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1. Einleitung

1.1 Epitheliale Neoplasien der humanen Niere

1.1.1 Das Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom stellt etwa 3% aller malignen Tumorerkrankungen und 80% aller
malignen Nierentumoren des Menschen dar (Siegel et al., 2015). Seine Inzidenz weist
geographische, ethnische und altersspezifische Unterschiede auf und nimmt weltweit zu
(Macleod et al., 2013). In Deutschland werden jahrlich etwa 10.000 Neuerkrankungen
registriert (Kaatsch et al., 2013). Im Vergleich dazu wurden in den USA fiir 2015 61.560 neue
Falle beschrieben. Die altersbezogene Inzidenz der Erkrankung steigt ab dem 35.
Lebensjahr kontinuierlich an und erreicht ihren Hohepunkt in der 6. Lebensdekade (Siegel
etal., 2015). Dabei erkranken Manner 1,5 - 3-mal haufiger als Frauen (Kaatsch et al., 2013;
Kates et al., 2013).

Histologisch handelt es sich bei den humanen Nierenzellkarzinomen um heterogene
Tumorentitaten. Die derzeit anerkannten Klassifikationssysteme (Klassifikation nach WHO,
Klassifikation nach Thoenes et al., u.a.) differenzieren die Subtypen nach unterschiedlichen
histologischen, zytologischen oder zytogenetischen Merkmalen. Trotz inhaltlicher

Uberschneidungen lassen sich diese nicht miihelos ineinander tiberfiihren (siehe Tabelle 1).

Wahrend das klarzellige (70-80%) und das papillare (10-15%) Nierenzellkarzinom dem
proximalen  Tubulusepithel entstammen, leiten sich das chromophobe (5%)
Nierenzellkarzinom und das Ductus-Bellini-Karzinom (<1%) vom distalen Tubulus- bzw.
Sammelrohrsystem her (Ng et al., 2014). Bei den spindelzelligen (sarkomatoiden) Formen

handelt es sich um stark entdifferenzierte Varianten der Nierenzellkarzinom-Grundtypen.

Die Atiologie des Nierenzellkarzinoms ist nicht vollstandig geklart. Als nachgewiesene
Risikofaktoren fir die Entstehung eines Nierenzellkarzinoms gelten das Rauchen,
Ubergewicht, chronische Niereninsuffizienz sowie erhdhter Blutdruck. Weitere mdgliche
auslosende Faktoren, wie z.B. Diabetes mellitus und virale Hepatitiden, sind in der Literatur
beschrieben (Macleod et al., 2013). Tumorzytogenetisch werden chromosomale
Aberrationen beschrieben. Bei der Mehrzahl (75%) der sporadischen klarzelligen
Nierenzellkarzinome zeigt sich ein Fragmentverlust am Chromosom 3 in Form von

Mutationen des von Hippel-Lindau (VHL) Gens.
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Tabelle 1: Klassifikationssysteme der humanen Nierenzellkarzinome (abgeleitet von Brinkmann et al.,
2001)

2016 WHO-Klassifikation der epithelialen Nierenzelltumoren nach Moch [2016]
Klarzelliges Nierenzellkarzinom

Multilokulare zystische Neoplasie mit niedrigem Malignitatspotenzial

Papillares Nierenzellkarzinom

Hereditare-Leiomyomatose- und Nierenzellkarzinom-assoziiertes Nierenzellkarzinom
Chromophobes Nierenzellkarzinom

Sammelrohrkarzinom

Medullares Karzinom der Niere

MiT-Familie der Translokationskarzinome

Succinat-Dehydrogenase-defizientes Nierenzellkarzinom

Muzindses tubuléres und spindelzelliges Karzinom

Erworbene Zystennieren-assoziiertes Nierenzellkarzinom

Klarzelliges papillares Nierenzellkarzinom

Nierenkarzinom, nicht klassifiziert

Papillares Adenom

Onkozytom

Klassifikation des Nierenzellkarzinomes nach Thoenes et al. und deren Haufigkeiten [1986]

Typ des Nierenzellkarzinoms Haufigkeit
Klarzelliges 76%
Chromophiles 10%
Chromophobes 5%
Duct-Bellini-Karzinom 1%
Spindelzelliges 1%
Onkozytom 5%

Klassifikation des Nierenzellkarzinoms nach Kovacs sowie deren Modifikation von Weiss et al. auf
der Basis zytogenetischer Veranderungen

Genetik

Typ des Nierenzellkarzinoms Haufigkeit
Nicht-papillares Nierenzellkarzinom 80%
Papillares Nierenzellkarzinom 14%
Chromophobes Nierenzellkarzinom 4%
Sammelrohrkarzinom 1%
Neuroendokrine Nierentumoren <1%
Onkozytom 2%

Sarkomatoide Lasionen

-3p, +5qg/+5, -14q, -Y, -8p, +7, -6q, -9, +12
-Y, +7, +17; entdifferenziert: +16, +12, +20
LOH 3p, 59, 17p und 17q

unklar

unklar

unklar

entdifferenzierte Varianten

Heidelberg-Klassifikation von Nierentumoren nach Kovacs et al. [1997]

Typ des Nierenzellkarzinoms Haufigkeit Genetik

Benigne Nierentumoren:

Metanephroides Adenom / selten unklar

metanephroides Adenofibrom

Papillares Nierenzelladenom sehr haufig +7,+17,-Y

Renales Onkozytom 3-5% -1p, -14q, -Y oder 11q13-Translokation
Maligne Nierentumoren:

Gemeines oder konventionelles 75% -3p, Duplikatur 522, -6q, -8p, -9p und -14q
Nierenzellkarzinom

Papillares Nierenzellkarzinom 10% Trisomie 3q, 7, 8, 12, 16, 17 und 20, -Y

(vormals chromophil)

