch Bouillez et al. brachten MUCL1 in RCC-Zellen mit einer gesteigerten Invasivitat
und Migrationsfahigkeit, sowie mit einer Erhohung der Lebensfahigkeit, der
Apoptoseresistenz und dem Tumorwachstum in Verbindung, da sie die Invasivitat von
RCC-Zellen durch die Inhibition von MUC1-C mittels GO-203, einem Peptid, das die
Dimerisierung von MUC1 und seine nukledre Translokation hemmt, signifikant
reduzieren konnten.®

Auch die Art der Glykosylierung konnte einen Einfluss auf die Klinik und Pathologie
der RCC haben. So kam es bei ccRCC-Patienten, deren MUC1 vermehrt eine
modifizierte Glykosylierung aufwies, h&ufiger zum Tumorprogress mit Rezidiv,
Metastasierung oder tumorassoziiertem Tod.%

Aulerdem konnte eine Korrelation zwischen MUCL-Expression und einer
sarkomatoiden Komponente in RCC gezeigt werden. Dabei fiihrte eine Uberexpression
von MUC1 zur Induktion einer EMT.*® Zudem wird angenommen, dass MUC1 die
Bindung von B-Catenin an den SNAIL-Promoter moduliert. SNAIL wiederum ist ein
Transkriptionsfaktor, der die Transkription von E-Cadherin inhibiert. Dies ist durch den
Verlust der Zell-Zell-Kontakte ein wichtiger Schritt der EMT.*

1.24. MUC1lund mRCC

MUC1 wurde von Aubert et al. in mRCC im Vergleich zu nicht-metastasierten ccRCC
als signifikant starker (iberexprimiert beschrieben.’® Dabei zeigt sich die MUC1-
Expression bei nicht-metastasierten ccRCC meist auf die Membran beschrankt,
wahrend mRCC haufiger eine zytoplasmatische MUC1-Expression zeigen. Diese sei oft
auch mit einer zirkumferenziellen membrandsen MUC1-Expression kombiniert.®

Auch Leroy et al. haben publiziert, dass metastasierende Tumore in der MUC1-IHC
mehr gefarbte Zellen aufweisen als nicht-metastasierende Tumore.”® Mit zunehmender
MUC1-Expression zeigte sich auch ein erhohtes Risiko fur eine Metastasierung, woraus
geschlussfolgert wurde, dass MUC1 mit einer Tumorprogression assoziiert ist.”

Auch Metastasen von mRCC wurden auf ihre MUC1-Expression untersucht. So haben

Leroy et al. durch immunhistochemische Untersuchungen festgestellt, dass 86% der
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Metastasen eine MUCI1-Expression aufweisen. Dabei war diese zumeist
zirkumferenziell membrands und zytoplasmatisch.® In zehn Fallen lag Leroy et al. auch

Gewebe der korrespondierenden Primartumore vor. Davon waren 90% MUC1-positiv.%

1.2.5. Diagnostische und pradiktive Rolle von MUC1
Wie bereits im Abschnitt 1.2.2 ausgefuhrt, ist MUC1 unter dem Namen CA15-3 im
Serum als Tumormarker in der Diagnostik und Nachsorge des Mammakarzinoms und
des Ovarialkarzinoms etabliert.>! Zwar konnte eine Uberexpression von MUC1 auch fiir
viele andere Tumore gezeigt werden®, allerdings findet MUC1 hier im klinischen
Alltag bisher keine Anwendung.
Fur das Mammakarzinom gilt CA15-3 auch als prognostisch relevant.!32 Dennoch gibt
es Daten, dass MUC1 auch fur andere Tumorentitaten von prognostischer Relevanz ist.
So wurde eine Uberexpression von MUC1 in Tumorzellen in diversen Tumorentitaten
mit einer schlechten Prognose in Verbindung gebracht. Dies ist beispielsweise bei
gastrointestinalen Adenokarzinomen?0:58:64.76.90.96,147 osophagealen
Plattenepithelkarzinomen'?®, Adenokarzinomen des Endometriums®®” und NSCLC (non
small cell lung cancer)*® der Fall.
Auch in Bezug auf ccRCC wird eine vermehrte Expression hdufig mit einer
schlechteren Prognose wund einer vermehrten Metastasierung in Verbindung
gebracht.®®747° Zudem konnte in einigen Studien eine signifikante Korrelation zwischen
dem Level der MUC1-Expression und dem Tumorgrading, dem T-Stadium und der
Tumorprogression festgestellt werden. Allerdings liegen in diesem Zusammenhang
verschiedene Studien mit teilweise sehr unterschiedlichen Ergebnissen vor. 41687
Langner et al. haben keinen Zusammenhang zwischen dem MUC1-Expressionsgrad und
dem T-Stadium und Grading zeigen konnen. Stattdessen wurde ein Zusammenhang
zwischen dem MUCL-Expressionsmuster und dem T-Stadium und dem Grading
gezeigt.”* Wahrend Tumore mit niedrigem pT-Stadium (pT1, pT2) und niedrigem
Grading (G1, G2) eher ein apikales membrandses MUC1-Expressionsmuster zeigten,
wurde bei Tumoren mit hohem pT-Stadium (pT3) und hohem Grading (G3, G4)
vorwiegend ein zirkumferenziell membrantses Expressionsmuster mit oder ohne
diffuse zytoplasmatische Expression beobachtet.”
Anhnliche Assoziationen zeigten sich auch in anderen Studien.®®”® Dieser Unterschied

im Expressionsmuster war auerdem mit dem metastasenfreien Uberleben assoziiert.”*
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Auch in Bezug auf das Gesamtiiberleben konnten Langner et al. &hnliche Ergebnisse
zeigen: Die schlechteste Prognose hatten dabei Patienten mit einer zirkumferenziell
membrandsen MUC1-Expression, die zusatzlich eine zytoplasmatische MUC1-
Expression zeigten. Im Gegensatz dazu war die Korrelation mit dem MUCL1-
Expressionsgrad allenfalls von geringer Signifikanz.”

Aullerdem Kkorreliert der Grad der MUCI1-Expression umgekehrt mit dem
postoperativen Uberleben nach Tumorresektion.*!

Auch die Metastasierungstendenz korreliert mit der MUC1-Expression. So zeigten
Patienten mit Metastasen eine signifikant starkere MUC1-Expression als Patienten ohne
Metastasen.% 747

Abgeleitet von diesen Untersuchungsergebnissen, ist MUCL ein potenzieller
prognostischer Marker. Um dies zu verifizieren, bedarf es jedoch weiterer groRer

angelegter Studien.”

1.3.  Problem und Fragestellung

Das Ziel dieser Arbeit war die Analyse der differentiellen Expressionsmuster von
MUC1 in priméren ccRCC und ccRCC-Metastasengewebe. Besonderes Augenmerk soll
hier auf die Bewertung der tumorbiologischen und prognostischen Relevanz der MUC1-
Expression in den unterschiedlichen Geweben fallen. Dabei soll die MUC1-Expression
in normalem Nierenparenchym, ccRCC-Gewebe und ccRCC-Metastasengewebe jeweils
auf Assoziationen mit klinisch-pathologischen Parametern und dem Gesamtiiberleben
untersucht werden.

Im Rahmen dieser Arbeit werden die zytoplasmatische und die membrandse Expression
von MUCL1 unabhéngig voneinander bestimmt und auch ausgewertet, wéhrend in
anderen Studien zumeist nur die Anzahl der MUC1-positiven und MUC1-negativen
Zellen insgesamt bestimmt wurde.

Darlber hinaus soll geprift werden, ob die MUCL-Expression im Metastasengewebe
abhéngig von der Lokalisation der Metastasen ist.

Im Hinblick auf die aktuellen Entwicklungen der Systemtherapie mit MUC1 als
Angriffspunkt, kénnten die Ergebnisse dieser Arbeit die Selektion der Patienten fur

entsprechende Therapien beeinflussen.
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2. Material und Methoden

2.1. Patientenkollektive

Fur das Kollektiv mit primaren ccRCC wurden die Daten von Patienten mit
verfugbarem Nierengewebe, die zwischen Mai 2007 und April 2010 an der
Universitatsklinik fur Urologie in Tibingen aufgrund eines ccRCC komplett oder
partiell nephrektomiert wurden, gesammelt.

Fur das Kollektiv der ccRCC-Metastasen wurden Patientendaten von Patienten
gesammelt, die sich zwischen September 1990 und Juni 2011 an der Universitatsklinik
fur Urologie in Tabingen einer Metastasenresektion bei metastasiertem ccRCC
unterzogen haben.

Fur beide Kollektive wurden die Klinischen und pathologischen Daten in einer

Datenbank erfasst. Hierzu gehorten folgende Daten:
- Alter
- OP-Datum, OP-Dauer

- Tumorausdehnung (T-Stadium, Fettgewebsinfiltration (pelvin, perirenal),

Kapselinfiltration, Infiltration der Nebennieren
- Regionére Lymphknotenmetastasen
- Fernmetastasen (Lokalisation)
- Resektionsstatus
- Veneninvasion
- Grading nach Fuhrmann
- Tumordurchmesser
- Tumorlokalisation (rechts, links, beidseits)
- Tumormorphologie (Nekrose, sarkomatoide Differenzierung)
- Rezidiv (metachron, synchron, Datum des Auftretens)
- Follow-up (letztes follow-up, Todesdatum, RCC-abhé&ngiger Tod)
- Korpergrolie, Kérpergewicht
- Diabetes mellitus (insulinpflichtig ja/nein, niichtern BZ)

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

- Karnowsky Performance Status

- Nikotin

- Alkohol

- Hyperlipidamie

- ASA-Risikoklassifikation

- MSKCC-Score (Motzer-Kriterien, siehe unten)

- OP-Verfahren (Nephrektomie, Nierenteilresektion, offen-lumbal, offen-
abdominal, laparoskopisch)

Die Motzer-Kriterien wurden vom Memorial Sloan-Kettering Cancer Center (MSKCC)
entwickelt und erlauben eine Risikostratifizierung von Patienten mit mRCC.° Tabelle

4 zeigt die Motzer-Kriterien.

Tabelle 4: Motzer Kriterien (modifiziert nach Powles et al.'10)

Karnofsky-Index <80%

Zeit zwischen Diagnose und Therapiebeginn <12 Monate

Hamoglobin <unterer Grenzwert des laborspezifischen Referenzbereichs
LDH >1,5-faches des oberen Grenzwerts des laborspezifischen

Referenzbereichs

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

Ein niedriges Risiko besteht sofern kein Risikofaktor vorliegt. Ein intermediares Risiko
besteht bei Vorliegen von ein oder zwei Risikofaktoren und ein hohes Risiko beim
Vorliegen von drei oder mehr Risikofaktoren.%

Nach Uberpriifung des vorgeschlagenen Studiendesigns stimmte die Ethikkommission

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

2.2.  Untersuchungsmaterial

Die Operationsresektate wurden in Paraffin fixiert und im Archiv des Instituts flr
Pathologie und Neuropathologie in Tubingen gelagert. Die Paraffinblocke mit

Nierengewebe der Studienteilnehmer wurden aus dem Archiv herausgesucht. Insgesamt
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konnten 90 Patienten mit RCC-Metastasen und 61 Patienten mit priméren ccRCC in die
Studie einbezogen werden.
Da bei den Patienten im Metastasen-Kollektiv zum Teil mehrere Metastasen reseziert

wurden, umfasste dieses Kollektiv letztendlich 151 Metastasen.

Im Rahmen der klinischen Diagnostik wurden bereits Schnitte in Hamatoxylin-Eosin-
(HE-) Féarbung zu den Bldcken angefertigt, welche ebenfalls im Archiv des Instituts flr
Pathologie und Neuropathologie in Tubingen gelagert werden. Die Schnitte wurden
mikroskopiert und pro Patient wurden zwei Areale mit Tumorgewebe markiert. Fir das
Kollektiv mit ccRCC-Primartumoren wurde, wenn vorhanden, zusatzlich je ein Areal
mit benignem Nierenparenchym markiert.

Fragliche Befunde wurden durch den Pathologen Dr. Marcus Scharpf kontrolliert und

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

2.3.  Tissue Micro Array (TMA)

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

Zur Erstellung eines TMA werden zylinderférmige Stanzen aus Gewebeproben in
Paraffinblocken, den sogenannten donor-Blocken, entnommen und auf einen
sogenannten  recipient-Paraffinblock  Ubertragen.  Nach  Ubertragung  aller
Gewebezylinder in den recipient-Block wird dieser fur 10-20 Minuten im
Warmeschrank inkubiert, sodass die Gewebezylinder fest im Paraffinblock
eingeschmolzen sind und die Stabilitdt fur das Schneiden mit dem Mikrotom zur
Herstellung der Schnitte gewahrleistet ist.

Je nach Zylinderdurchmesser, Zylinderabstand und Gerat konnen so unterschiedlich
viele Gewebeproben gleichzeitig gefarbt und ausgewertet werden. Abhangig von den
Gewebeeigenschaften konnen so bis zu 1000 Gewebeproben auf einen recipient-Block
libertragen werden und simultan untersucht werden.®?> Da alle Zylinder eines
Paraffinblocks parallel immunhistochemisch gefarbt werden, spielen Unterschiede in
der Farbequalitit oder leichte Abweichungen in der Verarbeitung keine Rolle.%

Fur die vorliegende Arbeit wurde das manuelle TMA-Gerdt MTA | von Beecher
Instruments  (Silver  Springs, USA) aus dem urologischen Labor des

Universitatsklinikums Tubingen verwendet. Dabei wurden Stanzen mit 1mm
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Durchmesser in einem Mittelpunkt-zu-Mittelpunkt-Abstand von 2mm eingebracht. In
Abbildung 3 sieht man das manuelle TMA-Gerédt aus dem urologischen Labor mit
einem recipient-Block des Primartumor-Kollektivs dieser Arbeit.

Abbildung 3: TMA-Gerét im urologischen Labor der Universitatsklinik Tbingen mit einem recipient-Block

Aus dem Patientenkollektiv mit priméren ccRCC wurden pro Primartumor zwei
Stanzen auf den recipient-Block Ubertragen. Zum Vergleich konnte von 50 Patienten
aus diesem Kaollektiv eine korrespondierende Gewebestanze aus dem gesunden
Nierengewebe entnommen und ebenfalls auf den recipient-Block Uibertragen werden.

Pro Patient aus dem Kollektiv der primdren ccRCC wurden somit insgesamt drei
Gewebezylinder auf den recipient-Block (bertragen. Eine Ausnahme bilden hier
beispielsweise Patienten mit besonders kleinen Tumoren und die Patienten, flr die kein
benignes Nierenparenchym zur Verfiigung stand. Aufgrund der geringen Menge an

Gewebe, wurden hier zum Teil weniger Stanzen pro Patient angefertigt. Um eine
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korrekte Zuordnung von Stanzzylinder und Patient zu gewéhrleisten, wurden zur
besseren Orientierung zum Teil Schweinemuskelproben in den recipient-Paraffinblock
Ubertragen.

Fur das Patientenkollektiv der mRCC wurden aus jedem Metastasenresektat zwei
Gewebestanzen entnommen und auf einen recipient-Block ubertragen. Abhéngig von
der Anzahl der resezierten Metastasen finden sich also unterschiedlich viele Dots pro
Patient aus diesem Kollektiv im recipient-Block.

2.4.  Immunhistochemie (IHC)

Immunhistochemische Analysen sind der Goldstandard fir die Untersuchung von
Proteinexpression in-situ. Im Rahmen einer immunhistochemischen Untersuchung wird
das zu untersuchende Protein zundchst mit einem ersten Antikdrper markiert. In einem
zweiten Schritt wird dann ein zweiter Antikorper, der gegen den ersten Antikdrper
gerichtet ist, verwendet. Dieser ist markiert, sodass die Proteinexpression indirekt
verdeutlicht wird. Fur die Markierung des zweiten Antikdrpers kann man beispielsweise
Fluoreszenzfarbstoffe nutzen, sodass die Proteinexpression visualisiert werden kann.*®*

Im Rahmen dieser Arbeit wurden die immunhistochemischen Farbungen maschinell am
Institut fur Pathologie und Neuropathologie an der Universitéatsklinik Tubingen
durchgefuhrt. Dafir wurde der Farbeautomat Benchmark XT (Ventana Medical
Systems, Tucson, Arizona, USA) verwendet. In dem Farbeautomaten laufen alle
Arbeitsschritte maschinell und standardisiert ab.

Zunachst wurden die Proben zur Entparaffinierung mit EZ Prep™ (Ventana Medical
Systems, Tucson, Arizona, USA) als Losungsmittel-freies Agens auf 60°C erhitzt.

Um gleichméRige Reaktionsbedingungen zu gewahrleisten, tragt die Farbemaschine
automatisiert eine Pufferldsung auf die Objekttrager auf. In diesem Fall wurde Cell
Conditioner 1™ (Ventana Medical Systems, Tucson, Arizona, USA) auf die
Objekttrager aufgetragen. Hierbei handelt es sich um eine Tris/Borat/EDTA (ethylene
diamine tetraacetic acid)-Lésung mit einem pH-Wert von 8,4. Durch die Applikation
des Cell Conditioner 1™ wird zudem die Immunreaktion zwischen Primar-Antikorper
und Zielantigen verbessert, da die Antigene demaskiert werden. Nach der Applikation
des Cell Conditioner 1™ wurden die Gewebeproben iiber 60 Minuten bei 60°C

inkubiert.
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Um ein Verdunsten der Pufferlésung und der weiteren Agenzien zu verhindert, wurde
zuvor automatisiert ein Ultra LCS™-Liquid Coverslip (Ventana Medical Systems,
Tucson, Arizona, USA) aufgetragen. Hierbei handelt es sich um ein aliphatisches Ol,
welches einerseits das Austrocken der Reagenzien verhindert und anderseits durchlassig
ist flr weitere im Verlauf applizierte Reagenzien.

AnschlieBend wurden die Antikorper aufgetragen. Als primarer Antikorper, der gegen
MUC1 gerichtet ist, wurde der Antikdrper Ma695 (Novocastra™, Produkt Code: NCL-
MUC-1, Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland) verwendet. Dieser wurde im
Verhaltnis 1:300 mit der kommerziellen Verdinnungslésung Antibody Diluent Griin
(Dako, Glostrup, Danemark) verdinnt.

Als sekundare Antikorper wurden standardméaRig biotinillierte Immunglobuline von
Maus und Kaninchen aus dem iView DAB Detection Kit (Roche, Basel, Schweiz)
verwendet. Diese wurden automatisiert fiir 8 Minuten vom Féarbeautomaten inkubiert.
AnschlieRend fligte der Farbeautomat automatisiert die weiteren Reagenzien zum
Nachweis von MUC1 aus dem iView DAB Detection Kit hinzu. So wurde in einem
nachsten Schritt die iView Avidin Horseradish Peroxidase (Avidin HRPO) hinzugefugt.
Dieses Enzym bindet mit hoher Affinitat an das Biotin der sekundaren Antikorper. Nach
weiteren 8 Minuten Inkubationszeit hat der Farbeautomat dann Chromogen als
Farbstoff hinzugefiigt. Nachdem auch hier 8 Minuten inkubiert worden war, hat der
Féarbeautomat iView H20; als Substrat der Avidin HRPO hinzugefiuigt. Nach erneuten 8
Minuten Inkubationszeit hat der Farbeautomat noch iView Copper hinzugefugt, um die
Farbung zu verstirken. Die Gegenfarbung wurde mit Gill’s Hamatoxylin durchgefiihrt.
Dieses wird im Institut fir Pathologie und Neuropathologie in Tibingen selbst
hergestellt und wurde 4 Minuten inkubiert.

Nach Beendigung der Farbeprozesse wurden die Objekttrager zunéchst in Spulmittel
geschwenkt und dann unter flieBendem Wasser abgespilt. AnschlieRend wurden sie mit
destilliertem Wasser abgespult und dann in einer aufsteigenden Alkoholreihe mit 70-
100%-igem Ethanol behandelt. Danach wurden die Objekttrager in Xylol gebadet um
auch den Rest des H>O zu entfernen. AbschlieRend wurden die Proben mit Cytoseal
(Thermo Scientific, Waltham, USA) eingedeckt.

Da der Antikorper am Institut fir Pathologie und Neuropathologie in Tubingen
standardisiert und routineméfig verwendet wird, wurden keine gesonderten Farbungen
fur die Positiv- und die Negativkontrolle durchgefiinrt. Stattdessen konnte die

Farbespezifitdt anhand interner Kontrollen tiberpruft werden.
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2.5.  Auswertung TMA

Zur digitalen Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurden die MUC1-
gefarbten Objekttrager mit dem Leica Slide Scanner SCN400 (Leica Biosystems,
Wetzlar, Deutschland) eingescannt. Mit der Software ImageScope Aperio ePathology
(Leico Biosystems, Wetzlar, Deutschland) konnten die Scans dann am
Computerbildschirm betrachtet werden.

Fur die semi-quantitative Auswertung der immunhistochemisch gefarbten TMAsS,
wurden die verschiedenen Farbeintensitdten zundchst skaliert (O=ungefarbt, 1=leicht
gefarbt, 2=mé&Rig gefarbt, 3=stark geféarbt). Die verschiedenen Intensitdten zeigen
Abbildung 4 fur die Intensitaten der zytoplasmatischen Farbungen und Abbildung 5

fur die Intensitaten der membrandsen Farbungen.

- \ : s .2 O S
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Abbildung 4: zytoplasmatische MUC1-Expression mit Skalierung der Intensitaten (0 bis 3) (200fache Vergroerung)
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AnschlieBend wurden fur jede Probe jeweils der Anteil der zytoplasmatisch geféarbten
und der Anteil der membranés gefarbten Zellen in einem zuvor markierten
Referenzareal ausgezéhlt. Diese Auszédhlung haben Dr. Steffen Rausch und cand. med.
Johanna Beermann unabhédngig voneinander zweimal verblindet vorgenommen. Bei
grolReren Abweichungen wurde die Auszahlung erneut kontrolliert.

Aus dem Anteil der gefarbten Zellen und der Intensitat der Farbung konnte dann durch
Multiplikation jeweils der IR-Score (immunohistochemistry reactivity score, IRS) fir
die zytoplasmatische und die membrandse Farbung berechnet werden.

Die berechneten IR-Scores wurden zu den korrespondierenden Patienten in die
Datentabelle Gbertragen.

Somit konnten die aus der immunhistochemischen Féarbung ermittelten Scores mit den

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

2.6.1. Klinische Daten
Die Klinischen Daten, die aus dem Krankenhaus-Informationsystem ISH der
Universitatsklinik Tibingen erhoben wurden, wurden soweit méglich kategorialisiert.
Im Rahmen der Erhebung des Follow-ups wurden die Patienten telefonisch kontaktiert
und das Datum des Telefonkontakts notiert. Bei Patienten, die telefonisch nicht zu
erreichen waren, wurde der aktuellste Klinikkontakt aus dem ISH als Datum des letzten

Follow-ups Gbernommen.

2.6.2.  Immunhistochemie

Im Rahmen der statistischen Auswertung wurde fiir alle Proben der IR-Score als
Produkt des Intensitatsgrads (0 bis 3) und dem relativen Anteil der gefarbten Zellen (0,0
bis 1,0) berechnet. So ergibt sich beispielsweise fur eine Gewebeprobe, bei der 70% der
Zellen méaRig gefarbt sind ein IR-Score von 0,7 x 2 =1,4.

Bei dem Metastasenkollektiv wurde fir jede Metastase aus den mindestens zwei Dots,
die pro Metastase auf den TMA Ubertragen wurden, jeweils der arithmetische
Mittelwert der Farbeintensitaten, der relativen Anteile der gefarbten Zellen und der IR-
Scores berechnet. Aullerdem wurden bei diesem Kollektiv jeweils die entsprechenden
Mittelwerte aller Metastasen eines Patienten berechnet.

Lagen innerhalb einer Gewebeprobe Farbungen unterschiedlicher Intensitaten vor,
wurde die Intensitét, in der die meisten Zellen gefarbt waren, fur die weitere Analyse

verwendet.

2.6.3. Tests und Software

Die statistischen Berechnungen fiir diese Arbeit wurden mit dem Statistikprogramm
MedCalc (Version 12.5, Ostend, Belgien) durchgefiihrt.

Zum Vergleich der MUC1-Expression zwischen den ccRCC-Metastasen, primaren
ccRCC und normalem Nierenparenchym wurde eine Varianzanalyse mittels einer
Kruskal-Wallis-Analyse als post-hoc-Test durchgefuhrt. Korrelationen zwischen
kategorialen Variablen wurden mit dem Chi-Quadrat-Test geprift.

Um Uberlebensraten in Abhangigkeit von einer hohen oder niedrigen MUC1-
Expression darzustellen, wurden Kaplan-Meier-Analysen durchgefuhrt. Dabei wurde

eine hohe MUC1-Expression als groler dem medianen MUC1-Farbescore und eine
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niedrige. MUC1-Expression als Kleiner/gleich dem medianen MUC1-Férbescore
definiert. Unterschiede im Gesamtuiberleben zwischen den Patientenkollektiven wurden
mittels Log-rank-Test evaluiert. Zum Vergleich der Expressionsgrade und zur Analyse
mdoglicher Korrelationen von zytoplasmatischer und membranrdser Expression von
MUCI1 erfolgten lineare Regressionsanalysen.

Um die Korrelation zwischen klinischen Parametern und dem Gesamtiberleben zu
untersuchen, wurden univariate und multivariate Cox-Regressions-Analysen
durchgefiihrt.

Bei allen Tests wurde p<0,05 als statistisch signifikant definiert.

3. Ergebnisse

3.1. RCC-Kollektiv

3.1.1. Patientenkollektiv und klinische Parameter
Das Kollektiv der ccRCC-Primartumore umfasste 61 Patienten. Im Durchschnitt hatten
die Patienten in diesem Kollektiv zum Zeitpunkt der Diagnose ein Alter von 64,2
Jahren. Dabei waren 55,7% der Patienten ménnlich und 44,3% der Patienten weiblich.
Von den Patienten in diesem Kollektiv hatten 54,1% eine ccRCC-Erkrankung im T1-
Stadium. Nur 9,8% der Tumore waren im Stadium T2 und 36,1% im Stadium T3. Dabei
variierten die TumorgréRen zwischen 1,4cm und 16,0cm.
19,7% der Patienten waren zum Zeitpunkt der Datenauswertung bereits verstorben.

Weitere Charakteristika des Patientenkollektivs finden sich in Tabelle 5.
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Tabelle 5: Charakteristika der Patienten mit ccRCC-Primartumor (KI = Konfidenzintervall)

n %

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

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

2b 1 1,6%

3a 10 16,4%
3b 12 19,7%
Gl 14 23,0%
G2 39 63,9%
G3/G4 8 13,1%
Negativ 56 91,8%
Positiv 5 8,2%

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

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

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

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

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

3.1.2. Immunhistochemie

Das benigne Nierenparenchym zeigte sich Uberwiegend schwach bis nicht MUCL1-
positiv. Lediglich im Bereich der distalen Tubuli und der Sammelrohre zeigte sich eine
zytoplasmatische Anfarbung unterschiedlicher Intensitdt und eine meist prominente
membrandse, apikal lokalisierte Expression von MUC1.

Die Abbildungen 6 bis 9 zeigen Beispiele fur die verschiedenen Intensitaten der
zytoplasmatischen Féarbung in benignem Nierenparenchym in 200-facher Vergrofzerung.



W
MUC1-Férbung in benignem Nierenparenchym (200-fache
Vergrofierung)

Wy N 1

R N f . 4 rex & ~ - e j .
lasmatische MUC1-Férbung der Intensitét 1 in benignem Nierenparenchym
(200-fache Vergrofierung)

Abbildung 7: rote Markierung: zytop
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ensitat 2 in benignem Nierenparenchym

-
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Abbildung 8: rote Markierung: zytoplasmatische MUC1-Féarbung der Int
(200-fache Vergrofierung)

Abbildung 9: rote Markierung: zytoplasmatische MUC1-Farbung der Intensitdt 3 in benignem Nierenparenchym
(200-fache Vergrofierung)
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Die Abbildungen 10 bis 13 zeigen membrandése MUCL1-Farbungen unterschiedlicher

Intensitdten in benignem Nierenparenchym.

A

embrandse M

; “ »-» .L e~ ‘_\‘:& J ‘5’3 - -

ng 11: rote Marierung: membranase MUC1-Férbung dr Inte in bnignem Niernparenchym (200-
fache Vergrolierung)
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Abbildung 12: rote Markierung: membrandse MUC1-Férbung der Intensitét 2 in benignem Nierenparenchym (200-
fache Vergrélerung)
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Xbbilg 1é?roe Markieruné: membrandse MUCl-FéFbung der Intensitét 3 in benign‘e'rT'\ Niereﬁparenchym (200-
fache VergréRRerung)

Abbildung 14 zeigt die Verteilung der zytoplasmatischen und membrandsen IR-Scores

der 50 Proben mit benignem Nierenparenchym. Der Korrelationskoeffizient betrégt 0,03

und der p-Wert 0,826.
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Abbildung 14: Korrelation der zytoplasmatischen (Y-Achse) und membrandsen (X-Achse) IR-Scores in benignem

Nierenparenchym

Der geringste IR-Score fir die zytoplasmatische MUC1-Expression in benignem

Nierenparenchym betrug 0,14 und der hdchste IR-Score fir die zytoplasmatische
MUC1-Expression betrug 2,70. Der Mittelwert lag bei 1,16 und der Median bei 1,04.

Weitere Daten zur zytoplasmatischen MUC1-Expression in benignem Nierenparenchym

finden sich in den Tabellen 6 und 7.

Tabelle 6: statistische Analyse der zytoplasmatischen MUC1-Expression in benignem Nierenparenchym

50

0,14-2,70

1,16 + 0,07

1,04

Tabelle 7: Perzentilen der zytoplasmatischen MUC1-Expression in benignem Nierenparenchym

0,19 bis 0,69

0,76 0,61 bis 0,84
1,46 1,17 bis 1,65
1,86 1,52 bis 2,28
2,21
2,28
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Fur die membrandse MUC1-Expression in benignem Nierenparenchym ergab sich ein
minimaler IR-Score von 0,0 und ein maximaler IR-Score von 1,0. Der Mittelwert der
IR-Scores der membrandsen MUC1-Expression in benignem Nierenparenchym lag bei
0,30 und der Median bei 0,21. Weitere Ergebnisse der statistischen Analyse zeigen
Tabellen 8 und 9.

Tabelle 8: statistische Analyse der IR-Scores der membrantsen MUC1-Expression in benignem Nierenparenchym

50

0,00-1,00

0,30+ 0,02

0,21

Tabelle 9: Perzentilen der membrandsen MUC1-Expression in benignem Nierenparenchym

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

Im Gegensatz zum benignen Nierenparenchym zeigte sich bei den priméren ccRCC eine
diffusere MUC1-Expression. Diese zeigte sich zum Teil vornehmlich membrands, aber
zum Teil auch vornehmlich zytoplasmatisch. 77 der 111 (69,4%) Stanzen aus
Tumorgewebe zeigten zumindest stellenweise auch eine kombinierte Expression von
MUC1, also membrands und zytoplasmatisch.

In den Abbildungen 15 bis 18 sind beispielhaft ccRCC-Primértumore mit

zytoplasmatischer MUC1-Farbung unterschiedlicher Intensitaten zu sehen.
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Abbildung 15: rote Markierunng keine zytolasmatfsche T\AClilé-t:irb-ung |m RCC-Priméartumor (Intensitét 0) (200-
fache Vergrélerung)

VergréRerung)
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Abbildung 18: rote Markierung:

zytoplasmatische MUC1-Férbung der Intensitét 3 i RCC-Primértumor (20-fache
Vergrofierung)
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In den Abbildungen 19 bis 22 sind beispielhaft ccRCC-Primértumore mit
membrandsen MUC1-Farbungen unterschiedlicher Intensitaten zu sehen.

VergréRerung)
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Abbildung 22: rote Markierungf membranose MUClFérbun der Intensitat 3 im RCC-Priméartumor (200-fache
Vergrofierung)
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Abbildung 23 zeigt die Korrelation der IR-Scores der zytoplasmatischen MUC1-
Expression mit denen der membrandsen MUC1-Expression in den 61 priméren ccRCC.
Der Korrelationskoeffizient betragt 0,36 mit einem p-Wert von 0,005.

45



3,0 o
25
20F o o)
o o ©
© o
O O
15} o
o
1) 80 o O o © o
o o o ©°
0,5 o o o o o (o}
(e} O o [¢) o (o] [e] r=0,3563
Oo o P =0,0048
010 -$® o 1 o 1 © 1 o 1 1 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

IRS membranods

Abbildung 23: Korrelation der IR-Scores der zytoplasmatischen (Y-Achse) und der membrandsen (X-Achse) MUC1-
Expression in priméren ccRCC

Dabei hat sich fir die zytoplasmatische MUC1-Expression im Gewebe der ccRCC-
Primartumore der geringste IR-Score von 0,00 und der hochste IR-Score von 2,94
ergeben. Der Mittelwert liegt bei 0,69 und der Median bei 0,50. Weitere Ergebnisse der
statistischen  Analyse der ccRCC-

zytoplasmatischen MUC1-Expression in

Primartumoren zeigen die Tabellen 10 und 11.

Tabelle 10: statistische Analyse der IR-Scores der zytoplasmatischen MUC1-Expression in ccRCC-Primédrtumoren

61

0,00-2,94

0,69 +0,09

0,50

Tabelle 11: Perzentilen der zytoplasmatischen MUC1-Expression in ccRCC-Primartumoren

0,00
0,00
0,00 0,00 bis 0,00
0,02 0,00 bis 0,41
1,05 0,85 bis 1,64
1,84 1,34 bis 2,14
2,00
2,26
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Fur die membrandse MUC1-Expression in ccRCC-Primértumoren liegt der geringste
IR-Score bei 0,00 und der héchste IR-Score bei 3,00. Der Mittelwert liegt bei 0,91 und
der Median bei 0,59. Weitere Ergebnisse der statistischen Analyse der membrantsen

MUC1-Expression in ccRCC-Priméartumoren zeigen die Tabellen 12 und 13.