Chromophobes Nierenzellkarzinom 5%
Sammelrohrkarzinom 1%
Nicht-klassifizierbares 3-5%
Nierenzellkarzinom

Sarkomatoides Nierenzellkarzinom

LOH 1, 2,6, 10, 13, 17 und 20

Entdifferenzierte Varianten der 0.g. Typen
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Klassifikation des Nierenzellkarzinoms nach der Konsensuskonferenz der UICC und der AJCC
nach Storkel et al. [1997]

Typ des Nierenzellkarzinoms Haufigkeit Genetik

Konventionelles ca. 70% 3p-Verlust, in 5% sarkomatdse Differenzierung

Papillares 10-15% Trisomien (3q, 7, 12, 16, 17 und 20), -Y

Chromophobes ca. 5% Monosomien (1, 2, 6, 10, 13, 17 und 21)

Sammelrohrkarzinom <1% nicht gesichert

Nicht-klassifiziertes bis zu 5% Sarkomatoide Tumoren ohne differenzierte
Anteile

Etablierte, international anerkannte Prognosefaktoren fir das Nierenzellkarzinom sind das
Tumorstadium, das Tumorgrading und der histologische Typ (Haferkamp et al.,2006).
Hinsichtlich des Tumorgradings ist darauf hinzuweisen, dass bisher keine allgemeingiiltige
Grading-Methode existierte. International anerkannt und am meisten verwendet wurde
bisher das nukleare Grading nach Fuhrman von 1982 (Fuhrman et al., 1982), welches einer
objektiven Graduierung der Nierenzellkarzinome dient. Aufgrund von Problemen mit der
Interpretation, Validierung sowie Reproduzierbarkeit wird aktuell von der WHO empfohlen
das vierstufige Graduierungssystem der International Society of Urological Pathology (ISUP)
zu verwenden, welches sich bei klarzelligen und papillaren Nierenzellkarzinomen bewahrt
hat (Delahunt et al., 2013).

Ungeféhr 70% der Nierentumoren werden zuféllig im Rahmen von bildgebenden
Untersuchungen (Sonographie, Computertomographie, usw.) diagnostiziert. Durch das
zunachst lokal verdrangende Wachstum bleiben die Betroffenen lange asymptomatisch. Die
klassische Symptom-Trias aus Hamaturie, Flankenschmerz und tastbarem Tumor ist durch
die friihe Detektion selten geworden. Wie bei den meisten Tumorerkrankungen kdnnen
Allgemeinsymptome wie Mudigkeit, Fieber und Gewichtsverlust (Stauffer-Syndrom)
auftreten. Weiterhin werden in seltenen Fallen auch paraneoplastische Syndrome (durch
Tumorzellen gebildete Hormone wie etwa Renin, Erythropoetin, Parathormon oder ACTH)
beschrieben (Qi et al., 2014).

Die Therapieoptionen bei humanen Nierenzellkarzinomen beinhalten sowohl die
chirurgische Resektion des Tumors als auch eine Systemtherapie mit Tyrosinkinase-
Inhibitoren und mTOR-Inhibitoren (siehe Abschnitt 1.3).

Der therapeutische Goldstandard bei den T1/T2 diagnostizierten nicht metastasierten
Nierenzelltumoren ist die chirurgische Entfernung in Form einer partiellen oder radikalen

Nephrektomie oder die nierenfunktionserhaltende Tumorexzision (Haferkamp et al., 2006).
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Dies stellt den einzig maglichen kurativen Therapieansatz dar mit den besten

Heilungschancen und exzellenten Langzeitergebnissen (Ng et al., 2014).

Eine effektive adjuvante Therapie des Nierenzellkarzinoms ist derzeit nicht verfugbar, da es
unsensibel fir konventionelle Chemotherapeutika (Haferkamp et al., 2006) und
Strahlentherapie ist (Pomer et al., 1998; Krliger et al., 2012). Neue therapeutische Ansatze
aufgrund molekulargenetischer Eigenschaften der fortgeschrittenen bzw. metastasierten
Nierenzellkarzinome sind die kombinierte Behandlung mit Immunmodulatoren wie z.B.
Zytokinen (Interferon alpha, IL-2) oder eine Target-Therapie mit z.B. Tyrosinkinase-
Inhibitoren (TKI) und mTOR-Inhibitoren (Jonasch et al., 2014). Solche systemischen
Therapieansatze sind v.a. in folgenden Fallen indiziert: fortgeschrittenes RCC,

metastasiertes RCC oder Irresektabilitat (siehe Abbildung 1).

Stadium 1 Stadium 2 Stadium 3 Stadium 4 ohne Stadium 4 mit Fernmetastasen

Fernmetastasen

resektabel irresektabel

v v

radikale radikale medikamentose
Nephrektomie Nephrektomie Tumortherapie

oder oder und und ggf.

radikale radikale Metastasen- lokale Therapie
Nephrektomie Nephrektomie resektion von Metastasen

Abbildung 1: Empfehlung fiir die therapeutische Primarstrategien bei der Behandlung des humanen
Nierenzellkarzinoms. Der Einsatz der verschiedenen therapeutischen Optionen richtet sich dabei nach
dem Tumorstadium bei Erstdiagnose. Modifiziert nach Onkopedia.de

Zwischen histologischem Zelltyp und Prognose bestehen insofern gewisse Beziehungen,
als das klarzellige Nierenzellkarzinome haufig friher metastasieren und eine hdhere Letalitat
aufweisen als chromophobe Nierenzellkarzinome (Brkovic et al., 2001). Der wichtigste, das
Uberleben limitierende Faktor beim Nierenzellkarzinom, ist das Vorliegen einer
Fernmetastasierung. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung liegen in etwa 30% der
Nierenzellkarzinome bereits Metastasen in anderen Organen vor (v.a. pulmonal,
lymphonodular, hepatisch, ossar, adrenal, kontralateral renal oder cerebral). Mit einer 5-
Jahres-Uberlebensrate von 93 % (Kanayama et al., 2015) bzw. 84 % (Stec et al., 2009) weist

das chromophobe Nierenzellkarzinom eine sehr gute Prognose auf (Ng et al., 2014).
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Im weiteren Verlauf entwickelt ungefahr ein Drittel der Patienten ohne primare
Metastasierung trotz erfolgter Nephrektomie Fernmetastasen (Godley et al., 2001) . Dabei
konnen zwischen Diagnosestellung, chirurgischer Therapie und Metastasendetektion
Latenzzeiten von bis zu 10 Jahren und mehr auftreten, in denen der Patient klinisch
unauffallig erscheinen kann (Pomer et al., 1998). Obwohl fir die nicht metastasierten
Nierenzellkarzinome weiterhin ~ Tumorstadium, -grading und —subtyp wichtige
Prognosefaktoren bleiben, wurden auf Grund des relativ variablen tumorbiologischen
Verhaltens des Nierenzellkarzinoms in den vergangen Jahren erhebliche Anstrengungen zur

Definition weiterer moglicher prognostischer Marker unternommen (Takahashi et al., 2001).

1.1.2 Das chromophobe Nierenzellkarzinom (chRCC)

Das chromophobzellige Nierenzellkarzinom macht etwa einen Anteil von 5% der humanen
Nierenzellkarzinome aus (Stec et al., 2009) und wurde erstmals im Jahre 1985 von Thoenes
et al. (Thoenes et al., 1986) beschrieben. Es zeigt von allen Entitaten des
Nierenzellkarzinoms die beste Prognose und wird haufig in weniger fortgeschrittenen
Stadien (I und Il) diagnostiziert (Klatte et al., 2008). Zum Zeitpunkt der Diagnose betragt die
mittlere GroRe des chromophoben Nierenzellkarzinoms durchschnittlich 6 cm und ist in 10
bis 12 % der Félle multifokal lokalisiert. Somit ist das chRCC bei Erstdiagnose groRer als die
anderen Entitaten der Nierenzellkarzinome. Dabei zeigt das chRCC eine geringere Tendenz
zur Metastasierung (Klatte et al., 2008). Es sind jedoch auch seltene Falle eines
metastasierten chromophoben Nierenzellkarzinoms in der Literatur beschrieben (v.a. in der
Leber), (Klatte et al., 2008). Das chromophobe Nierenzellkarzinom wird am haufigsten bei
Patienten in der sechsten Lebensdekade diagnostiziert. Dabei weist die Inzidenz keinen
Unterschied zwischen den Geschlechtern auf. Manner und Frauen sind gleichermalen
betroffen. Histogenetisch entstammt das chRCC dem distalen Tubulusepithel und/oder den

kortikalen Anteilen des Sammelrohrsystems.

Die chromophoben Nierenzellkarzinome erscheinen makroskopisch als scharf begrenzte
Tumoren mit leicht lobulierter Oberflache und einem oder mehreren Tumorknoten, die durch
dinne Bindegewebssepten voneinander getrennt sind. Man findet eine homogene
Schnittflache mit einer gelblichen bis sandfarbenen oder blass-braunen Farbung.
Gelegentlich konnen kérnige Kalzifikationen oder fibrotische Anteile auftreten. Beim chRCC

finden sich in der Regel keine Nekrosen.
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Mikroskopisch sind die, in breiten Trabekeln auftretenden, voluminésen und polygonalen
Zellen auffallend, die durch ein fehlendes Anfarbeverhalten des Zytoplasmas in der H&E-
Farbung namensgebend waren, was auf den hohen Glykogen- und Wassergehalt
zuriickzufiihren ist. Charakteristisch sind Zellen mit fein retikulierten hellen, gelegentlich
eosinophilen  Zytoplasma, eine betonte Zellmembran sowie ein kompaktes
Wachstumsmuster (Amann et al., 2015). Die Hale-Farbung flihrt beim chRCC zu einer
typischen diffusen zytoplasmatischen Anfarbung. In der Literatur werden verschiedene
Varianten des chromophoben Nierenzellkarzinoms unterschieden: das klassische chRCC,

das eosinophile chRCC und gemischte Formen (Ng et al., 2014).

Chromophobe Nierenzellkarzinome kénnen spontan und hereditér auftreten. Zytogenetisch
treten zahlreiche Monosomien auf, wie -1, -2, -6, -10, -13, -17 und -21 (van den Berg et al.,
1993). Das hereditare chRCC im Rahmen eines Birt-Hogg-Dube-Syndroms (BHDS) folgt
einem autosomal-dominaten Erbgang. Hier wurde eine Mutation des Suppressorgens FLCN
(Follikulin-Gen) auf Chromosom 17q11.2 gefunden (Amann et al., 2015; Yusenko, 2010).
Neben chromophoben Nierenzellkarzinomen treten beim BHDS Fibrofollikulome der
Haarfollikel an der oberen Thoraxapertur und im Gesicht sowie Lungenzysten und

Spontanpneumothoraces ab dem 30. Lebensjahr auf.