Tabelle 12: statistische Analyse der IR-Scores der membrandsen MUC1-Expression in ccRCC-Primartumoren

61

0,00-3,00

0,59

Tabelle 13: Perzentilen der IR-Scores flir die membranése MUC1-Expression in ccRCC-Primartumoren

0,00
0,00
0,01 0,00 his 0,04
0,08 0,02 bis 0,32
1,55 1,19 bis 1,93
2,22 1,78 bis 2,93
2,40
2,93

3.1.3.  Vergleich IHC benignes Nierenparenchym vs. ccRCC-Gewebe

Von den Gewebeproben aus den primédren ccRCC waren 83,6% MUCL-positiv. Im
Gegensatz dazu zeigten sogar 100% der korrespondierenden Proben mit benignem
Nierenparenchym MUC1-positive Zellen, wobei diese auf die distalen Tubuli und
Sammelrohre beschrénkt waren.

Auffallig ist dabei jedoch der Unterschied zwischen den Expressionsmustern. Wie in
Abbildung 24 und Abbildung 25 zu sehen ist, Uberwiegt bei den benignen
Gewebeproben vornehmlich eine zytoplasmatische Expression von MUCL. Im
Gegensatz dazu weisen die primaren RCC verstarkt eine membrandse Expression von
MUC1 auf.

47



Benignes Nierenparenchym

3,0}

25} ©

20}

15}

10

05

0,0 ;
zytoplasmatisch membrands

Abbildung 24: Boxplot-Darstellung der IR-Scores der MUC1-Expression in benignem Nierenparenchym

ccRCC-Primartumor
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Abbildung 25: Boxplot-Darstellung der IR-Scores der MUC1-Expression in priméren ccRCC

3.1.4.  Univariate Analysen IHC-Farbung vs. klinische Parameter
Im Rahmen der univariaten Analysen wurde mittels Chi-Quadrat-Test ein statistischer
Zusammenhang zwischen den klinisch-pathologischen Parametern und der MUC1-
Expression der primdren RCC gesucht. Hierbei diente der entsprechende Median

jeweils als Grenze zwischen hoher und niedriger MUC1-Expression.
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Im Zuge dieser Tests konnte fiir keinen der getesteten klinisch-pathologischen
Parameter eine signifikante Assoziation zu einer zytoplasmatischen oder membrandsen

MUC1-Expression gefunden werden. Die p-Werte der Analysen zeigt Tabelle 14.

Tabelle 14: Korrelation der MUC1-Expressionsmuster mit klinisch-pathologischen Parametern in primédren ccRCC (n
=61)

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

3.1.5. Univariate Analysen IHC-Farbung vs. Survival

Wie in den Kaplan-Meier-Kurven in Abbildungen 26 bis 28 deutlich wird, konnten in
Bezug auf primdre ccRCC keine signifikanten Unterschiede im Gesamtuberleben
zwischen den Patienten mit hoher und niedriger zytoplasmatischer (p=0,387) und
membrandser (p=0,638) MUC1-Expression nachgewiesen werden.

Auch zwischen den Patienten mit MUC1-positiven und MUC1-negativen Tumoren
zeigte sich kein signifikanter Unterschied im Gesamtiiberleben (p=0,164). Interessant ist
dennoch, dass hierbei die Patienten, deren Tumore kein MUC1 exprimierten (n=8),

keine Events zeigten und zum Zeitpunkt des Follow-ups noch lebten.
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Abbildung 26: Kaplan-Meier-Kurven fiir zytoplasmatische MUC1-Expression in RCC-Primartumoren (p=0,387)
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Abbildung 27: Kaplan-Meier-Kurven fiir membranése MUC1-Expression in RCC-Primartumoren (p=0,638)
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Abbildung 28: Kaplan-Meier-Kurven fiir gesamte MUC1-Expression in RCC-Primartumoren (p=0,164)

Im Rahmen der univarianten Cox-Regressionsanalyse wurde der Einfluss verschiedener
klinisch-pathologischer Parameter auf das Gesamtuberleben untersucht. Dabei konnte
im Kollektiv der Patienten mit primarem ccRCC eine Abhéangigkeit des
Gesamtuberlebens von dem T-Stadium >T2 (p=0,037), dem Grading >G2 (p=0,010),
der Anwesenheit sarkomatoider Komponenten in der histologischen Untersuchung
(p=0,015), einem positiven Lymphknotenstatus (p=0,001) und einem positiven
Fernmetastasenstatus gezeigt werden (p=0,003).

Dabei war das Risiko zu Versterben bei einem T-Stadium >T2 auf das 4,04-fache
gesteigert, bei einem Grading >G2 auf das 4,95-fache gesteigert und bei sarkomatoiden
Komponenten, Lymphknoten- und Fernmetastasen sogar auf das 7,18-, 7,16- und das
6,55-fache gesteigert.

Né&here Informationen zur statistischen Analyse der klinisch-pathologischen Parameter

und dem Gesamtiiberleben zeigt Tabelle 15.
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Tabelle 15: Univariate Cox-Regressionsanalyse flir das Gesamtuiberleben bei Patienten mit primarem ccRCC

1,10 bis 14,86
4,95 1,47 bis 16,63 | 0,010
1,82 0,40 bis 8,32 0,440
7,18 1,49 bis 34,75 | 0,015
1,19 0,39 bis 3,67 0,762
1,77 0,48 bis 6,50 0,394
0,76 0,24 bis 2,38 0,639
7,16 2,15 bis 23,88 | 0,001
6,55 1,92 bis 22,39 | 0,003

3.1.6. Multivariate Analysen Survival
Aufgrund der limitierten Anzahl tumorassoziierter Todesfélle in diesem Kollektiv
(n=12), konnten mittels multivariater Analyse keine unabhédngigen Préadiktoren des
Gesamtlberlebens ausfindig gemacht werden. Details zu den Ergebnissen dieser
Analysen finden sich zur Ergebnisdarstellung in Tabelle 16.

Tabelle 16: Multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir das Gesamttiberleben bei Patienten mit priméaren ccRCC

0,69 bis 14,51
0,49 0,04 bis 5,84 0,578
31,10 0,39 bis 24,54 0,284
19,03 0,27 bis 13,60 0,524
43,32 0,38 bis 48,96 0,239

3.2. mRCC Kollektiv

3.2.1. Patientenkollektiv und klinische Parameter

Das Kollektiv der Patienten mit mRCC umfasst 90 Patienten bzw. 151
Metastasenresektate. Davon war fiir 76 Patienten ein Follow-up verfligbar, wobei das
mediane Uberleben 66,14 Monate betrug. Den Patienten wurden im Median in einem
Alter von 66,49 Jahren die Metastasen reseziert. 34,21% der Patienten waren zum
Zeitpunkt der Datenanalyse bereits verstorben.
Bei den Metastasen handelt es sich in 26,49% der Félle um pulmonale Filiae. Die
weiteren Lokalisationen sowie weitere Informationen zum Kollektiv finden sich in
Tabelle 17.
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Tabelle 17: Charakteristiken der Metastasen/Lokalrezidive (KI = Konfidenzintervall)

53

n %
Lunge 40 26,49%
Leber 8 5,30%
Pleura 2 1,32%
Nebenniere 10 6,62%
Lymphknoten 18 11,92%
Pankreas 5 3,31%
Weichteil- 21 13,91%
gewebe
Haut 2 1,32%
Larynx 1 0,66%
Thyroidea 1 0,66%
Knochen 22 14,57%
Lokalrezidiv 6 3,97%
Truncus 1 0,66%
sympathicus
Muskel 4 2,65%
Mesenterium 1 0,66%
Dinndarm 3 1,99%
Omentum 1 0,66%
Mediastinum 1 0,66%
Uterus 1 0,66%
Milz 1 0,66%
Hoden 1 0,66%
Peritoneum 1 0,66%
151 100%
90 100%
76 84,44%
Synchron 24 31,58%
Metachron 52 68,42%
Median 66,49 30,81
(Range) bis
80,77
Median 39,18 24,97
(95% KI) bis
62,13
Median 28,60 23,05
(95% KI) bis
43,06
Nein 50 65,79%
Ja 26 34,21%
Median 66,14 51,30
(95% KI) bis
66,14




3.2.2. Immunhistochemie
82,90% der Metastasenresektate zeigten sich in der MUC1-Féarbung positiv.
In den Abbildungen 29 bis 32 sieht man Metastasen mit zytoplasmatischen MUC1-

Farbungen unterschiedlicher Intensitéten.

‘ Atfildung 29: rote Markierung: eled zo hMCl-Fébung in einer RCetastase (Intensitat 0)
(200-fache VergroRerung)
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Abbildung 30: rote Marklerung zytoplasmatlsche MUC1- Farbung der Intensnat Lin einer RCC Metastase (200-
fache Vergrélerung)

&

Abblldung 31 rote Marklerung zytoplasmatlsche MUCl Farbung der Inten5|tat 2 in emer RCC-Metastase (200-
fache Vergrélierung)
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Abbildung 32: rote Markierung: zytoplasmatsche MUC1-Férbung der Intensit
fache Vergrélerung)

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

Farbungen unterschiedlicher Intensitéaten.

- Ty = :. % » b 2 -
Abbildung 33: rote Markierung: keine membrandse MUC1-Férbung in einer RCC-Metastase (Intensitat 0) (200-fache
VergréRerung)
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fache

Abbildun 34: rote Mrkierung: membranose MUC1-Férbung der Intensitat 1 in einer RCC-Metastase (200'-

VergréRerung)

Abbildung 35: rote arkierung: membranésé MUC1-Férbung der Intensité 2 in einer RCC-Metastase (200-fache '

Vergrofierung)
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VergréRerung)

Die Korrelation der IR-Scores der zytoplasmatischen MUC1-Expression mit denen der
membrandsen MUC1-Expression in den 151 Metastasenresektaten zeigt Abbildung 37.
Der Korrelationskoeffizient betragt 0,46. Das 95%-Konfidenzintervall liegt dabei bei
0,32 bis 0,57 und p<0,0001.

310 [~ o O
o o
25
o o
20
o° ©
15Fo .
o o o
1,0}° o
O ° o O o
o
o o) o
05 o _° 6°° o ° . 5 ®% o o°
(] O
00 o ® o oo _
o o°2%o o © © T r=0,4586
0B o B © °0% © © o
0,0|B888w S FE° & ° o0 © o Lp<oo
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0

IRS membrands

Abbildung 37: Korrelation der zytoplasmatischen (Y-Achse) und der membrandsen (X-Achse) IR-Scores in RCC-
Metastasen
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Fur die zytoplasmatische MUC1-Expression in ccRCC-Metastasen ergab sich ein
minimaler IR-Score von 0,00 und ein maximaler IR-Score von 3,00. Der Mittelwert lag
bei 0,37 und der Median betrug 0,12. Weitere Ergebnisse der statistischen Analyse der
IR-Scores der zytoplasmatischen MUC1-Expression in ccRCC-Metastasen zeigen die
Tabellen 18 und 19.

Tabelle 18: Statistische Analyse der IR-Scores der zytoplasmatischen MUC1-Expression in ccRCC-Metastasen

151

0,00-3,00

0,37 +0,05

0,12

Tabelle 19: Perzentilen der IR-Scores der zytoplasmatischen MUC1-Expression in ccRCC-Metastasen

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

Die membrandse MUC1-Expression in den ccRCC-Metastasen hatte einen minimalen
IR-Score von 0,00 und einen maximalen IR-Score von 3,00. Der Mittelwert lag bei 0,92
und der Median betrug 0,57. Weitere Ergebnisse der statistischen Analyse sind in den
Tabellen 20 und 21 dargestellt.

Tabelle 20: Statistische Analyse der IR-Scores der membrandsen MUC1-Expression in RCC-Metastasen

151

0,00 - 3,00

0,92 +0,08

0,57
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Tabelle 21: Perzentilen der membrandsen MUC1-Expression in RCC-Metastasen

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

Aus der statistischen Analyse wird deutlich, dass die Metastasen deutlich h&ufiger eine
membrandse MUC1-Expression als eine zytoplasmatische MUC1-Expression

aufweisen. Dies ist in Abbildung 38 im Boxplot dargestellt.

RCC-Metastasen
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Abbildung 38: Boxplot-Darstellung der IR-Scores der MUC1-Expression in Metastasengewebe bei mRCC

Dabei zeigte sich die membrandse MUC1-Expression in den Metastasen iberwiegend
zirkumferenziell. Dies wurde jedoch nicht weiter quantifiziert.

3.2.3.  Univariate Analysen IHC-Farbung vs. klinische Parameter
In den univariaten Analysen konnten mittels Chi-Quadrat-Test keine signifikanten
Assoziationen  zwischen  zytoplasmatischer MUC1-Expression und  Klinisch-

pathologischen Parametern festgestellt werden.
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Eine signifikante Assoziation wurde zwischen der membrandsen MUC1-Expression in
den ccRCC-Metastasen und mannlichem Geschlecht (p=0,045) wund einer
eingeschrankten Nierenfunktion (p=0,040) beobachtet. Die p-Werte der untersuchten

Zusammenhange zeigt Tabelle 22.

Tabelle 22: Korrelation der MUC1-Expression mit klinisch-pathologischen Parametern bei Patienten mit mRCC (n =
76)

MUC1 zytoplasmisch MUC1 membrands MUC1 insgesamt positiv/

>Median >Median negativ

p=0,8970 p=0,3292 p=0,3802
p=0,7043 p=0,0446 p=0,7021
p=0,8994 p=0,2959 p=0,9077
p=0,9412 p=0,1588 p=0,4548
p=0,6449 p=0,5356 p=0,2510
p=0,9728 p=0,7291 p=0,3354
p=0,4384 p=0,1105 p=0,0665
p=0,8084 p=0,5326 p=0,5326
p=0,8577 p=0,3700 p=0,8227
p=0,8172 p=0,7538 p=0,7740
p=0,4920 p=0,9161 p=0,7101
p=0,1721 p=0,0401 p=0,0850
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3.2.4. Univariate Analysen IHC-Farbung vs. Lokalisation Metastasen
Eine Ubersicht Gber die IR-Scores im Metastasengewebe verschiedener Lokalisationen
liefert Tabelle 23.

Tabelle 23: Differentielle Expression von MUCL1 in verschiedenen Metastasenlokalisationen (n = 151; SEM =
standard error of the mean)

40 0,48+0,11 0,24 1,22+¢0,15 102 |
8 0,09+0,06 0,00 0,58+0,38 0,00
2 0,61%0,33 0,61 1,84+0,26 1,84
10 0,16+0,04 0,14 0,71%0,20 0,46
18 0,31%0,12 0,11 0,74%0,22 0,23
5 0,15+0,13 0,01 0,68+0,47 0,11
21 0,28+0,07 0,16 1,0240,21 0,88
2 2,58+0,24 2,58 2,48+0,50 2,48
1 0,04%0,00 0,04 0,2620,00 0,26
1 0,00%0,00 0,00 0,00%0,00 0,00
22 0,33+0,13 0,05 0,67+0,19 0,20
6 0,29+0,24 0,04 0,42+0,19 0,32
1 0,00%0,00 0,00 0,12+0,00 0,12
4 0,49+0,42 0,09 1,18+0,58 0,67
1 0,60+0,00 0,60 2,31%0,00 2,31
3 0,12+0,05 0,11 0,38+0,08 0,42
1 0,84+0,00 0,84 2,230,00 2,23
1 2,97+0,00 2,97 3,0020,00 3,00
1 0,00%0,00 0,00 0,0020,00 0,00
1 0,00+0,00 0,00 0,2620,00 0,26
1 0,04%0,00 0,04 0,11%0,00 0,11
1 0,06+0,00 0,06 0,37+0,00 0,37

Stellt man die IR-Scores graphisch dar, so féllt auf, dass die MUC1-Expression im
Metastasengewebe vornehmlich membrands vorzufinden ist. Allerdings ist auffallig,
dass sich die MUC1-Expression abhdngig von der Lokalisation der Metastase deutlich
unterscheidet.

So weisen pulmonale, pleurale, mediastinale und dermale Metastasen eine hohe MUC1-
Expression auf. Im Gegensatz dazu weisen intestinale, hepatische, ossére und adrenale
Metastasen lediglich einen niedrigen bis moderaten MUC1-Expressionsgrad auf.
Abbildungen 39 und 40 zeigen die IR-Scores der zytoplasmatischen (Abbildung 39)
und membrandsen (Abbildung 40) MUC1-Farbung abhangig von den verschiedenen

Lokalisationen der Metastasen.
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Abbildung 39: zytoplasmatische MUC1-Expression in Abhangigkeit der Metastasenlokalisationt®
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Abbildung 40: membrandse MUC1-Expression in Abhéangigkeit der Metastasenlokalisation®!®
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Vergleicht man zusatzlich das Expressionsmuster von pulmonalen Metastasen mit
nicht-pulmonalen Metastasen, so féllt auf, dass pulmonale Metastasen eine signifikant
starkere membrandse MUC1-Expression aufweisen (p=0,014). Im Gegensatz dazu
zeigte sich kein signifikanter Unterschied der zytoplasmatischen MUC1-Expression
zwischen pulmonalen und nicht-pulmonalen Metastasen (p=0,113). Die entsprechend
verteilten IR-Scores der zytoplasmatischen und membrandsen MUC1-Farbungen zeigen
die Abbildungen 41 und 42.
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Abbildung 41: zytoplasmatische MUC1-Expression in Abh&ngigkeit von pulmonaler oder nicht-pulmonaler
Lokalisation der Metastasen!!®
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Abbildung 42: membrantse MUC1-Expression in Abhangigkeit von pulmonaler oder nicht-pulmonaler Lokalisation

der Metastasen'!®
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3.2.5.  Univariate Analysen IHC-Farbung vs. Survival

Das mediane Gesamtberleben der Patienten im mRCC-Kollektiv betrug 66,14 Monate
(95% KI 51,30 bis 66,14). Das mediane Gesamtlberleben in Abh&ngigkeit von der
zytoplasmatischen MUC1-Expression zeigte keinen signifikanten Unterschied. War die
zytoplasmatische MUC1-Expression kleiner/gleich dem Median, lebten die Patienten im
Median 66,14 Monate (95% KI 43,05 bis 66,14). Lag die zytoplasmatische MUC1-
Expression hingegen oberhalb des Medians, lag das mediane Gesamtuberleben der
Patienten in diesem Kollektiv bei 64,57 Monaten (95% K1 36,88 bis 64,57).

Patienten mit einem hohen membrandsen MUC1-Expressionsgrad zeigten ein medianes
Gesamtlberleben von 51,30 Monaten (95% KI 23,91 bis 51,30), wéhrend Patienten mit
niedrigem membrantsen MUC1-Expressionsgrad im Median 66,14 Monate (95% KI
57,96 bis 66,14) lebten. Allerdings konnte auch in diesem Kollektiv keine signifikante
Assoziation zwischen dem Outcome der Patienten und der zytoplasmatischen
(p=0,767), membrandsen (p=0,118) oder gesamten (p=0,518) MUC1-Expression
beobachtet werden. Die Abbildungen 43 bis 45 zeigen die entsprechenden Kaplan-

Meier-Kurven.
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Abbildung 43: Kaplan-Meier-Kurven fiir zytoplasmatische MUC1-Expression oberhalb bzw. unterhalb des Medians
(p=0,767)
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Abbildung 44: Kaplan-Meier-Kurven flr membranése MUC1-Expression oberhalb bzw. unterhalb des Medians
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Mittels der univariaten Cox-Regressionsanalyse wurden eine Andmie (p=0,028),
erhdhte LDH-Spiegel (p=0,045), ein Fuhrmann-Grading >G2 (p=0,030) und ein
Karnofsky Performance Status von <80% (p=0,031) als signifikante Determinanten des
Gesamtlberlebens bei Patienten mit mMRCC beobachtet. In diesem Zusammenhang hat
ein Grading >G2 zu einem 2,40-fachen Risiko zu Versterben gefiihrt. Bei Vorliegen
einer Anamie ist das Risiko zu versterben auf das 2,50-fache gesteigert und im Rahmen
einer LDH-Erh6hung ist das Risiko auf das 3,05-fache gesteigert. Liegt der Karnofsky
Performance Status <80, ist das Risiko zu versterben auf das 2,93-fache erhoht.

Eine genaue Auflistung der statistischen Analyse der getesteten klinisch-pathologischen

Parameter findet sich in Tabelle 24.

Tabelle 24: Assoziation klinisch-pathologischer Parameter mit dem Gesamtiberleben!®

1,69 0,76 bis 3,77 0,2020
2,40 1,10 bis 5,24 0,0295
0,89 0,41 bis 1,92 0,7668
0,54 0,25 bis 1,18 0,1239
0,72 0,27 bis 1,92 0,5196
2,50 1,11 bis 5,64 0,0283
1,67 0,72 bis 3,84 0,2316
1,63 0,72 bis 3,72 0,2448
3,05 1,03 bis 8,99 0,0447
3,10 0,72 bis 13,31 0,1298
3,00 0,89 bis 10,09 0,0771
0,88 0,31 bis 2,55 0,8173
2,93 1,11 bis 7,71 0,0306
1,78 0,73 bis 4,35 0,2083
1,92 0,57 bis 6,49 0,2962
0,69 0,31 bis 1,54 0,3635

3.2.6. Multivariate Analysen Survival

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich lediglich ein Grading >G2 als
unabhéngiger prognostischer Faktor (p=0,036). Die Ergebnisse der multivariaten
Analyse zeigt Tabelle 25.
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Tabelle 25: multivariate Cox-Regressionsanalyse bei mRCC*?

1,07 bis 7,32
1,22 0,42 bis 3,52 0,7196
1,75 0,43 bis 7,13 0,4392
1,71 0,49 bis 5,99 0,4057

3.3.  Vergleich Expression MUC1 in RCC und mRCC

Abbildung 46 illustriert die IR-Scores fiir die zytoplasmatische und Abbildung 47 fir
die membrandése MUC1-Expression in benignem Nierenparenchym, Gewebe der
ccRCC-Priméartumore und ccRCC-Metastasengewebe.

30 : O -
(1) benignes Parenchym
(2) primére ccRCC 4
2 5| (3) RCC-Metastasen
\
20 - v
o}
15
10
05}
0,0 |

1 2 3

Abbildung 46: Boxplot-Darstellung der IRS der zytoplasmatischen MUC1-Expression in benignem
Nierenparenchym, primaren ccRCC und ccRCC-Metastasen*®
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Abbildung 47: Boxplot-Darstellung der IRS der membrantsen MUC1-Expression in benignem Nierenparenchym,
primaren ccRCC und ccRCC-Metastasen®

Die mediane zytoplasmatische Expression von MUCL1 ist in benignem Gewebe am
ausgepragtesten (medianer IRS=1,04). Das Metastasengewebe zeigte die geringste
zytoplasmatische MUC1-Expression (medianer IRS=0,12) und das Gewebe der
Primartumore nahm diesbeziiglich eine Mittelstellung ein (medianer IRS=0,50). Die
Unterschiede zwischen den drei Gruppen in Bezug auf die zytoplasmatische MUC1-
Expression zeigen sich in der Kruksal-Wallis-Analyse als signifikant.

Im Gegensatz dazu ist die membrandse Expression von MUCL in benignem
Nierenparenchym im Median am geringsten ausgepragt (medianer IRS=0,21), wahrend
die membrandse Expression von MUCL in Priméartumoren (medianer IRS=0,59) und
Metastasengewebe (medianer IRS=0,57) jeweils deutlich starker ist. Allerdings besteht
zwischen der membrandsen MUC1-Expression der Primartumore und der Metastasen
gemal Kruksal-Wallis-Analyse kein signifikanter Unterschied. Der Vergleich zwischen
benignem Nierenparenchym und malignem Gewebe, also Primartumor- und
Metastasengewebe, zeigte hingegen in Bezug auf die membrandse MUC1-Expression
jeweils einen signifikanten Unterschied.

Eine genaue Ubersicht uiber die IR-Scores der verschiedenen Subgruppen zeigt Tabelle
26.
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Tabelle 26: IR-Scores fir zytoplasmatische und membrandse MUC1-Expression in benignem Nierenparenchym,
primarem ccRCC und RCC-Metastasen (*p = aus der Kruksal-Wallis-Analyse; SEM = standard error of the mean) °

Ge- @) ) (3) RCC Ge- ) ) (3) RCC
samt- Benig-  Primdre =~ Metas- samt- Benig-  Primdre = Metas-
kollek- nes RCC tasen kollek- nes RCC tasen
tiv Paren- tiv Paren-
chym chym
262 50 61 151 262 50 61 151
0 0,14 0 0 0 0 0 0
3 2,70 2,94 3 3 1 3 3
0,58 1,16 0,69 0,37 0,77 0,30 0,91 0,92

+0,04 +0,07 +0,09 +0,05 +0,05 +0,02 0,11 +0,08

0,50 bis | 1,01 bis | 0,52 bis | 0,27 bis | 0,66 bis | 0,23 bis | 0,69 bis | 0,77 bis

0,67 1,32 0,87 047 0,87 0,37 1,12 1,07
031 1,04 05 0,12 0,36 021 0,59 0,57
0,22 bis | 0,84 bis | 0,36bis | 0,06 bis | 0,26 bis | 0,16bis | 0,36 bis | 0,38 bis
0,49 1,34 0,76 016 0,49 0,36 1,07 0,81
@E) | O @ @A) (2)3) () @)

Zusammenfassend lasst sich festhalten, dass die zytoplasmatische Expression vom
benignem  Nierenparenchym (ber das Gewebe primarer ccRCC hin zum
Metastasengewebe abnimmt. Im Gegensatz dazu weist benignes Nierenparenchym die
geringste membrandse MUC1-Expression auf, wahrend sich die Expression zwischen
priméren ccRCC und Metastasengewebe nicht signifikant unterscheidet.

Sechs Patienten haben sich sowohl einer Resektion des Primdrtumors mittels
Nephrektomie bzw. Nierenteilresektion, als auch einer Metastasenresektion unterzogen.
Somit war Gewebe dieser Patienten in beiden Kollektiven vorhanden. Bei den Patienten
1 und 2 wurden die Metastasen dabei metachron erst im Verlauf diagnostiziert. Bei den
Patienten 3 bis 6 handelte es sich um synchron diagnostizierte Metastasen.

Tabelle 27 zeigt die Eigenschaften der MUC1-Expression im Primértumor- und
Metastasengewebe jeweils des gleichen Patienten im Vergleich.
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Tabelle 27: Direkter Vergleich der MUC1-Expression in primaren ccRCC und ccRCC-Metastasen des gleichen
Patienten (Abk.: M > T: MUC1-Expression in Metastasengewebe starker als im Tumorgewebe; T > M: MUC1-
Expression in Tumorgewebe starker als in Metastasengewebe; T = M: MUC1-Expression in Tumorgewebe und
Metastasengewebe gleich; T1 > M > T2: MUC1-Expression in Metastasengewebe zwischen beiden Stanzen des
Tumors; C: zytoplasmatische MUC1-Expression; M: membranése MUC1-Expression)

T T T1 T1 T Tumor
> > = M > > > M > > = > > > > > > = Proben M+C, in
T | M| M T2 M M T2 T M| T|M M M M T M C+M Metastase
> > eher
T2 T2 M
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X
X X X X X X

Beim Betrachten der Tabelle wird deutlich, dass sich die MUC1-Expression zwischen
dem Primartumor und den Metastasen in den meisten Féllen unterscheidet.

Die MUC1-Intensitét ist lediglich bei Patient 5 im Primértumor identisch mit der im
Metastasengewebe.

Die zytoplasmatische MUC1-Frequenz im Metastasengewebe liegt bei 50% der
Patienten zwischen der, der beiden Tumorstanzen, sodass man davon ausgehen kann,
dass die Frequenz sich nicht wesentlich unterscheidet. Bei den Ubrigen 50% der
Patienten liegt die zytoplasmatische MUC1-Frequenz im Primartumor Uber der im
Metastasengewebe.

Die membrandse MUC1-Frequenz ist bei Patient 6 im Gewebe des Primértumors und
im Metastasengewebe gleich. Bei den (brigen Patienten unterscheidet sich die
membrandse MUC1-Frequenz, wobei sie bei den Patienten 2 und 3 im Tumor groRer ist
und bei dem Patienten 5 in der Metastase groRer ist. Bei den Patienten 1 und 4 liegt die
membrandse MUC1-Frequenz des Metastasengewebes zwischen der beider
Tumorstanzen.

Die IR-Scores sind sowohl zytoplasmatisch als auch membrands bei jeweils 50% der
Patienten im Tumor groRer als im Metastasengewebe.

Das MUC1-Expressionsmuster ist bei fast allen Patienten zytoplasmatisch und
membrands. Lediglich bei Patient 3 liegt im Gewebe des Primartumors eine
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zytoplasmatische und membrandése  MUC1-Expression vor, wdéhrend im

Metastasengewebe eine membrandse Expression tberwiegt.

4. Diskussion

Mit ca. 15000 Neuerkrankungen pro Jahr'?*, machen RCC in etwa 3% der Malignome
in Deutschland aus. Trotz steigender Inzidenz sind die Mortalitatsraten konstant.®! So
sterben 5,4 von 100000 Méannern und 2,7 von 100000 Frauen an einem RCC*?4, obwohl
die Karzinome zunehmend in frihen Stadien entdeckt werden. In fortgeschrittenen
Stadien der Erkrankung ist die Prognose aufgrund fehlender Strahlen- und
Chemosensibilitit der Tumore deutlich schlechter.®’

Somit wird aktuell an verschiedenen Ansatzen fur zielgerichtete Therapien gearbeitet,
wobei in diesem Zusammenhang bereits 10 Medikamente zur Therapie von
fortgeschrittenen RCC von der EMA und der FDA zugelassen sind. Dazu gehoren die
Multikinaseinhibitoren Sunitinib, Sorafenib, Pazopanib, Axitinib, Lenvatinib und
Cabozantinib, der anti-VEGF-Antikdrper Bevacizumab und die mTOR-Inhibitoren
Temsirolimus und Everolimus und der Checkpoint-Inhibitor Nivolumab,!:25110

Im Rahmen der Entwicklung neuer zielgerichteter Therapien stellt MUC1 als
Onkoprotein ein Target aktueller Forschungsansatze dar. Eine MUC1-Uberexpression
konnte fir verschiedene Tumorentitaten gezeigt werden®® und es laufen bereits
verschiedene klinische Studien mit Substanzen, die auf MUC1 als Target einwirken.”®
Auch fir RCC konnte bereits in diversen Studien eine vermehrte oder auch verénderte
Expression von MUC1 gezeigt werden.?*7478

Cao et al. beispielsweise haben mittels IHC die MUC1-Expression in RCC und
normalem Nierengewebe verglichen. Dabei zeigten fast alle Zellen der RCC eine starke
MUC1-Expression, wahrend die MUC1-Expression in gesundem Nierenparenchym auf
die distalen Tubuli und die Sammelrohre beschrénkt war.?* Aufgrund der MUC1-
Expression und der Zellmorphologie vermuteten Cao et al. sogar, dass ccCRCC eher den
Zellen der distalen Tubuli und des Sammelrohrsystems entspringen. So fanden sich
klare Zellen mit exzessiver Glykogenspeicherung, wenn (berhaupt im gesunden

Nierengewebe, dann am haufigsten in den Sammelrohren.?* Dies steht allerdings im
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Widerspruch zu der allgemeinen Lehrmeinung, dass ccRCC von Zellen der proximalen
Tubuli ausgehen.t*®

Andere Studien gehen im Rahmen der Untersuchung der MUC1-Expression nicht nur
auf den quantitativen Expressionsgrad, sondern auch auf das Expressionsmuster von
MUCL ein.

So wird in der Literatur haufig ein veréndertes Expressionsmuster von MUCL1 in RCC-
Gewebe im Vergleich zu gesundem Nierengewebe beschrieben. Dabei unterscheidet
sich das aberrante Expressionsmuster auch zwischen den verschiedenen RCC-Subtypen.
Wahrend flr chromophobe RCC eher eine diffuse zytoplasmatische MUC1-Expression
beschrieben wird, zeigen papillare und klarzellige RCC v.a. eine membrantse MUC1-
Expression. Dabei kann diese uberwiegend apikal oder zirkumferenziell sein und ist
zum Teil auch mit einer diffusen zytoplasmatischen MUC1-Expression kombiniert.”
Langner et al. beobachteten im Rahmen einer Studie kein einziges Kklarzelliges oder
papillares RCC mit diffuser zytoplasmatischer MUC1-Expression ohne zuséatzliche
membrandse MUC1-Expression.’

Da sich die vorliegende Arbeit auf ccRCC beschrénkt hat, kann keine Aussage Uber das
MUC1-Expressionsmuster der anderen Subtypen gemacht werden. Aber auch in dieser
Arbeit zeigten die malignen Gewebe beider Kollektive, also ccRCC-Priméartumore und
ccRCC-Metastasen, eine deutlich geringere zytoplasmatische MUC1-Expression und
eine  deutlich starkere membrandse MUC1-Expression als das benigne
Nierenparenchym. Wahrend die IR-Scores der zytoplasmatischen MUC1-Farbungen fir
benignes Nierenparenchym im Median bei 1,04 lagen, betrugen die IR-Scores der
zytoplasmatischen Farbung bei den Primé&rtumoren im Median 0,50 und bei den RCC-
Metastasen sogar nur 0,12.

Im Gegensatz dazu zeigte das benigne Nierenparenchym mit IR-Scores im Median von
0,21 eine deutlich geringere membrandse MUC1-Expression als die Primartumore mit
einem medianen IR-Score von 0,59 und den Metastasen mit einem medianen IR-Score
von 0,57. Somit scheint eine zytoplasmatische Expression von MUCL1 in Tumor- und
Metastasengewebe von geringerer Relevanz zu sein, wobei sie jedoch ein deutlicher
Marker zur Unterscheidung zwischen benignem und malignem Gewebe zu sein scheint.
Dabei scheint es bei fortschreitender Karzinogenese zu zunehmendem Verlust von
zytoplasmatischem MUC1 zu kommen. So zeigt sich in den ccRCC-Primdartumoren eine
geringere zytoplasmatische MUC1-Expression als im benignen Nierenparenchym und

im Rahmen der metastatischen Absiedlung von malignen Zellen scheint es zum
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weiteren Verlust von zytoplasmatischem MUC1 gekommen zu sein. So kdnnte der
zytoplasmatische MUC1-Expressionsgrad auch einen Hinweis auf die Aggressivitat des
Tumors oder das biologische Verhalten des Tumors geben, wobei ein niedriger
zytoplasmatischer MUC1-Expressionsgrad fiir eine hthere Malignitat sprechen wirde.
Gegen diese Annahme spricht dabei, dass im Rahmen dieser Arbeit weder zwischen der
zytoplasmatischen ~ MUC1-Expression in  den  Primartumoren, noch der
zytoplasmatischen MUC1-Expression der Metastasen, ein signifikanter Zusammenhang
mit Klinisch-pathologischen Parametern gezeigt werden konnte. Generell l&sst sich also
festhalten, dass das Wissen uber die klinische Relevanz der zytoplasmatischen MUC1-
Expression limitiert ist.