In der immunhistochemischen Analyse zeigen chRCC eine starke Positivitat fur CK8/18 und
fir CK7, wohingegen die Expression von CK19 nur schwach positiv und fur Vimentin negativ
ist (Amann et al., 2015). EMA, E-Cadherin und KIT sind positiv, wahrend CA-IX, CD10 und
PAX2 negativ sind. Das Antigenspektrum gleicht dem der renalen Onkozytome (Ausnahme
CK7, CD44s und CD44v6). Die klassische Variante des chRCC I&sst sich einigermalien gut
von den anderen RCC-Entitaten unterscheiden, kann aber in Grenzféllen mit dem ccRCC
verwechselt werden. Die eosinophile Variante kann mit anderen Entitaten mit granularem
Zytoplasma verwechselt werden, z.B. dem papillaren RCC oder renalem Onkozytom. Eine
korrekte Diagnose ist jedoch von entscheidender Bedeutung fiir die Wahl der Therapie, da
chRCC ein besseres Uberleben aufweisen als z.B. die klarzelligen Nierenzellkarzinome,
jedoch im Vergleich zu den renalen Onkozytomen eine Metastasierungstendenz aufweisen
(Ng etal., 2014).
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1.1.3 Das renale Onkozytom (RO)

Das renale Onkozytom stellt die haufigste benigne Neoplasie der erwachsenen humanen
Niere dar. Es macht einen Anteil von etwa 5 - 9% aller renalen Neoplasien aus und wurde
erstmals 1942 von Zippel beschrieben (Zippel, 1942; Ng et al., 2014). Bei dem renalen
Onkozytom handelt es sich um eine Tumorerkrankung des alteren Menschen. Die Inzidenz
nimmt im hoheren Lebensalter deutlich zu, mit einem Hohepunkt in der siebten
Lebensdekade. Bei der geschlechtsspezifischen Inzidenz kommt dem renalen Onkozytom
eine Sonderrolle zu. Wahrend alle anderen benignen renalen Neoplasien gehauft bei Frauen
auftreten (z.B. Angiomyolipom 2,55-fach erhdhtes Risiko beim weiblichen Geschlecht), sind
im Fall des renalen Onkozytoms Manner doppelt so haufig betroffen (Mauermann et al.,
2013; Ng et al., 2014). Bei Erstdiagnose weist das RO eine durchschnittliche Gréle von
etwa 4,9 + 2,7cm auf und ist laut weltweiten Studien in 6-11% der Falle multifokal (Ng et al.,
2014). Das renale Onkozytom entstammt histogenetisch, ahnlich dem chromophoben
Nierenzellkarzinom, den distalen Abschnitten des Tubulusepithels bzw. den kortikalen

Anteilen des Sammelrohrsystems (Ng et al., 2014).

Makroskopisch erscheinen renale Onkozytome als scharf abgrenzbare, solitare, selten
synchron multipel auftretende, kugelige Tumoren mit einer leicht lobulierten Oberflache
(Amann et al., 2015). Die homogene Schnittflache stellt sich unfixiert gleichmaRig dunkel-
bzw. rehbraun dar, nach Fixierung in einer helloraunen Farbe. Renale Onkozytome sind
solide und nur gelegentlich (< 5%) wurde ein spongiformes Muster beschrieben, welches mit
eingebluteter tubulozystischen Formationen einhergeht (Amann et al., 2015). Tumoren mit
einer GroRe Uber 3cm im Durchmesser kdnnen eine zentrale sternformige Narbe entwickeln.

In der Regel finden sich beim RO keine Nekrosen (Amann et al., 2015).

Renale Onkozytome sind mikroskopisch charakterisiert durch Zellen mit einer grob
granuléren zytoplasmatischen Eosinophilie, einem kompakten soliden und azinéren
Wachstumsmuster und ohne peritumorale Pseudokapsel. Ublicherweise sind renale
Onkozyten grofle isomorphe Tumorzellen mit einem grob granuléren eosinophilen
Zytoplasma, was durch eine deutliche Vermehrung der Mitochondrien entsteht. Die
Zellkerne sind rund und zentralstandig und weisen einen kleinen Nukleolus auf. Ebenfalls
charakteristisch flir das RO sind ausgepragte Kernatypien (Polyploidisierung) und Zeichen
der Zellteilungsstorung (doppelkernige und mehrkernige Zellen). Mitosen finden sich fast nie
(Amann et al., 2015). Die Hale-Farbung kann punktférmig zytoplasmatisch oder apikal

schwach ausgeprégt sein. In der Literatur wird der sogenannte Hybridtumor als histologische
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Variante des RO beschrieben (Amann et al., 2015). Dabei handelt es sich um die
Ubergangsform zwischen einem renalen Onkozytom und dem chromophoben
Nierenzellkarzinom oder einem Tumor, der Merkmale von beiden Tumorentitten aufweist.
Das Auftreten solcher Hybridtumoren wird beispielsweise im Rahmen des Birt-Hogg-Dubé-

Syndroms oder bei der renalen Onkozytomatose beobachtet (Amann et al., 2015).

Renale Onkozytome treten in der Mehrzahl spontan auf. Genetisch werden zwei
unterschiedliche Phanotypen bei dem gleichen morphologischen Phanotyp beschrieben:
einer wird durch die Translokation t(5;11)(q35;q13) oder (9;11)(p23;q13) charakterisiert, der
andere genetische Phanotyp durch eine Monosomie -1, -Y (Amann et al., 2015; Presti et al.,
1996).

In der immunhistochemischen Analyse zeigen die renalen Onkozytome eine Positiviat flir
Panzytokeratin. CK7 wird dagegen fokal nur gering exprimiert. Die Vimentin-Koexpression
sowie die Marker des proximalen Tubulussystems (z.B. CA-IX, AMACR, CD10 und PNRA)
sind negativ. Eine positive Markierung ergeben Parvalbumin, E-Cadherin und PAX2. Die
Mib-1-Proliferationsrate liegt bei 1% (Amann et al., 2015).

Aufgrund seiner benignen Natur zeigt das renale Onkozytom in der Regel keine
Metastasierungstendenz. Bisher konnte nur in einem Case-Report von einer Metastasierung
von einem RO berichtet werden (Oxley et al., 2007). Daher lautet das konservative
Therapieregime fiir die renalen Onkozytome zunichst aktive Uberwachung (active
surveillance) und  beinhaltet  regelmalige  bildgebende  Kontrollen  mittels
Computertomographie. Trotz der enormen technischen Verbesserung dieser Methode ist
eine Unterscheidung von RO und ccRCC mdglich (Choudhary et al., 2009), aber nicht von
chRCC. Deswegen muss bei der Diagnose ,renales Onkozytom* differentialdiagnostisch
auch immer das Vorliegen von chRCC (eosinophile Variante) und papilléres onkozytoides
RCC bedacht werden (Ng et al., 2014).
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1.2 Rezeptortyrosinkinase KIT
Bei der Tyrosinkinase KIT (auch CD117, c-Kit oder Stammzellfaktor-Rezeptor) handelt es

sich um eine Typ-lll-Rezeptortyrosinkinase. Sie ist ein in der Zellmembran verschiedener
Korperzellen vorkommendes Protein aus der Familie der Rezeptor-Tyrosinkinasen. Dieses
Protein wird durch das Protoonkogen c-kit codiert und ist beim Menschen auf dem
Chromosomensegment 4q11-12 lokalisiert. Das gesamte Gen besitzt 21 Exons und hat eine
GroRe von mehr als 34 kb DNA (Lennartsson et al., 2012; Roberts et al., 2015).

Die Typ-Ill-Rezeptortyrosinkinasen sind durch das VVorkommen von immunglobulindhnlichen
Domanen und einer Kinasedomane charakterisiert. Im Falle von c-Kit sind die
immunglobulindhnlichen Domanen extrazellulér lokalisiert, wahrend sich die Kinasedomane
intrazellular befindet. Das Protein c-Kit weist ein Molekulargewicht von ca. 110 kDa auf

(Lennartsson et al., 2012).

KIT wird ins besonders in hamatopoetischen Stammzellen gebildet, kommt aber auch in
einer Reihe von anderen Zelllinien vor. Als Rezeptorprotein kann KIT durch seinen Liganden,
dem Stammzellfaktor (SCF), aktiviert werden. Der phosphorylierte und somit aktivierte
Rezeptor dient als Bindungsstelle fir weitere Signaltransduktionsmolekule (Abbildung 2) .
Dazu zahlen beispielsweise die Kinasen der Src-Familie, die Januskinase JAK2 und die
Phosphoinositid-3-Kinasen, welche ihrerseits eine Vielzahl an Signaltransduktionswegen

aktivieren konnen (Lennartsson et al., 2012; Roberts et al., 2015).

Somit spielt der transmembranére Tyrosinkinase-Rezeptor KIT eine entscheidende Rolle bei
der Proliferation und Differenzierung von Stammzellen und ist von grofler Bedeutung fir die

Hamatopoese, Angiogenese, Spermatogenese und das Zellwachstum.

Das Vorhandensein einer c-KIT-Uberexpression wurde bereits bei verschiedenen
Tumorentitaten beschrieben, dazu zahlen der Gastrointenstinale Stromatumor (GIST), die
akute myeloische Leukdmie, Keimzeltumoren, Melanome, Mastozytosen und

Mastzelltumoren sowie das Ewing-Sarkom (Lennartsson et al., 2012; Kriiger et al., 2005).
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Abbildung 2: Signaltransduktionskaskade der Rezeptortyrosinkinase KIT. Akt, RAC-a serine/threonine-
protein kinase; DAG, diacylglycerol; ERK, extracellular-signal-regulated kinase; Gab2, GRB2-
associated-binding protein 2; Grb2, growth factor receptor-bound protein 2; Ikk, inhibitor of kappa B
kinase; IP3, inositol 1,4,5-trisphosphate; JAK, Janus kinase; JNK, c-Jun N-terminal kinases; Jun, proto-
oncogene c-jun; MEK, mitogen/extracellular signal-regulated kinase; NFkB, nuclear factor kappa-light-
chain-enhancer of activated B cells; PI3K p85, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase (p85
subunit); PI3K p110, phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit a (p110
subunit); PIP2, phosphatidylinositol biphosphate; PKC, protein kinase C; PLCy, phospholipase C y;
Rac, RAS-related C3 botulinum toxin substrate 1; RAS, rat sarcoma viral oncogene homologue; RTK-
KIT, receptor tyrosine kinase v-kit Hardy-Zuckerman 4 feline sarcoma viral oncogene homologue; SCF,
stem cell factor; Shc, SHC-transforming protein 1; Shp, small heterodimer partner; Sos, son of
sevenless homologue 1; Src, sarcoma tyrosine-protein kinase; STAT, signal transducer and activator
of transcription. modifiziert nach (Roberts et al., 2015)

Auch in Bezug auf die nicht erkrankte Niere und humane Nierentumoren wurden bereits die
Expressionsmuster von c-Kit analysiert (Kato et al., 2005). Dabei konnte in einigen Arbeiten
bei humanen Nierenzelltumoren (Huo et al., 2005; Kato et al., 2005) eine Expression von c-
Kit in Membranen und im Zytoplasma der distalen Tubuli und des Sammelrohrsystems
nachgewiesen werden. Bei renalen Neoplasien Iasst sich ein deutlicher Unterschied in der
c-Kit-Expression zwischen den verschiedenen Tumorentitaten zeigen (Huo et al., 2005; Kato
etal., 2005; Krlger et al., 2005; Li et al., 2005; Miliaras et al., 2004). Wahrend das klarzellige
und das papillare Nierenzellkarzinom kaum bzw. keine c-Kit-Expression zeigen, konnte fir
das chromophobe Nierenzellkarzinom und das renale Onkozytom eine deutlich starkere

Expression gezeigt werden (Huo et al., 2005; Kato et al., 2005; Kriiger et al., 2005; Li et al.,
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2005; Miliaras et al., 2004). Dies bestatigt die bereits 0.g. Aussage, dass das chromophobe
Nierenzellkarzinom vom distalen Tubulus- bzw. Sammelrohrsystem abgeleitet ist. Ahnlich
ist es mit dem histochemisch und immunhistochemisch verwandten renalen Onkozytom.
Hinsichtlich der Haufigkeiten der c-Kit-Expression in chromophoben Nierenzellkarzinomen
lasst sich in der Literatur ein Bereich von 57 bis 100% finden (Huo et al., 2005). Beim renalen
Onkozytom ist dieser Bereich mit 71 bis 100% deutlich weniger variabel. Bei dem am
haufigsten auftretenden klarzelligen Nierenzellkarzinom Iasst sich lediglich eine Haufigkeit

von 1% nachweisen (Huo et al., 2005).