In Bezug auf die membrandse Expression von MUCL sind Leroy et. al. im Speziellen
auf das Muster der Expression eingegangen. Dabei wurde MUC1 im normalen
Nierenparenchym membrands nur apikal in den Zellen der distalen Tubuli und der
Sammelrohre nachgewiesen. In RCC-Zellen war die MUC1-Expression hingegen
deutlich heterogener und tberwiegend diffus und zirkumferenziell membranés. Die
apikale Polaritat, die bei den benignen Nierenzellen beobachtet wurde, ist also in den
Tumorzellen weitgehend verloren gegangen.’

Dahingegen wurde in dieser Arbeit nur zwischen zytoplasmatischer und membrandser
Expression unterschieden und nicht weitergehend zwischen apikal membrandser und
zirkumferenziell membrandser Expression. Dennnoch kdnnen, wenn auch nicht
quantitativ nachgewiesen, empirische Beobachtungen, die im Rahmen dieser Arbeit
gemacht wurden, die Beobachtungen von Leroy et al. bestatigen. Auch in dieser Arbeit
war die membrantse MUC1-Expression in Primdrtumoren und ccRCC-Metastasen
vorwiegend zirkumferenziell. Leroy et al. nutzen neben der IHC auch die RT-PCR
(reverse transcriptase-polymerase chain reaction) und in-situ-Hybridisierung zum
Nachweis von MUC1. Im Gegensatz zur IHC zeigte sich in der RT-PCR kein
signifikanter Unterschied zwischen MUC1-Expression in gesundem und malignem
Nierengewebe.”® In der in-situ-Hybridisierung wurde MUC1 in den Karzinomzellen
vorwiegend intrazytoplasmatisch nachgewiesen, wobei die Intensitdt nur schwach bis
mittel war.’®

Die zirkumferenzielle Expression von MUCL1 in malignem Gewebe im Vergleich zur
apikalen MUC1-Expression in benignem Gewebe ist auch in der Pathogenese von
Karzinomen von Relevanz. Wie in Abschnitt 1.2.2 beschrieben, kommt es im Rahmen

des Polaritatsverlusts der Zellen zur Interaktion von normalerweise apikal lokalisiertem
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MUC1 und normalerweise basolateral lokalisierten Tyrosinkinasen wie EGFR, was zur
konstitutiven Aktivierung und damit einhergehend zu Tumorentstehung bzw. -progress

fiihren kann.8®

Im Gegensatz zu den meisten anderen Studien wurde in dieser Arbeit Uber die MUC1-
Expression der Priméartumore hinaus auch die MUC-Expression im Metastasengewebe
untersucht. Generell gibt es bisher nur sehr wenige Studien, die die MUC1-Expression
in Metastasengewebe untersucht haben. Wenn Metastasengewebe untersucht wurde,
dann héaufig in Metastasen anderer Tumorentitaten.

Cozzi et al. haben die MUC1-Expression in priméren Prostatakarzinomen und deren
regionaren Lymphknoten verglichen. Dabei zeigte sich fiir 58% der Primartumore und
90% der Lymphknotenmetastasen eine Uberexpression von MUC1.%

Auch Metastasen von mRCC wurden zuvor bereits auf ihre MUC1L-Expression
untersucht. Dabei haben Leroy et al. an einem kleinen Kollektiv von 22 Metastasen
beobachtet, dass 86% der untersuchten Metastasen MUCL exprimiert haben, wobei die
Expression zirkumferenziell membrands oder zytoplasmatisch war.8 Auch in der
vorliegenden Arbeit haben die Metastasen in 82,9% der Falle MUCL exprimiert. Die
Expression war uberwiegend membranos, sodass der mediane [R-Score der
zytoplasmatischen Farbungen bei 0,12 und der membrandsen Féarbungen bei 0,57 lag.
Das genaue Expressionsmuster im Sinne von membrands apikal versus membrands
zirkumferenziell wurde im Gegensatz zur Studie von Leroy et al. nicht in die
Auswertung miteinbezogen. Zudem haben Leroy et al. beobachtet, dass in 10 der 22
Félle die MUC1-positiven Zellen vornehmlich um groRe BlutgefalRe herum lokalisiert
waren.8® Die Lokalisation der MUC1-positiven Zellen innerhalb des Tumors wurde im
Rahmen der vorliegenden Arbeit hingegen nicht untersucht.

Leroy et al. lagen im Rahmen ihrer Studie fir zehn Patienten Gewebeproben der
korrespondierenden Primartumore vor. Davon zeigten sich 90% MUC1-positiv.

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit lagen fir sechs Patienten sowohl Gewebeproben
der Metastasen als auch der korrespondierenden primaren ccRCC vor. Dabei konnte in
dieser Kkleinen Stichprobe kein systematischer Unterschied zwischen der MUC1-
Expression der Primdrtumore und ihren Metastasen erkannt werden, wobei alle Proben
MUC1-positiv waren. Somit erscheint es zwar sinnvoll weiterfuhrende Studien mit

groReren Kollektiven durchzufiihren, jedoch zeigen die Ergebnisse der vorliegenden
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Arbeit eine deutliche Heterogenitdt in Bezug auf die MUCL-Expression in

verschiedenen malignen Geweben eines Patienten.

Auch wenn bisher kein systematischer Zusammenhang zwischen der MUC1-Expression
in ccRCC-Primértumoren und ccRCC-Metastasengewebe gefunden werden konnte, gibt
es doch verschiedene Studien, die zumindest einen statistisch signifikanten
Zusammenhang zwischen der MUC1-Expression und der Metastasierungsrate von
verschiedenen Malignomen zeigen konnten. Dies ist beispielsweise bei
gastrointestinalen Adenokarzinomen?0:58.64.76.90.96,147 osophagealen
Plattenepithelkarzinomen!?, Adenokarzinomen des Endometriums®*’ und NSCLC*® der
Fall. Auch in Bezug auf ccRCC wird eine vermehrte Expression von MUC1 hdufig mit
einer vermehrten Metastasierung in Verbindung gebracht®8.747°

So zeigten Leroy et al., dass Patienten mit Metastasen eine signifikant starkere MUC1-
Expression als Patienten ohne Metastasen haben.”® Zudem stieg das Risiko fir eine
viszerale Metastasierung in ihrer Studie ab einem Anteil von 70% MUC1-positiven
Zellen signifikant an, wéhrend von den Patienten mit weniger als 10% MUC1-positiven
Zellen keiner eine Metastasierung zeigte.”® Somit zeigten Patienten, bei denen 70% oder
mehr der Zellen im Primértumor gefarbt waren, signifikant geringere Raten im
metastasenfreien Uberleben.”® Dabei war v.a. die zirkumferenziell membrangse
Expression von MUCL1 mit einer schlechten Prognose assoziiert, wahrend eine apikale
Expression von MUC1 mit einer vergleichsweise giinstigeren Prognose assoziiert war.”
Auch Langner et al. konnten fir Patienten mit ccRCC im pT-Stadium pT3a und pT3b
einen Zusammenhang zwischen MUC1-Expressionsgrad und Metastasierung zeigen.
Wahrend von den Patienten mit weniger als 75% MUCL-Expression in den
Tumorzellen 33% einen metastasierenden Verlauf zeigten, zeigten von den Patienten
mit mehr als 75% MUC1-Expression in den Tumorzellen 63% einen metastasierenden
Verlauf.” Dartber hinaus beobachteten Langner et al. einen Zusammenhang zwischen
dem MUC1-Expressionsmuster und dem metastasenfreien Uberleben. So entwickelten
43% der Patienten mit zirkumferenzieller MUCL-Expression im Verlauf Metastasen
und nur 8% der Patienten mit apikaler MUC1-Expression.’

Aubert et al. beobachteten, dass insbesondere die zytoplasmatische MUC1-Expression
mit einem positiven Metastasenstatus assoziiert ist. Daflir haben sie die MUCL1-
Expression in ccRCC-Primartumoren untersucht und dabei 16 metastasierte Karzinome

mit 11 nicht-metastasierten Karzinomen verglichen.®
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Im Rahmen dieser Arbeit konnte im Kollektiv der ccRCC-Primdrtumore weder fir die
zytoplasmatische MUC1-Expression (p=0,835), noch fir die membrandse (p=0,346)
oder gesamte (p=0,619) MUC1-Expression ein statistisch signifikanter Zusammenhang
mit einem positiven Metastasenstatus gezeigt werden.

Zusétzlich wurde in dieser Arbeit das Metastasengewebe selbst untersucht. Dabei wurde
beobachtet, dass die membrangse MUC1-Expression im Metastasengewebe deutlich
ausgepragter ist als im benignen Nierenparenchym. Im Gegensatz dazu zeigte das
benigne Nierenparenchym in dieser Arbeit eine stérkere zytoplasmatische MUC1-
Expression als malignes Gewebe. Dabei war die zytoplasmatische MUC1-Expression
im benignen Nierenparenchym auf die Zellen der distalen Tubuli und der Sammelrohre
beschréankt. Die membrantse MUC1-Expression im benignen Nierenparenchym war
hingegen geringer ausgepragt und wenn vorhanden, dann apikal im Bereich der distalen
Tubuli und Sammelrohre. Dies wurde im Rahmen dieser Arbeit jedoch nicht

quantifiziert.

Auch in Bezug auf die Korrelation weiterer klinisch-pathologischer Parameter mit der
MUC1-Expression liegen unterschiedliche Daten vor.

Kraus et al. beispielsweise haben die Expression verschiedener MUCL1-Epitope
immunhistochemisch untersucht und mit Klinisch-pathologischen  Parametern
verglichen. Dabei fanden sie eine Korrelation der MUC1-Expression mit der
TumorgrélRe, der Entstehung von Fernmetastasen und der Invasion grofler Venen.
Dartiber hinaus ging die vermehrte Expression einiger MUC1-Epitope auch mit einem
héheren Grading einher.%®

Fujita et al. haben ebenfalls einen signifikanten Unterschied im AusmafR der MUC1-
Expression zwischen hoch- und niedriggradigen ccRCC und zwischen metastasierten
und nicht-metastasierten RCC gefunden. Dabei zeigten niedriggradige Tumore (G1, G2)
eine geringere MUC1-Expression als hohergradige (G3). Allerdings konnten Fujita et
al. keinen Unterschied zwischen dem Grad der MUC1-Expression verschiedener
TumorgréRen (T-Stadium) beobachten.*

Auch Leroy et al. haben fur RCC einen Zusammenhang zwischen MUC1-Expression
und Grading beschrieben. Dabei beobachteten sie sogar einen linearen Zusammenhang
zwischen dem Logarithmus der relativen Anzahl der MUC1-positiven Zellen und dem

Grading. Das Grading wiederum korrelierte signifikant mit dem Gesamtuiberleben.”
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In dieser Arbeit konnte im Rahmen der univariaten Cox-Regressionsanalyse fir
Patienten mit primdrem ccRCC zwar auch ein statistisch signifikanter Zusammenhang
zwischen dem Grading und dem Gesamtiiberleben nachgewiesen werden (p=0,010),
allerdings konnte kein signifikanter Zusammenhang zwischen Grading und MUC1-
Expression gezeigt werden (p=0,573).

Auch Langner et al. haben in 188 RCC den Zusammenhang zwischen dem Ausmal} der
MUC1-Expression und dem T-Stadium und Grading immunhistochemisch untersucht.
Dabei haben Langner et al. sich nicht wie diese Arbeit auf ccRCC beschrénkt, sondern
haben auch andere RCC-Subtypen untersucht.”* So konnten sie zeigen, dass bei
papillaren RCC ein hoher MUC1-Expressionsgrad mit einem niedrigen Grading (G1,
G2) korreliert. Allerdings konnte fir die anderen RCC-Subtypen im Gegensatz zu den
Ergebnissen von Fujita et al. und Leroy et al. keine Korrelation des MUCL1-
Expressionsgrads mit dem Grading nachgewiesen werden. Hingegen beobachteten
Langner et al. bei ccRCC eine Korrelation des MUC1-Expressionsmusters mit sowohl
dem T-Stadium als auch dem Grading. Wahrend Tumore mit niedrigem pT-Stadium
(pT1, pT2) und niedrigem Grading (G1, G2) eher ein apikales membrandses
Expressionsmuster von MUC1 zeigten, konnte man bei Tumoren mit hohem pT-
Stadium (pT3) und hoherem Grading (G3, G4) vorwiegend ein zirkumferenziell
membrandses Expressionsmuster mit oder ohne diffuse zytoplasmatische Expression
beobachten.”

Im Rahmen dieser Arbeit wurden membrandse und zytoplasmatische MUC1-
Expression getrennt ausgewertet. Allerdings wurde dabei in Bezug auf die membrandse
MUC1-Expression im Rahmen der Auswertung nicht zwischen apikalem und
zirkumferenziellem Expressionsmuster unterschieden, sodass kein direkter Vergleich
mit den Untersuchungsergebnissen von Langner et al. vorgenommen werden kann. Es
zeigte sich in dieser Arbeit jedoch kein signifikanter Zusammenhang zwischen der
membrandsen MUC1-Expression der Primartumore und klinisch-pathologischen
Parametern wie positivem Nodalstatus (p=0,909), T-Stadium (p=0,923) oder Grading
(p=0,818). Auch zwischen der zytoplasmatischen MUC1-Expression und Klinisch-
pathologischen Parametern wie positivem Nodalstatus (p=0,161), T-Stadium (p=0,425)
oder Grading (p=0,615) konnte kein statistisch signifikanter Zusammenhang
nachgewiesen werden.

Zwischen der zytoplasmatischen und membrantsen MUC1-Expression und dem

Auftreten sarkomatoider Differenzierungen in primaren ccRCC konnte im Rahmen
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dieser Arbeit auch kein signifikanter Zusammenhang gezeigt werden (zytoplasmatisch
p=0,410; membrands p=0,930; gesamt p=0,852). Im Gegensatz dazu haben Gnemmi et
al. zuvor eine Korrelation zwischen MUC1-Expressionsgrad in RCC-Primartumoren
und sarkomatoiden Komponenten gezeigt. Dabei habe eine Uberexpression von MUC1
sogar zur Induktion der EMT gefiihrt.*> Gnemmi et al. vermuten, dass MUC1 die
Bindung von B-Catenin an den SNAIL-Promoter, einen Transkriptionsfaktor, der die
Transkription von E-Cadherin inhibiert, moduliert. Somit k&me es zum Verlust der Zell-
Zell-Kontakte, was als wichtiger Schritt der EMT gilt.*® In diesem Zusammenhang
zeigten Gnemmi et al., dass eine Inhibition von MUC1-C im Nukleus die
Hochregulation der Transkription von SNAIL und die Wnt/B-Catenin-Aktivitat
reduziert.*® Somit interpretierten Gnemmi et al. die diffuse zytoplasmatische
Uberexpression von MUC1 in Verbindung mit einer Induktion von SNAIL in ccRCC
mit sarkomatoider Differenzierung als potenzielle Rolle, die MUC1 im Rahmen der
EMT spielen konnte.*®

Fur die vorliegende Arbeit muss festgehalten werden, dass der fehlende signifikante
Zusammenhang zwischen der MUCL-Expression und einer sarkomatioden
Differenzierung wahrscheinlich durch die geringe Fallzahl zu erklaren ist. Im Kollektiv
der Patienten mit primdren ccRCC zeigten lediglich drei der Karzinome eine
sarkomatoide Differenzierung, was die Aussagekraft stark limitiert.