1.3 Tyrosinkinase-Inhibitoren (TKIs) und mTOR-
Inhibitoren in der Therapie von humanen

Nierenzellkarzinomen

Im Laufe des letzten Jahrzehnts wurde eine Reihe von Tyrosinkinase-Inhibitoren entwickelt,
die bei hamatologischen Erkrankungen und verschiedenen Tumoren, beispielsweise den
Nierentumoren, erfolgreich eingesetzt werden. Bei diesen Substanzen handelt es sich um
sogenannte ,small molecules*, die spezifisch eine oder mehrere Tyrosinkinasen, die bei der
Tumorogenese eine entscheidende Rolle spielen, inhibieren. Im Folgenden wird eine
Auswahl der wichtigsten Tyrosinkinase-Inhibitoren sowie mTOR-Inhibitoren, die bei der
Therapie von humanen Nierentumoren eingesetzt werden (Abbildung 3), beziiglich ihrer

pharmakologischen Wirkung und ihrer klinischen Effektivitat vorgestellt.

Sorafenib war der erste flr die Therapie des klarzelligen Nierenzellkarzinoms zugelassene
TKI. Es handelt sich um einen Multi-Kinase-Inhibitor, der sowohl die Proliferation von
Tumorzellen durch Aktivitatshemmung vorhandener Targets verhindert, als auch anti-
angiogene Eigenschaften zeigt. Sorafenib hat einen inhibitorischen Effekt auf c-Kit (siehe
oben), platelet-derived growth factor-receptor (PDGF-R), Fms-like tyrosine kinase 3 (Flt-3),
vascular endothelial growth factor-receptor (VEGF-R), Raf-1 Kinase (Raf1 Kin) und fibroblast
growth factor receptor (FGFR). Sorafenib verbesserte in einer einer Studie als
Zweitlinientherapie das  progressionsfreie  Uberleben  (PFS) beim  klarzelligen
Nierenzellkarzinom von 2,8 (Median) Monaten auf 5,5 Monate im Vergleich zur Placebo-
Gruppe (Escudier, 2007). In der Erstlinientherapie ergab sich jedoch kein signifikanter

Unterschied in der Remissionsrate und im PFS im Vergleich zu Interferon a.
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Sunitinib ist ein zurzeit empfohlener Wirkstoff bei der Erstlinienbehandlung des
metastasierten Nierenzellkarzinoms (Abbildung 3). Es ist ein oraler Inhibitor der Tyrosin-
Kinasen c-Kit, PDGF-R, Flt-3, epidermal growth factor receptor 1 (EGFR1) und VEGF-R.
Das mediane progressionsfreie Uberleben wurde durch Sunitinib im Vergleich zur Interferon

a-Therapie signifikant von 5 Monaten auf 11 Monate verlangert (Motzer et al., 2007b).

Ein ebenfalls fir die Therapie des fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms zugelassener TKI
ist das Pazopanib (Abbildung 3). Es ist ein Inhibitor des VEGF-R-1, -2 und -3 sowie PDGF-
R und c-Kit. Das mediane Gesamt-Uberleben (OS) wurde durch Pazopanib im Vergleich zur

Placebo-Gruppe von 20,5 Monate auf 22,9 Monate verlangert (Novartis, 2015b).

Der Tyrosinkinase-Inhibitor Axitinib ist in der Zweitlinientherapie des fortgeschrittenen
Nierenzellkarzinoms zugelassen (Abbildung 3). Diese Substanz hemmt die Rezeptoren
VEGFR-1, VEGFR-2 und VEGFR-3. In einer Studie (Pfizer, 2015), bei der Patienten mit
fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom auf eine Therapie mit Sunitinib bzw. Zytokinen
(Interferon a) progredient waren, wurde die Wirksamkeit von Axitinib im Vergleich zu
Sorafenib verglichen. Dabei konnte sowohl in der Gesamtpopulation als auch in der
Subgruppenanalyse (Vortherapie mit Sunitinib oder Zytokinen) ein verlangertes
progressionsfreies Uberleben fiir Axitinib im Vergleich zu Sorafenib gezeigt werden. In der
Gesamtpopulation zeigte sich unter Axitinib ein progressionsfreies Uberleben (PFS) von 6,8

Monaten im Vergleich zu 4,7 Monaten bei Sorafenib (Pfizer, 2015).

Einer der zuerst zugelassenen TKI war Imatinib. Dieses stellt zwar keine zugelassene
Therapieoption des Nierenzellkarzinoms dar, soll jedoch aufgrund seiner inhibitorischen
Eigenschaften auf c-Kit (siehe oben) sowie das Fusionsprotein BCR/Abl und dem PDGF-R
genannt werden. Imatinib ist u.a. zugelassen bei der Therapie der chronischen myeloischen
Leuk&mie, den myelodysplastischen Erkrankungen (MDS) sowie bei der Behandlung von c-
Kit-(CD 117)-positiver nicht zu resezierender maligner gastrointestinaler Stromatumoren
(GIST), (Novartis, 2015a).

Aus der Gruppe der mTOR- (mammalian target of rapamycin) Kinase-Inhibitoren stellt
Temsirolimus die erste fir das Nierenzellkarzinom zugelassene Substanz dar. Temsirolimus
ist ein selektiver Hemmstoff dieser Serin/Threonin-Kinase, die einen Einfluss auf den
Zellzyklus und die Zellteilung hat. Bei Patienten mit Nierenzellkarzinom und einer
ungunstigen Prognose (Abbildung 3) nach dem Memorial Sloan - Kettering Cancer Center

Prognostic Score zeigte die Monotherapie mit Temsirolimus im Vergleich zur Monotherapie
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mit Interferon-Alpha ein signifikant verlangertes PFS von 5,6 Monaten im Vergleich zu 3,2
Monaten. Auch das mediane Gesamtilberleben (OS) wurde durch Temsirolimus im
Vergleich zur Interferon a-Therapie von 7,3 Monaten auf 10,9 Monate verléangert (Hudes et
al., 2007; Motzer et al., 2007a; Pfizer 2018).

Bevacizumab ist ein rekombinanter humanisierter monoklonaler Antikorper, der die
Angiogense durch Inaktivierung des VEGF-A hemmt. Er wird in der Therapie des
fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms in Kombination mit Interferon-Alpha verwendet
(Abbildung 3). In einer klinischen Studie konnte eine Verlangerung des PFS bei der
Kombination von Bevacizumab mit Interferon-Alpha von 10,2 Monaten im Vergleich zur
Monotherapie mit Interferon-Alpha von 5,4 Monaten nachgewiesen werden (Rini et al., 2008;
Roche 2018).

Interferon-Alpha (IFN-a) ist ein Zytokin aus der Interferon-Familie. Es zeigt vielfaltige
immunologische Wirkungen, die in der Lage sind, das Tumorzellwachstum zu beeinflussen.
Es ist sowohl in der Monotherapie als auch in der Kombination mit Bevacizumab (siehe

oben) fiir die Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms empfohlen (Rini et al., 2008).

Interleukin -2 (IL-2) ist ein immunologischer Mediator, der von T-Lymphozyten synthetisiert
wird und diese auch stimulieren kann. Bis zur Einflihrung der neuen ,small molecules* stellte
IL-2 die Standardtherapie beim fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom dar, obwohl in keiner
Studien ein verbessertes Gesamtiiberleben nachgewiesen werden konnte. Jedoch konnte
eine Studie bei einer Subgruppe von Patienten mit primaren Knochen- oder Leberfiliae unter
der IL-2-Hochdosistherapie ein signifikant langeres Uberleben zeigen (McDermott et al.,
2005). Diese Beobachtungen wurden jedoch nicht durchgehend bestatigt. Deshalb ist die
Bedeutung von IL-2 bei der Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms
zurlickgegangen und stellt somit nur noch eine Therapieoption bei Unvertraglichkeit der

neueren Substanzen dar (Leitlinienprogramm Onkologie, 2017).
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Abbildung 3: Empfehlung fiir medikamentose Erst- und Zweitlinientherapie des fortgeschrittenen
und/oder metastasierten Nierenzellkarzinoms. Der Einsatz der verschiedenen therapeutischen
Optionen richtet sich dabei nach der Bewertung der Risikofaktoren nach MSKCC- (Memorial Sloan
Kettering Cancer Center) Score oder IMDC- (International Metastatic Renal-Cell Carcinoma Database
Consortium) Score. Modifiziert nach S3-Leitlinie Diagnostik, Therapie und Nachsorge des
Nierenzellkarzinoms, 2017.

1.4 Fragestellung und Ziele

Trotz weitgehender Fortschritte in der Therapie des humanen Nierenzellkarzinoms muss die
Therapie des metastasierten, fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms als weitestgehend
unbefriedigend betrachtet werden. Zur Lésung dieses Problems wurden in den letzten
Jahrzehnten zahlreiche Untersuchungen durchgefiihrt, um die verschiedenen Entitaten beim
Nierenzellkarzinom besser zu charakterisieren. Es ist bereits bekannt, dass die
Tyrosinkinase c-Kit ein unterschiedliches Expressionsmuster bei verschiedenen
Nierenzellkarzinomen hat. So ist z.B. bekannt, dass chromophobe Nierenzellkarzinome im
Vergleich zu klarzelligen Nierenzellkarzinomen eine deutliche Uberexpression von c-Kit
zeigen. Weiterhin ist auch bekannt, dass die Expression und die Aktivitat des c-Kit durch
verschiedene single-nukleotide-polymorphisms (SNPs) beeinflusst werden. Jedoch sind das
Wissen und die Kenntnis tber den Einfluss solcher SNPs auf die Expression von c-Kit beim
chromophoben Nierenzellkarzinom noch sehr lickenhaft. Deshalb wurden im Rahmen

dieser Arbeit folgende Untersuchungen durchgefiihrt:

e Herstellung von Tissue micro arrays (TMAs) von Patienten mit verschiedenen
Nierenzellkarzinomentitaten und renalen Onkozytomen

e Bestimmung des Fuhrman-Grades, ein MaR zur Bestimmung der Differenzierung
des Tumors (Grading), anhand H&E-gefarbten TMAs der verschiedenen

Tumorentitaten
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e Untersuchung eines maglichen Zusammenhangs zwischen der Differenzierung der
Tumoren (Grading nach Fuhrmann) und der TNM-Klassifikation

e Immunhistochemischer Nachweis von c-Kit an den TMAs von klarzelligen und
chromophoben Nierenzellkarzinomen sowie renalen Onkozytomen

o DNA-Extraktion ausgewahlter Falle und Mutationsanalysen von chromophoben
Nierenzellkarzinomen und renalen Onkozytomen

e Vergleich des Expressionsmusters von c-Kit zwischen den verschiedenen
Tumorentitaten der humanen Niere

o Analyse des Zusammenhangs von c-Kit Mutationen in humanen Nierentumoren mit

der Expressionsstarke von c-Kit.