Hingegen konnte in dieser Arbeit im Rahmen der univariaten Analyse eine signifikante
Assoziation der membrandsen MUC1-Expression im Metastasengewebe mit dem
méannlichen Geschlecht (p=0,045) und einer eingeschrankten Nierenfunktion (p=0,040)
gezeigt werden. Die Assoziation der MUC1-Expression mit dem Geschlecht wurde
zuvor bereits von Liu et al. bei mukoepidermoiden Karzinomen der Speicheldriisen
beschrieben. Dabei haben Liu et al. das Karzinomgewebe ebenfalls
immunhistochemisch untersucht und konnten neben der Assoziation mit dem
méannlichen Geschlecht auch Assoziationen der MUC1-Expression mit der
Tumorlokalisation, dem Grading, dem T-Stadium und dem Lymphknotenstatus zeigen.
Ein Erklarungsansatz fir den Zusammenhang zwischen der MUC1-Expression und dem
mannlichen Geschlecht wird dabei nicht genannt.®

Uber eine Assoziation der MUC1-Expression mit einer eingeschrankten Nierenfunktion
im Rahmen onkologischer Erkrankungen gibt es bisher keine Berichte. Allerdings

wurde eine MUC1-Hochregulation im Rahmen der Reperfusion nach prérenalem
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akutem Nierenversagen beschrieben. Dabei ging eine hohere MUC1-Expression mit
vermehrtem HIF-1a einher, was sich im Rahmen des akuten Nierenversagens als

protektiv zeigte.%

Neben der Assoziation von MUCL zu klinisch-pathologischen Parametern wird auch
eine prognostische Relevanz von MUC1 diskutiert. So wurde eine Uberexpression von
MUC1 in Tumorzellen verschiedener Tumorentitaten mit einer schlechteren Prognose
in Verbindung gebracht.10*46'58’64'76'90’96'128'137'147

Auch fur das ccRCC gibt es Daten, dass die MUC1-Expression prognostisch relevant
ist.”*™ In diesem Zusammenhang zeigten Langner et al., dass die Assoziation des
MUC1-Expressionsgrads mit dem Gesamtuberleben allenfalls von geringer Signifikanz
ist. Hingegen konnten sie eine signifikante Assoziation zwischen dem MUCL1-
Expressionsmuster und dem Uberleben zeigen.”* Dabei ist insbesondere die
zirkumferenziell membrangse Expression von MUC1 mit einer schlechten Prognose
assoziiert, wahrend eine apikale Expression von MUCL in Tumorzellen eher mit einer
ginstigeren Prognose in Verbindung gebracht wird.”® Die zusatzliche zytoplasmatische
Expression geht mit einer weiteren Verschlechterung der Prognose einer.’™

In der vorliegenden Arbeit zeigte sich weder fir den zytoplasmatischen, noch den
membrandsen MUC1-Expressionsgrad in den ccRCC-Primartumoren eine signifikante
Assoziation zum Gesamtlberleben. Dies ist wahrscheinlich auf eine geringe
Patientenzahl und Eventrate zurlickzufihren.

Erstmals wurde auch die MUCL-Expression in ccRCC-Metastasengewebe auf eine
Korrelation mit dem Gesamtiiberleben untersucht. Hierbei konnte sowohl fir den
zytoplasmatischen als auch fir den membranésen MUCL-Expressionsgrad keine
statistisch  signifikante Assoziation mit dem Gesamtiberleben gezeigt werden.
Erwahnenswert erscheint jedoch die Tatsache, dass Patienten mit einer hohen MUCL1-
Expression im Metastasengewebe oder im Gewebe der ccRCC-Primartumore
tendenziell kirzer lebten. Dabei war diese Tendenz in Bezug auf die membrandse
MUC1-Expression der ccRCC-Metastasen besonders ausgepragt. So lebten die
Patienten mit hohem membranésen MUC1-Expressionsgrad im Median nur 51,30
Monate, wahrend Patienten mit niedrigem membrantsen MUC1-Expressionsgrad ein
medianes Uberleben von 66,14 Monaten zeigten.

Wenn auch nicht statistisch signifikant, so deckt sich dies mit den Beobachtungen in

anderen Studien, dass MUCL1 eine prognostische Relevanz habe.58 747
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Die fehlende statistische Signifikanz konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass im
Rahmen der Analysen nicht zwischen synchronen und metachronen Metastasen
unterschieden wurde. 31,58% der Patienten des mRCC-Kollektivs wiesen die
Metastasen bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose des ccRCC auf. Erwartungsgeman
durfte das Gesamtiiberleben dieser Patienten geringer sein, als das der Patienten, deren
ccRCC erst im Verlauf metastasiert ist.

Auch Langner et al. haben beobachtet, dass Patienten mit zirkumferenziell
membrandser MUC1-Expression in ccRCC-Primartumoren eine schlechtere Prognose
haben, als Patienten ohne membranése MUC1-Expression oder auch als Patienten mit
vornehmlich apikal lokalisierter membrangser MUC1-Expression.”* Auch in dieser
Arbeit zeigten die Patienten mit einer starken membandsen MUC1-Expression
tendenziell ein kirzeres Gesamtlberleben. Allerdings wurde im Rahmen dieser Arbeit
nicht zwischen einer eher apikalen und einer zirkumferenziellen membranésen MUC1-
Expression unterschieden.

Zudem waren diese Beobachtungen in dieser Arbeit v.a. bei ccRCC-Metastasen zu
machen, wihrend Langner et al. sich auf ccRCC-Priméartumore beziehen.” In der Studie
von Langner et al. hatten die Patienten mit einer diffusen zytoplasmatischen MUC1-
Expression zusétzlich zur zirkumferenziell membrandsen MUC1-Expression ein noch
schlechteres Gesamtiiberleben.’® Auch in dieser Arbeit zeigten die Patienten mit
vermehrter zytoplasmatischer MUC1-Expression in den ccRCC-Primértumoren ein
leicht verkiirztes Gesamtiberleben. Dieser Unterschied war jedoch marginal und auch
nicht statistisch signifikant.

Ein  moglicher Erklarungsansatz fir den Zusammenhang der vermehrten
zytoplasmatischen MUC1-Expression mit einem schlechteren Gesamtuberleben kdnnte
sein, dass es bei einer sehr starken Uberexpression von MUC1 in der Zellmembran
vermehrt auch zur Internalisierung kommt. Somit ist MUC1 zunehmend auch
zytoplasmatisch nachzuweisen und kann intrazellular akkumulieren und Homodimere
bilden.”* Diese werden dann in den Nukleus oder zur Mitochondrienmembran
transportiert. Im Nukleus interagiert MUC1 dann mit Transkriptionsfaktoren wie
beispielsweise NF-kB, STATI/STAT3 und Eroa, wordurch die Expression der
entsprechenden Targetgene gesteigert wird.”® Wie bereits im Abschnitt 1.2.2
beschrieben, konnen die Produkte dieser Targetgene die Karzinogenese fordern.”® Im
Bereich der Mitochondrienmembran hemmt MUC1 die Aktivierung des intrinsischen

Apoptosewegs.??
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Als signifikante Determinanten des Gesamtiberlebens fiir Patienten mit primarem
ccRCC zeigten sich im Rahmen der vorliegenden Arbeit in der univariaten Cox-
Regressionsanalyse ein T-Stadium >T2 (p=0,037), ein Grading >G2 (p=0,010), eine
sarkomatoide Differenzierung (p=0,015), ein positiver Lymphknotenstatus (p=0,001)
und eine Fernmetastasierung (p=0,003). Aufgrund der limitierten Eventrate konnten in
der multivariaten Cox-Regressionsanalyse keine unabhdngigen Einflussfaktoren
nachgewiesen werden. Dennoch wurden die gleichen Determinanten zuvor bereits von
mehreren Autoren wie beispielsweise Nelson et al.’, Bensalah et al.** und Peralta-
Venturina et al.'® beschrieben. Als weitere negative prognostische Faktoren fiir
Patienten mit fortgeschrittenem ccRCC sind in der Literatur dariiber hinaus eine erhhte
BSGY, eine Thrombozytose'®>3 ein schlechter Allgemeinzustand des Patienten
(ECOG!® bzw. Karnofsky Performance Status®), ein erhohter LDH-Spiegel, ein
niedriger Hb-Wert, ein erhohtes Serum-Calcium und eine Zeit von der Erstdiagnose bis
zum Beginn der Immuntheapie von unter einem Jahr beschrieben.®® Die fiinf
letztgenannten bilden dabei die vom MSKCC entwickelten Motzer-Kriterien, die bereits
in Abschnitt 2.1 beschrieben wurden. Sie erlauben eine Risikostratifizierung von
Patienten mit mRCC.!°

Als prognostisch relevant wurde auch ein Tumorthrombus in der Vena cava inferior
diskutiert. Im Vergleich zu anderen Faktoren scheint dieser jedoch weniger relevant,
sofern eine komplette Resektion erfolgreich durchgefiihrt werden kann.®’

Auch in dieser Arbeit wurden flr Patienten mit mRCC mittels univariater Cox-
Regressionsanalyse als signifikante Deteminanten des Gesamtuberlebens eine Anamie
(p=0,028), erhdhte LDH-Spiegel (p=0,045), ein Fuhrmann-Grading >G2 (p=0,030) und
ein Karnofsky Performance Status von <80% (p=0,031) beobachtet. In diesem
Zusammenhang hat ein Grading >G2 zu einem 2,40-fachen Risiko zu Versterben
gefuhrt. Bei Vorliegen einer Andamie zeigte sich das Risiko zu versterben auf das 2,50-
fache erhoht, was mit den Motzer-Kriterien des MSKCC einhergenht.®® Im Gegensatz
dazu haben beispielsweise Hutterer et al. in einer Studie mit nicht-metastasierten RCC
lediglich eine Thrombozytose als negativen prognostischen Marker fir das
Gesamtuberleben identifiziert, wahrend es zwischen dem Vorliegen einer Andmie und
dem Gesamtilberleben keinen signifikanten Zusammenhang gab.>® Bensalah et al.
konnten sogar zeigen, dass eine Thrombozytose signifikant mit anerkannten
prognostischen Parametern wie T-Stadium, Fuhrmann-Grading, Lymphknotenbefall

und Fernmetastasierung korreliert.!®> Hingegen haben Cetin et al. gezeigt, dass ein
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niedriger Hamoglobingehalt im Blut bei Patienten mit mRCC nach VEGF-Therapie
prognostisch ungiinstig ist.?” Zudem kann ein verminderter Hb-Gehalt im Blut
gegebenenfalls Uber den eingeschrénkten Sauerstofftransport zur Hypoxie fiihren. Eine
Hypoxie wiederum fiihrt zu einer Hochregulation von HIF-1oo und eine erhéhte
Expression von HIF-1a in ¢ccRCC gilt als unabhidngiger negativer prognostischer
Marker.8?

Im Rahmen einer LDH-Erhohung zeigte sich das Risiko zu Versterben bei Patienten mit
mRCC in dieser Arbeit auf das 3,05-fache gesteigert. Auch Cetin et al. konnten den
negativen Effekt einer LDH-Erhohung auf das Gesamtiiberleben zeigen. Allerdings
haben Cetin et al. ausschlielich Patienten mit mRCC nach einer VEGF-Therapie
untersucht.?’

Liegt der Karnofsky Performance Status <80%, war das das Risiko zu versterben in der
vorliegenden Arbeit auf das 2,93-fache erhoht. Eine prognostische Aussage des
Karnofsky-Index bei Patienten mit mRCC konnten beispielsweise auch Park et al.
zeigen. Dabei zeigte sich bei Patienten mit einem Karnofsky-Index <100% ein
signifikant friiheres Fortschreiten der Erkrankung.'%*

In der multivariaten Cox-Regressionsanalyse zeigte sich in dieser Arbeit lediglich ein
Grading >G2 als unabhéngiger prognostischer Faktor (p=0,036) bei Patienten mit
mRCC.

In dieser Arbeit konnte fur keines der Kollektive ein signifikanter Zusammenhang
zwischen einer Erhéhung des CRP im Serum und dem Gesamtiberleben gezeigt
werden. Hingegen haben Rausch et al. in ihrer Studie gezeigt, dass ein CRP im Serum
>5mg/L ein unabhéngiger Einflussfaktor auf das Gesamtuberleben von Patienten mit
mRCC, die sich einer Metastasektomie unterzogen haben, ist.®?® Auch Fujita et al.
konnten zeigen, dass ein erhohtes CRP mit einem verkirzten Gesamtlberleben
einhergeht. Fur ihre Studie haben sie Patienten mit mRCC untersucht, die im Anschluss
an die CRP-Bestimmung mit Sorafenib therapiert wurden. Demnach koénnte das CRP
also ein natzlicher Biomarker sein, um pradiktive Aussagen tber das Ansprechen einer
Sorafenib-Therapie zu machen.*> Xia et al. haben auch Patienten mit nicht-
metastasierten ccRCC auf eine prognostische Relevanz des CRP untersucht. Dabei
konnten sie zeigen, dass das CRP sowohl fiir das Gesamtlberleben als auch fir das
metastasenfreie Uberleben ein unabhangiger prognostischer Faktor ist. Gleiches

konnten sie fiir den Lymphozyten-Monozyten-Quotienten zeigen.’®” Xia et al. fiihren
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ihre Beobachtungen auf die Rolle chronischer Entzlindungen in der Karzinogenese

zuriick .’

Diese Arbeit konnte zeigen, dass sich die MUCIL-Expression zwischen benignem
Nierenparenchym, ccRCC-Primartumoren und ccRCC-Metastasen signifikant
unterscheidet. Zudem konnten in dieser Arbeit einige signifikante Assoziationen
zwischen der MUC1-Expression und klinisch-pathologischen Parametern gezeigt
werden.

Eine neue Beobachtung ist, dass groRe Unterschiede in der MUCL-Expression der
Metastasen unterschiedlicher Lokalisationen vorliegen. Wahrend pulmonale, pleurale,
mediastinale und dermale Metastasen eine hohe MUC1-Expression zeigen, weisen
intestinale, hepatische, ossére, adrenale und nodale Metastasen eine geringere MUC1-
Expression auf. Diese Beobachtung wirft die Frage auf, weshalb in einer Studie von
Leroy et al. bei einem Anteil von tiber 70% MUC1-positiver Zellen in der IHC von
Gewebe des Primartumors das Risiko fiir eine viszerale Metastasierung gestiegen ist®,
wahrend die viszeralen Metastasen selbst, zumindest in dieser Arbeit, eine
vergleichsweise geringe MUC1-Expression zeigen.

Eine weitere bemerkenswerte Beobachtung dieser Arbeit ist, dass pulmonale Metastasen
im Vergleich zu nicht-pulmonalen Metastasen eine signifikant stdrkere membrandse
MUC1-Expression zeigen. Diese Beobachtung deckt sich mit den Veroffentlichungen
von Spicer et al. und Pochampalli et al., dass MUC1-knockout-Mause mit
Mammakarzinomen seltener Lungenmetastasen entwickeln als Mause, die MUC1
exprimieren konnen.'%13 Diese Erkenntnisse konnten zukiinftig im Rahmen der
Auswahl geeigneter Patienten fiir eine zielgerichtete Therapie gegen MUC1 von
Relevanz sein, denn aufgrund der diffusen Uberexpression von MUC1 in RCC, aber
v.a. auch in Metastasen von RCC, zumindest bestimmter Lokalisationen, kdnnte MUC1
ein vielversprechendes Target zielgerichteter Therapien sein.®

Aktuell gibt es noch kein zugelassenes Medikament gegen MUCL1, jedoch zeigen
diverse klinische Studien bereits vielversprechende Ansétze.”® Dabei wurden
beispielsweise Ansatze mit dendritischen Zellen, rekombinanten Vaccina-Viren,
Peptiden, Antikérpern und synthetischen Mucinen getestet.!

Therapieversuche mit Antikérpern gegen die extrazellulare MUC1-N-Untereinheit
haben sich dabei bisher als nicht effektiv erwiesen. Dies ist vermutlich darauf

zurlickzufuhren, dass die Antikdrper aufgrund der hohen Mengen des zirkulierenden
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MUC1-N die Tumorzellen kaum erreichen.®® Ein humanisierter monoklonaler
Antikorper gegen MUC1, der in diesem Zusammenhang getestet wurde, ist AS1402
(friher R1550). In Versuchen mit Patientinnen mit Mammakarzinom waren jedoch sehr
hohe Dosen notwendig, da das zahlreich intravasal vorhandene MUC1 zunéchst
abgesattigt werden musste, bevor mit einer zytotoxisch wirksamen Reaktion gegen
MUC1-positive Zellen gerechnet werden konnte. Ein weiteres Problem der gegen
MUC1-gerichteten  AntikOrper-Therapie ist die ausgeprdgte extrazellulare
Glykosylierung von MUC1, welche MUC1-N fiir die Antikorper schwer zugénglich
macht.2% Im Gegensatz dazu ist MUC1-C nicht im Blutplasma nachweisbar und auch
nicht von der starken Glykosylierung betroffen. Somit kénnte MUC1-C ein geeigneteres
Target fiir eine Antikorper-Therapie darstellen.’

Hisatsune et al. konnten zeigen, dass durch den anti-MUCL1-Antikérper GP1.4 die
Translokation von EGFR von der Zelloberflache in den Intrazellularraum beginstigt
wurde. Dies fiihrte zu einer Desensitivierung gegeniiber EGF und damit einhergehend
zu einer verminderten Signalaktivierung durch EGFR. Somit wurden die EGF-
vermittelten Zellfunktionen, wie beispielsweise der Wundverschluss, durch GP1.4
inhibiert.*

Neben MUC1-spezifischen Therapieversuchen mit Antikorpern, gibt es auch
Therapieansétze mit Peptiden, wobei bereits verschiedene Peptide getestet wurden. Ein
Beispiel ist in diesem Zusammenhang MIP (MUCL1 inhibitory peptide), welches zur
besseren zellularen Aufnahme mit PTD4 (protein transduction domain 4) co-lokalisiert
ist, und somit PMIP (PTD4 MUC1 inhibitory peptide) genannt wird.

PMIP wirkt als kompetitiver Inhibitor und interagiert wie MUC1 mit B-Catenin oder
EGFR, sodass die onkogenen Funktionen von MUCL eingeschrankt sind. In vitro
konnte durch Behandlung mit PMIP die Proliferation, Migration und Invasion von
Zellen eines metastasierten Mammakarzinoms reduziert werden. 8

Das Peptid GO-201 hingegen bindet an das CQC-Motiv von MUCL. Dieses Motiv ist
relevant flr die Homodimerisierung von MUC1, welche somit gehemmt wird. Auch die
mit der Homodimerisierung einhergehende Translokation von MUCL in den Nukleus
findet somit nicht mehr statt. Dies resultiert wiederum darin, dass GO-201 die
Aktivierung des Wnt/B-Catenin-Signalwegs supprimiert.t’” AuBerdem konnte gezeigt
werden, dass durch die Inhibierung der Homodimerisierung von MUCL1 die Aktivierung
des STAT3-Signalwegs supprimiert wird.> Dariiber hinaus konnten andere Studien

zeigen, dass GO-201 auch die Interaktion zwischen MUC1 und dem
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Transkriptionsfaktor NF-xB einschrankt und es somit zu einer verminderten Expression
der Targetgene von NF-xB kommt.*

GO-203 ist ein weiteres Peptid, das die Dimerisierung von MUC1 und seine
Translokation in den Nukleus hemmt. In vitro zeigte sich unter Therapie mit GO-203
eine reduzierte SNAIL- und Wnt/p-Catenin Aktivitat.*® In vivo konnte bei Patientinnen
mit Brustkrebs durch die Therapie mit GO-203 die Chemosensitivitat der Tumorzellen
erhoht werden, 89116

Im Rahmen von Therapieansatzen mit dendritischen Zellen haben Loveland et al.
beispielsweise in einer Phase | Studie zehn Patienten mit fortgeschrittenen MUC1-
positiven Adenokarzinomen eine experimentelle Immuntherapie zugefiihrt. Dabei haben
sie nach einer Leukapherese ex vivo dendritische Zellen angeziichtet. Diese wurden
dann im Verlauf mit mannan-MUC1-fusion Protein gepulst und anschlielend den
Patienten reinjiziert. Mit diesem Verfahren konnte bei zwei der zehn Patienten eine
Stabilisierung des Krankheitsverlaufs erreicht werden. Dabei hatte einer der erfolgreich
therapierten Patienten ein RCC.% Auch Wierecky et al. haben einen Therapieansatz mit
dendritischen Zellen erforscht. Dabei haben sie 20 Patienten mit mRCC alle zwei
Wochen dendritische Zellen, die mit MUC1-abgeleiteten Peptiden beladen waren,
injiziert. Ab der funften Injektion wurde zusétzlich IL-2 appliziert. Bei allen Patienten
konnte eine MUCL1-spezifische T-Zell-Antwort nachgewiesen werden. Bei sechs
Patienten konnte sogar eine Regression der Metastasen beobachtet werden und bei
weiteren vier Patienten blieb ein Fortschreiten der Erkrankung aus.'®3

Neben den beschriebenen Therapieansatzen gibt es auch Studien zu Impfungen gegen
MUC1. So wurden in verschiedenen Studien Impfungen mit Peptiden durchgefiihrt, die
anschlieBend tber MHC | (major histocompatibility complex 1) préasentiert werden.
Somit soll die T-Zell-Reaktion gegen MUCL1-positive Zellen verstarkt werden. Bisher
haben es jedoch erst wenige MUC1-Vakzine in klinische Studien spaterer Phasen
geschafft.”t Ein Impfstoff, der in einer Phase 111 Studie getestet wird, ist BLP25. Hierbei
handelt es sich um einen Liposomen-Impfstoff, der nach Applikation eine
Immunantwort gegen MUC1-Tandem Repeats induzieren soll.”® Ein weiterer Impfstoff,
der in einer Phase Il Studie getestet wird, ist TG4010. Hierbei handelt es sich um ein
modifiziertes Vaccina-Virus.”® Vaccina-Viren sind behiillte DNA-Viren, die zu den
Pockenviren gehdren. Im Rahmen der klinischen Studien wurde es dahingehend

modifiziert, dass es MUC1 und IL-2 exprimiert.*®® Durch die Induktion der
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Immunreaktion gegen MUCL1 soll die Hemmung der Zell-Zell-Kontakte verhindert
werden, 1%

Beide Impfstoffe wurden zundchst an Patienten mit NSCLC untersucht und zeigten
dabei eine Verlangerung der Uberlebenszeiten.”® Somit lauft aktuell eine randomisierte
kontrollierte prospektive Phase Il Studie, die das Outcome von Patienten mit NSCLC
unter Chemotherapie und TG4010 im Vergleich zu alleiniger Chemotherapie
untersucht.’® Auch in Bezug auf mRCC haben Therapieansitze mit TG4010
vielversprechende Ergebnisse geliefert, sodass es 2011 bereits im Rahmen einer Phase
Il Studie an Patienten mit mRCC angewendet wurde. Dabei zeigten nach einem halben
Jahr 18% der 27 Patienten eine Stabilisierung der Erkrankung. Die meisten Patienten
mit Progress wurden daraufhin zusatzlich zu TG4010 mit Zytokinen therapiert,
woraufhin bei weiteren 30% der therapierten 20 Patienten eine Stabilisierung der
Erkrankung erreicht werden konnte. Dabei zeigten Patienten, bei denen eine
Antikorperproduktion gezeigt werden konnte, einen leichten Uberlebensvorteil. Auch
Patienten mit einer CD8"-Zell-Reaktion gegen MUC1 hatten einen leichten
Uberlebensvorteil. Aufgrund der kleinen Patientenzahlen und dem maéRigen
Uberlebensvorteil, der aus der Therapie mit TG4010 resultierte, ist die zukiinftige
Relevanz der TG4010-Impfung bei mRCC noch unklar.%

Ein weiterer Ansatz einer Impfung fur Patienten mit RCC wird mit IMA901
durchgefuhrt. Hierbei handelt es sich um eine Mischung multipler Tumor-assoziierter
Peptide, darunter auch MUC1.*® Auch durch IMA901 wird eine T-Zell-Antwort
induziert. Die Applikation von IMA901 in einer Phase I/11-Studie war bei Patienten mit
mRCC mit einem verlingerten Gesamtiiberleben assoziiert.!®

Daruber hinaus gibt es einen mMRNA-basierten Ansatz fur eine Impfung bei RCC. Dabei
haben Rittig et al. im Rahmen einer Phase I/11-Studie Patienten mit RCC im Stadium 1V
Granulozyten-Makrophagen-Kolonien-stimulierenden Faktor (GM-CSF) und in vitro
transkribierte mRNA intradermal injiziert. Die mRNA kodierte dabei fir MUC1 und
andere tumorassoziierte Antigene. Im Rahmen dieser Studie konnte bei einigen
Patienten eine Stabilisierung des Krankheitsverlaufs erreicht werden. Aullerdem lieR
sich eine Induktion einer T-Zell-Antwort gegen verschiedene tumorassoziierte Antigene

nachweisen.?3
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Im Gegensatz zu den vielversprechenden Ansatzen mit MUCL1 als Target zielgerichteter
Therapien, scheint der prognostische Nutzen von MUC1 auf Grundlage der Ergebnisse
dieser Arbeit limitiert.

Die Aussagekraft dieser Arbeit ist generell durch den retrospektiven Ansatz und die
limitierte Patientenanzahl der beiden Patientenkollektive beschrankt. Aufterdem konnten
im Rahmen dieser Studie nicht Metastasen aller Lokalisationen untersucht werden, da
kein Gewebe zur Verfligung stand. Ein Beispiel sind in diesem Zusammenhang
zerebrale Metastasen.

Weitere Limitationen dieser Studie liegen in der TMA-Auswertung und der
Quantifizierung der immunhistochemischen Farbungen. So konnen beispielsweise
unterschiedliche auswertende Personen und eine variable Qualitat der Farbungen zu
Abweichungen fuhren. Um diese Fehlerquelle so gut wie mdglich zu eliminieren,
wurden die immunhistochemischen Farbungen im Rahmen dieser Studie standardisiert
durch hochwertige Férbeautomaten am Institut fur Pathologie und Neuropathologie an
der Universitatsklinik Tibingen durchgefiihrt. Zudem wurden die gefarbten Zellen mit
Dr. Steffen Rausch und cand. med. Johanna Beermann von zwei verschiedenen

Personen ausgezahlt und bei gréReren Abweichungen wurde erneut ausgezahlt.

Diese Arbeit stellt die erste Studie dar, die die MUCL-Expression in RCC-Metastasen
und deren Zusammenhang mit klinisch-pathologischen Parametern untersucht. Eine
weitere Besonderheit dieser Arbeit ist dartber hinaus, dass die zytoplasmatische und die
membrandse MUCIL-Expression getrennt voneinander betrachtet und ausgewertet
wurden. Im Gegensatz dazu haben andere Autoren bisher berwiegend nur zwischen
MUC1-positiven und MUC1-negativen Zellen unterschieden und lediglich qualitativ
beschrieben, ob die MUC1-Expression eher membrands, zytoplasmatisch oder
kombiniert ist.

AuBerdem konnte im Rahmen dieser Arbeit die MUC1-Expression zwischen ccRCC-
Primértumoren und dazugehdrigen Metastasen verglichen werden. Dies wurde zuvor
bisher nur einmalig durchgefiihrt, und zwar von Leroy et al..8° Sowohl in der Studie von
Leroy et al., als auch in der vorliegenden Arbeit, konnte kein systematischer
Zusammenhang zwischen der MUC1-Expression in ccRCC-Primértumoren und
dazugehdrigen Metastasen gefunden werden. In diesem Zusammenhang ist jedoch zu

beachten, dass Leroy et al. nur fur zehn ihrer ccRCC-Metastasen auch Gewebe des
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dazugehorigen Primértumors zu Verfiigung stand.®® In der vorliegenden Arbeit traf dies
sogar nur flr sechs Patienten zu. Somit sollten weiterfuhrende Studien mit groReren
Patientenkollektiven durchgefuhrt werden, um eine fundiertere Aussage tiber mogliche

Zusammenhange treffen zu kdnnen.

5. Zusammenfassung

Ziel dieser Arbeit war es, verschiedene MUC1L-Expressionsmuster und die Kklinisch-
pathologische sowie prognostische Relevanz von MUC1 in ccRCC-Primartumoren und
ccRCC-Metastasen genauer zu betrachten.

Gewebestanzen von 151 ccRCC-Metastasen, 61 ccRCC-Primértumoren und dazu
korrespondierendem benignem Nierenparenchym wurden auf einen TMA Ubertragen.
AnschlieBend wurden die Arrays mit einem Antikorper gegen MUCL
immunhistochemisch gefarbt und semi-quantitativ ausgewertet, wobei die IR-Scores als
Produkt des relativen Anteils der gefarbten Zellen und der Intensitat der Farbungen
gebildet wurden. Die MUC1-Expression in benigem Nierenparenchym, primaren
ccRCC und RCC-Metastasen wurde miteinander verglichen und es wurde nach
Assoziationen mit klinisch-pathologischen Parametern und der Prognose der Patienten
gesucht.

Dabei wurde beobachtet, dass die mediane zytoplasmatische MUC1-Expression in
benignem Nierengewebe am starksten ausgepragt war (medianer IRS=1,04). Im
Vergleich dazu zeigten primdre ccRCC (medianer IRS=0,50) und ccRCC-Metastasen
(medianer IRS=0,12) eine signifikant geringere zytoplasmatische MUC1-Expression.
Im Gegensatz dazu war die membrandése MUC1-Expression in benignem
Nierenparenchym signifikant geringer (medianer IRS=0,21) als in primaren ccRCC
(medianer IRS=0,59) und RCC-Metastasen (medianer IRS=0,57).

Deutliche Unterschiede in der zytoplasmatischen und der membranésen MUC1-
Expression wurden v.a. zwischen verschiedenen Lokalisationen von RCC-Metastasen
gefunden. Dabei zeigte sich insbesondere eine signifikant starkere membrandse MUC1-
Expression in pulmonalen Metastasen im Vergleich zu nicht-pulmonalen Metastasen

(p=0,014). Im Gegensatz dazu war der Unterschied zwischen der zytoplasmatischen

89



MUC1-Expression in pulmonalen und nicht-pulmonalen Metastasen nicht signifikant
(p=0,113).

Signifikante Assoziationen konnten auch zwischen der membranésen MUC1-
Expression in ccRCC-Metastasen und dem mannlichen Geschlecht (p=0,045) und einer
Kreatinin-Erhéhung (p=0,040) gezeigt werden.

Die prognostische Relevanz von MUCL in dieser Arbeit war limitiert. Hingegen zeigten
sich in dieser Arbeit im Rahmen der univariaten Analysen fur das Patientenkollektiv mit
cCRCC-Primértumoren ein T-Stadium >T2, ein Fuhrmann-Grading >G2, eine
sarkomatoide Differenzierung des Tumors und ein positiver Nodal- und
Metastasenstatus als negative prognostische Faktoren. In den univariaten Analysen fir
das Patientenkollektiv der ccRCC-Metastasen zeigten sich ein Fuhrmann-Grading >G2,
eine Andamie, eine LDH-Erhéhung und ein Karnofsky-Index <80% als prognostisch
relevant. Dabei gehoren das hohere Grading, die erhohte LDH und der reduzierte
Karnowsky Performance Status auch zu den Motzer-Kriterien.%

Im Vergleich der MUC1-Expression in Metastasen mit ihren korrespondierenden
ccRCC-Primértumoren konnte kein Zusammenhang festgestellt werden. Aufgrund der
limitierten Anzahl der Patienten fiir die sowohl Gewebe der Primértumore als auch der
Metastasen vorlag, sollten hier weitere Studien mit grofleren Patientenkollektiven
durchgefihrt werden, um eine fundiertere Aussage machen zu konnen.

Insgesamt unterstreicht diese Arbeit die Relevanz von MUCL1 in Bezug auf ccRCC. Da
MUC1 in Primartumoren und Metastasen vermehrt membrands exprimiert wird, stellt
MUC1 schon jetzt in diversen klinischen Studien ein vielversprechendes Target
zielgerichteter Therapien dar. Durch die in dieser Arbeit gezeigte signifikant
unterschiedliche MUC1-Expression in Metastasen unterschiedlicher Lokalisationen,
kdnnte hiertiber die Selektion geeigneter Patienten fir zielgerichtete Therapien gegen
MUC1 durchgeflhrt werden.
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durch Herr Dr. Marcus Scharpf kontrolliert und bei Bedarf korrigiert.

Die Erstellung der Tissue Micro Arrays habe ich nach Einweisung durch Julian
Heinkele, einen studentischen Mitarbeiter im urologischen Labor der Universitatsklinik
Tubingen, selbststandig durchgefiihrt.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden maschinell am Institut fir Pathologie
und Neuropathologie des Universitatsklinikums Tibingen durchgefiihrt. Die Maschinen
wurden dabei durch die MTA Claudia Hermann, Mitarbeiterin des Instituts, bedient.

Das Erstellen der Farbescores wund das anschlieBende Auszéhlen der
immunhistochemisch gefarbten Zellen wurde nach Anleitung durch Dr. Steffen Rausch,
Oberarzt der Klinik fur Urologie am Universitatsklinikum Tubingen, selbststandig
durch mich vorgenommen. Im Anschluss hat Dr. Steffen Rausch die Zellen erneut
ausgezahlt. Bei groReren Abweichungen habe ich die Zellen ein drittes Mal ausgezéhit.

Die statistische Auswertung erfolgte in Zusammenarbeit von Dr. Steffen Rausch und
mir.

Ich versichere, das Manuskript selbstandig verfasst zu haben und keine weiteren als die
von mir angegebenen Quellen verwendet zu haben.

Tibingen, den 28.12.2016
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Abstract

Purpose  To determine the differential expression patterns
and prognostic relevance of Mucin-1 (MUCI) expression
in clear cell renal cell carcinoma {RCC) metastasis.
Methods Tissue microarrays (TMA) from samples of
151 RCC metastases, 61 primary RCCs and corresponding
benign renal tissues were immunohistochemically stained
for MUCI1 and semi-guantitatively cvaluated by imma-
noreactivity scores (IRS). MUCI differential cxpression
in metastasis, primary RCC and normal tissue were com-
paratively analyzed. Patieat characteristics and clinical
follow-up for patients with metastatic RCC (mRCC) were
recorded. Correlations of MUC] expression with mRCC
survival were determined.

Results Median cytoplasmic expression was highest in
benign tissue (IRS = 1.04). Primary RCC (0.50) and metas-
tasis (0.12) showed significantly lower cytoplasmic stain-
ing intensity. Membranous expression in benign tissue was,
however, significantly lower (0.21) compared with primary
RCC (0.59) and metastasis (0.57). Notable differences of
MUC1 cytoplasmic and membranous expression were
observed between different metastasis sites. Significantly
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higher (P = 0.014) membranous expression was cbserved
in pulmonary versus non-pulmonary lesions, while no sig-
nificant differences of cytoplasmic MUCI expression were
observed. The prognostic relevance of MUCT expression in
metastatic RCC was limited.

Conclusions MUCI is differentially expressed in benign
renal tissue, primary RCC and RCC metastasis. Membra-
nous MUC! expression was significantly clevated in pul-
monary metastases compared to non-pulmonary lesions,
which may reflect individual biology and putative response
to MUC 1-based anti-cancer therapy.

Keywords Moucin - Renal cell cancer - Clear cell -
Prognosis - Mctastasis

Introduction

Mucin-1 (MUCI) is a membranc-anchored member of the
mucin family. It is translated as a single peptide and after
auto-cleavage two subunits are formed. Both the extracel-
lular N-terminal (MUC-N) domain and C-terminal (MUC-
C) domain consist of an extracellular, transmembrane and
cytoplasmic fraction. forming a heterodimer through a
non-covalent binding [1-3]. Transmembrane interactions
with vascular endothelial growth factor (VEGF) as well as
regulatory cytoplasmic propertics and even direct effects
as a transcription cofactor for genes that mediate malig-
nant transformation have been identified as tumor promot-
ing qualities of MUCI, with the main functional relevance
accredited to MUC-C [1-3].

Renal cell carcinoma (RCC) is associated in high fre-
quency with mutation, loss of heterozygosity (LOH), or pro-
moter methylation of the von Hippel-Lindau (VHL) gene
[4], leading 0 an accumulation of hypoxia-inducible-factor

€) Springer

103



World J Urol

(HIF) l-alpha and coasccutive transcription of pro-tumo-
nigenic geaes. MUCH is directly regulated by HIF-1-alpha
which delincated MUC as a potential therapeutic target in
RCC [5].

Morcover, overexpression of MUCIT has been reported
to be associated with cancer prognosis and metastatic pro-
gression in a multitude of cancer entities, including clear
cell RCC [2, 6-10]. While prior studies have evaluated the
prognostic relevance of MUCT in primary RCC [11-14],
and metastasis status of patients with primary RCC has
been described as associated with MUCIH expression [5],
data on the extent and importance of MUC] protein expres-
sion in RCC metastases are limited.

With regard to current advances in the development
and (pre-)clinical application of MUC!-based anti-cancer
therapies by synthetic peptide vaccination [15], or com-
petitive MUCT inhibitors [16, 17]. information on MUCI
expression in metastases of ROC and the prognostic rele-
vance of MUCT in patients with mRCC could contribate to
improved patient sclection for the respective treatments in
clinical trials.

In the present study, immunohistochemical (IHC)
expression patterns of MUC] in RCC metastasis and the
prognostic significance of MUC] expression in primary
and metastatic RCC (mRCC) were evaluated. In addition.
the relevance of MUCI cytoplasmic versus membranous
staining localization was analyzed separately.

Patients and methods

Tissue microarrays (TMA) from samples of a total of 151
patients from the Department of Urology. University hos-
pital Tubingen were created. The technique of TMA is
described in detail elsewhere [18]. The TMAs consisted
of two cores (core size 0.6 mm) of 151 RCC metastases
from 90 patients after metastasectomy for mRCC, and 61
primary RCCs and corresponding benign renal tissues after
surgical treatment with curative intent (nephrectomy or
partial nephrectomy), respectively. Only patients with his-
tologically confirmed clear cell renal carcinoma (ccRCC)
were included. Benign cores were taken from blocks with-
out cancer infiltration. Patient charactenstics and clini-
cal follow-up were recorded. Written informed consent
was obtained by all participants. The study was approved
by the ethics committee of the University of Tubingen
(0782012B02).

Immunohistochemistry

TMA slides were incubated with a lyophilized mouse
monoclonal anti-MUC] antibody (Novocastra™, product
code: NCL-MUC-I, Leica Biosystems, Wetzlar, Germany)
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diluted at 1:300 using a commercial diluent (Dako,
Glostrup, Denmark) at 37 °C/99 “F for 32 min. For visu-
alization an 1View™ DAB detection kit (ROCHE, Basel,
Switzerland) was applied. Gill's hematoxylin (own prod-
uct) was used for counterstaining. Negative controls were
performed by omitting the primary antibody.

Semi-gquantitative evaluation of TMAs

TMA evaluation was performed in a blinded fashion by
two independent reviewers (SR, JoB). MUC1 was evalu-
ated with regard to cytoplasmic and membranous staining
patterns. Both parameters were quantified according to an
immunoreactivity score (IRS). multiplying the percent-
age (0.0-1.0) of positive cells by a factor representing the
intensity of immune-reactivity (0 no staining. 1 weak, 2
moderate, and 3 strong staining), giving a8 maximum score
of 3.0. Supplementary Figure | illustrates different staining
intensities for cytoplasmic and membranous expression of
MUCI.

Statistical analysis

For the comparison of MUCI expression in metastasis,
primary RCC and normal tissue. Kruskal-Wallis analysis
was performed. Kaplan-Meier analyses were performed
to estimate survival in dependence of high or low MUCI
expression, which was set as higher, or lower than the
median staining score. Logistic regression was performed
to determine association between membranous and cyto-
plasmic expression values. Differences between subgroups
were cvaluated by log-rank tests. Univariate and multivani-
ate Cox proportional regression analyses were performed to
assess the corrclation of clinical parameters with survival.
Statistical significance was regarded as P < 0.05. Statisti-
cal analyses were performed using MedCalc (Version 12,5,
Ostend. Belgium).

Results

Differential expression of MUCT in benign tissue,
primary clear cell RCC and metastasis

A summary of paticnts’ characteristics is given in Sup-
plementary Table 1. All benign samples (100 %), 84 %
(n = 51) of evaluable primary RCC. and 83 % (n = 63)
of mRCC patient samples showed overall MUC! expres-
sion. Figure | illustrates MUC] cytoplasmic and membra-
nous expression determinants in the respective subgroups.
Median cytoplasmic expression was highest in benign tis-
sue (IRS = 1.04), while primary RCC (0.50) and metastasis
(0.12) showed significantly reduced cytoplasmic staining
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Table | Immusorcactivity scores (IRS) for cytoplasmic and membranoes MUC] expression in bemign remal tissue, primary ROC, and RCC

meolastasis
IRS-MUC] cytoplasmic cxpression IRS-MUC] membranous expression
Callective (1) Bemign (2) Primary (3) RCC Callective (1) Benign (2) Primary (3)RCC
lissuc RCC mclastasis lissuc ROC meclastasis
Samplc sirc 262 50 61 262 50 61 151
Lowest value 0 0.14 0 0 0 0 0 0
Highest value 3 270 294 3 3 1 3 3
Arithmetic mean  0.58 1.16 0.69 037 0.77 030 0.91 092
95 % CI for the 0.50-0.67 1.01-1.32 0.52-0.87 027047 0.66-0.87 0.23-037 0.69-1.12 0.77-1.07
mean
Mcdian 0.31 1.04 0.5 0.12 036 021 0.59 0.57
95 % Cl for the 0.22-0.49 084-134 0.36-0.76 0.0690.16 0.26-049 0.16-0.36 0.36-1.07 0.38-0.81
median
Different from (23 (13) (1X2) (23) ()] (0
factor (<0.01)*

Cl confdence interval, RCC renal cell carcinoma
* P from Kruskal-Wallis analysis

intensity (P < 0.05). In contrast, membranous expression
in benign tissue was significantly lower (0.21) compared
with primary RCC (0.59) and metastasis (0.57) (Table 1).
No correlation between membranous and cytoplasmic
MUC! expression was observed in beaign tissue (r < 0.01,
P = 0.83), while membranous and cytoplasmic expres-
sion in primary RCC and mRCC tissue were significantly
associated (r = 0.13, P < 0.001 and r = 0.21, P < 0.001,
respectively).

The evaluation of MUC] expression at different metas-
tasis sites is illustrated in Fig. 2a, h. Notable differences
of MUC1 cytoplasmic and membranous expression were
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observed between pulmonary, pleural, mediastinal and skin
metastases (high expression) and intestinal. liver, bone,
lymph node, or adrenal metastases, which showed oaly
low to moderate MUCI expression levels. When compar-
ing expression levels of pulmonary versus non-pulmonary
metastases (Fig. 2c, d), a significantly higher (P = 0.014)
membranous  expression was observed in  pulmonary
lesions. No significant differences of cytoplasmic MUC!
expression between pulmonary and non-pulmonary metas-
tases were present. Mean and median MUCT expression for
the respective metastasis sites are summarized in Supple-
mentary Table 2.
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Prognostic value of MUCI expression in mRCC

Median OS for mRCC patients was 66.1 months (95 % CI
51.3-66.1). Kaplan-Meier survival analysis for the mRCC
cohort in dependence of MUCT expression is given in Sup-
plementary Figure 2. Median OS in dependence of MUCI
cytoplasmic expression level was similar with 64.6 months
(36.9-64.6) in the high expression, and 66.1 months
(43.1-66.1) in the low expression subgroup. respectively.
Patients with high membranous MUC1 expression showed
a median OS of 51.3 {23.9-51.3) months, while patients
with low membranous MUCI expression survived a
median of 66.1 months (58.0-66.1). No significant associa-
tion of OS with MUC1 cytoplasmic (P = 0.767), membra-
nous (P = 0.183) or overall (P = 0.518) cxpression was
observed. Univanate Cox regression analysis identified
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anemia (P = 0.028). clevated lactate dehydrogenase (LDH;
P = 0.045), and Kamnofsky performance status <80 %
(P = 0.031) as significant determinants of OS in mRCC.
No determinant was identified as an independent prognosti-
cator of OS in multivariate analysis (Table 2).

Discussion

MUCI expression in association with cancer prognosis and
metastasis has been discussed based on the observation of
multiple interactions of MUCI with transmembrane pro-
teins, cytoplasmic signaling pathways and transcription
regulation of pro-invasive genes [1, 3, 19]. While the extra-
cellular domain of MUC1 may be aberrantly glycosylated
in cancer, leading to putative revelation of immunogenic
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Table 2 Univariate and mueltivariate Cox regression analysis for overall survival in the mRCC cohort (m = 76)

Covariate Univariale Moultivariatc
b SE Wad P oxp(b) 95%CI b SE Wad P apb) 95%Cl
of exp(b) of exp(b)
MUCI cytoplasmic > median -0.12 03% 009 0767 089 0.41-1.92
MUCI mombrancous > median  —0.61 040 237 0.024 054 0.25-1.18
MUCT overall expression -032 050 041 0520 0M2 0.27-1.92
Ancmia 092 042 481 0028 250 L11-564 066 049 182 0177 194 0.75-5.07
Sex male/female 051 043 143 0232 167 0.72-384
Thrombocytosis 049 042 135 0245 183 0.72-3.73
LDH clevation 1.11 055 403 0045 305 1.03-899 031 070 019 0662 136 035-537
Elevated calcium .13 075 229 0330 310 0.72-13.31
CRP clevation 110 062 312 0.077 3.00 0.89-10.09
BMI > 30 013 054 005 0817 088 0.31-2.55
Karmofsky < 80 107 050 468 0031 293 I.11-771 078 060 165 0.198 218 0.67-7.07
Gamma-GT clevation 058 046 158 0.208 178 073435
Leukocyie count clovation 065 062 109 029 192 057-6.49
Creatinine clevation —-038 042 083 0364 099 031-154

Significant changes arc highlighted in bold

cxp(b) hazard ratio, Cf coaBidence interval, SE standard crror, BM/ body mass index, LDH lactate dehydrogenase, CRP C reactive protein

cancer cpitopes, the cytoplasmic domain of MUCI is
involved in signal transduction. As the HIF-1-alpha signal-
ing is known as the main renal carcinogenetic pathway, the
reported link between MUCT and this pathway is of special
interest. Using different renal cell models and small inter-
fering RNA assays targeting either HIF-1-alpha or YC-1, a
HIF-1 pharmacologic inhibitor, Aubent et al. showed induc-
tion of MUC1 expression under hypoxia by a HIF-1-alpha
dependent mechanism. Moreover, a direct binding of HIF-
1-alpha at the MUCI promoter and a MUCI knockdown
reduced invasive and migration properties of RCC cells
under hypoxia. A concomitant increase in HIF-1-alpha and
MUCI in metastatic versus non-metastatic RCC cells was
reported [5].

In accordance to these functional interrelations, MUCT
expression has been identified as a prognostic parameter
in multiple cancers. including breast, lung. ovarian, pan-
creatic, salivary gland, or small bowel cancer [2, 7-10, 17,
20]. Several authors have evaluated the clinical relevance of
immunohistochemical MUC1 expression in primary RCC
specimen, describing MUCI as a putative diagnostic and
prognostic marker [11-14, 21].

Knowledge on MUCI expression patterns and their
prognostic relevance in RCC metastases is limited. Leroy
et al. analyzed 22 consecutive cases of metastases from
RCC and ten cases of corresponding primary renal tumor.
Nineteen of 22 metastasis cases (86.6 %) were positive
for MUCI. The percentage of stained cells varied from
1590 % (mean 62 %). In corresponding primary renal
cancer, 90 % of tumors expressed MUCI, with more than
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50 % of cells showing immunorcactivity [22]. In the pre-
sent study, the percentage of MUCT overall positive sam-
ples was 100 % in benign renal tissue, 83.6 % in primary
RCC, and 82.9 % in RCC metastases. Membranous MUC!
expression was significantly higher in both malignant tissue
types (primary and metastasis) compared to benign renal
tissue. However, no significant difference in membranous
MUCI expression between primary cancer and metastasis
was noted. In contrast. cytoplasmic proportions of MUCI
were reduced in primary RCC and RCC mctastasis com-
pared to benign tissue. Moreover. the observed difference
between primary cancer and metastasis tissue was signifi-
cant. While knowledge on the relevance of cytoplasmic
MUCTI expression in RCC is limited. it has been described
as a predominant feature of chromophobe RCC, or type |
papillary RCC [13, 23]. The prognostic relevance of dis-
criminating MUC! cellular localization in primary RCC
was outlined by Langner et al., describing a differential
apical or circumferential membranous staining pattern of
MUCI in conveational (clear cell) RCC as related to pT-
stage (P = 0.002) and tumor grade (P = 0.001) [ 13].

The observed high cytoplasmic MUC! expression lev-
els in benign renal tissue and lower levels in primary RCC
and RCC metastasis in the present study may reflect dif-
ferences in biological behavior and aggressiveness between
these lesions. Nevertheless, no association between MUCH
cytoplasmic expression levels and mRCC prognosis was
detected. As this limitation was also present for membra-
nous and overall MUC] expression patterns, the utility of
MUCI expression as a prognostic biomarker in mRCC
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appears limited. Eichelberg et al. earlier concluded that
besides the existence of promising molecular markers for
RCC, currently available data were not vet valid enough for
routing, clinical application of any RCC marker. Stratifica-
tion for ROC type and treatment modalities was demanded
by the authors, in order to lift the use of molecular markers
in RCC to a practical level [24]. The latter recommendation
appears especially interesting with regard to MUCT.

MUCI has boen used as a target for specific cancer
immunotherapy and clinical trials have been performed
integrating MUC] as a target peptide for anti-cancer vacci-
nation or direct functional inhibition [15-17, 25, 26]. Inter-
estingly, differences between metsstasis sites with high
MUC] expression, like lung, pleura. mediastinom, or skin
and low MUC] cytoplasmic and membranous expression,
like the small bowel, liver, bone, lymph node, or adrenal
metastases were observed in this stedy, Polmonary metas-
tases showed significantly higher membranous expression
levels compared to non-pulmonary lesions, which may be
clinically relevant with regard to the application of MUC1-
based systemic therapies. Earlier investigations have indi-
cated individoal clinical and biological characteristics
of pulmonary RCC metastases. Unspecific combination
immunotherapy with low-dose [L-2 plus IFM-¢ has besn
reported to be particulardy effective for mRCC patients
with metastasis limited to lung [27]. Moreover, retrospec-
tive studies have sugpested a survival benefit following pul-
monary metastasectomy in selected patients [2E] and the
rare events of spontansous regression of ROC metastases
have been frequently reported with pulmonary involvement
[29].

While it remains to be elucidated. whether the individ-
ual cancer biology of pulmonary metastases contributes
to these effects and observations, further analyses should
aim at the evaluation of divergent clinical effectiveness of
MUC]-based therapies in dependence of MUC] expression
and RCC metastasis localization. In consequence, maore
individualized approaches of MUC 1-based treatment strat-
egies will be possible.

The present stody is limited by the retrospective
approach and the sample size. Moreower, analyses of cen-
tral nervous system metastases cannot be given due to the
unavailability of corresponding surgical specimen. To ower-
come the limitation of post hoc comparison of independ-
ent primary RCC and mRBCC patient cohorts and to gain
information on intra-individuel MUC] expression differ-
ences, it would be of additional interest to compare MUC1
primary tumor expression with comesponding metastatic
tissue from the same patient. To obtain this, the evaluation
of larger tissue bichanks appears appropriate. The study
is further inherent to the limitations of semi-gquantitative
TMA analysiz, such as inter-observer varability and vari-
ghle performance of immunoassays. Future stdies should
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additionally trv to evaluate the possible integration of auto-
mated TMA analysis.

However, to the authors” knowledge, the present report
iz the first to describe the relevance of differential MUCI
expression in ROC metastasis along with a prognostic eval-
uvation of MUCI in a patient cohort with mRCC.

Conclusions

MUC] i=s differentially expressed in benign renal tissue,
primary RCC and RCC metastasis. In addition, MUCI
expression was found to be different at distinct metas-
tasis sites. Membranous MUC] expression was signifi-
cantly higher in pulmonary metastases compared o non-
pulmonary lesions, which may reflect individual biology
and response o MUCL-based anti-cancer therapy, MUCI
expression was not associated with metastatic RCC prog-
nosis. Since MUC1-based treatment regimen for advanced
and metastatic cancer are subject to clinical investigation,
future analyses should aim at the evaluation of MUCI
cxpression in primary cancer and metastases as a predic-
tive biomarker for treatment response and survival in these
patients.
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