Ziel dieser Arbeit war es, einen moglichen Zusammenhang zwischen der Mutation im KIT-
Gen und der Expression von c-Kit in chromophoben Nierenzellkarzinomen sowie in renalen
Onkozytomen zu detektieren und herauszuarbeiten ob die Expression und die Aktivitat des

c-Kit von Mutationen in den typischen Exons verursacht wird.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien und Materialien sowie Herstellerangaben

Chemikalien

Hersteller

Farbung
Hamatoxylin — Losung mod. nach Gill IlI
Eosin G - Lésung 0,5%, alkoholisch
Paraffin
Formalin

Xylol
Immunhistochemie
CD117 (Primar-AK gegen cKit)

Immunperoxidase, peroxidasegekoppelter

sekundarer anti-human-Antikorper
Diaminobenzidin

Entparaffinisierung
Rothistol
Ethanol
Isolierung der DNA
Proteinase K
Tween20
EDTA
TRIS-Puffer
Wizard-DNA Clean-up Kit
PCR Mutationsanalyse
MyTaq HS Polymerase
PCR Puffer

Primer (Tabelle 4: Primersequenzen)

Gel-Elektrophorese
Agarose Standard

Midori Green Direkt

Bromphenolblau (BPB)

100 bp Gene Ruler

Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Merck KGaA, Darmstadt, Germany
Grimm MED Logistik GmbH,
Torgelow/Vorpommern, Germany
Merck KGaA, Darmstadt, Germany

DAKO Deutschland GmbH, Hamburg,
Germany
DAKO Deutschland GmbH, Hamburg,
Germany
DAKO Deutschland GmbH, Hamburg,
Germany

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Germany
Apotheke Unimedizin Rostock

Roche Deutschland Holding GmbH,
Grenzach-Whylen, Germany

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Germany

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Germany

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Germany

Promega, Madison, WI

Bioline GmbH, Luckenwalde, Germany

Bioline GmbH, Luckenwald, Germany
MWG-Biotech: Eurofins Genomics, Ebersberg,
Germany

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe,
Germany

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Germany

Thermo Scientific; Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG, Braunschweig,
Germany

ThermoFisher Scientific, Darmstadt
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Chemikalien Hersteller

Aufreinigung der PCR-Produkte

Alkalische Phosphatase

Exonuklease 1

Sanger-Sequenzierung

Sequenzierungs-Kit

Thermo Scientific / Fermentas; Thermo Fisher
Scientific Germany BV & Co. KG,
Braunschweig, Germany

Thermo Scientific / Fermentas; Thermo Fisher
Scientific Germany BV & Co. KG,
Braunschweig, Germany

Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG, Braunschweig,
Germany

BigDye 1.1 Thermo Scientific, Darmstadt

SAM-Solution Thermo Scientific, Darmstadt

Xterminator Thermo Scientific, Darmstadt
Material Hersteller
Verbrauchsmaterial

Beschichtete Objekttrager
Gewebe-Einbettkassetten

Einbettmedium

Reaktionsgefalie 0,6 ml (Tubes)

Reaktionsgefalie 1,5 ml (Tubes)

Mikrotiterplatte fir Sequenzierreaktion
(96 Kavitaten)

Dako / Instrumedics Inc, Hackensack, NJ,
USA

KABE Labortechnik GmbH, Niimbrecht-
Elsenroth, Germany

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Germany
Sarstedt AG & Co., Nimbrecht, Germany
Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific
Germany BV & Co. KG, Braunschweig,
Germany

Gerate

Mikrotom
Immunostainer
Vortexer

Elektrophoresekammer und Geltrager

Geldokumentation (UV-Lampe,
Thermodruckerpapier)

Sequenzer

PCR-Cycler

Zentrifuge
Lichtmikroskop

Heizblock
Kamera

Leica Microsystems GmbH, Wetzlar, Germany
Daco Deutschland GmbH, Hamburg, Germany
IKA-Werke GmbH & Co. KG, Staufen,
Germany

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Oldendorf,
Germany
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2.2 Studiendesign

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine retrospektive Querschnittsstudie von
Patienten mit Nierentumoren. Es wurden insgesamt 948 Patienten mit primaren
Nierentumoren  eingeschlossen.  Darunter ~ befanden  sich 649  klarzellige
Nierenzellkarzinome, 155  papillare  Nierenzellkarzinome, 69  chromophobe
Nierenzellkarzinome, 45 renale Onkozytome und 30 unklassifizierte Nierenzellkarzinome.
Von diesen Patienten standen formalinfixierte Paraffinproben aus den Gewebebanken der
pathologischen Institute der Universitat Rostock und der Charité Berlin zur Verfiigung. Die
Diagnosen wurden im Zeitraum von 1992 bis 2012 gestellt. Die operative Therapie der
Nierentumoren erfolgte an den Kliniken fiir Urologie der Universitat Rostock und der Charité
Berlin. Alle Falle wurden reklassifiziert nach der WHO von 2004 (Lopez-Beltran et al., 2006).
Die Stadieneinteilung der Nierenzellkarzinome erfolgte anhand der TNM-Klassifikation der
UICC aus dem Jahr 2010 (siehe Tabelle 3).

Tabelle 3: Tumorstadien des Nierenzellkarzinoms nach TNM [UICC 2010]

T (= Tumor) — Tumorausdehnung des Primartumor

X Primartumor konnte nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fir Primartumor

T Tumor auf die Niere begrenzt, < 7,0 cm in gréter Ausdehnung

T1a Tumor < 4,0 cm in gréBter Ausdehnung

T1b Tumor > 4,0 cm bis 7,0 cm in grofiter Ausdehnung

T2 Tumor auf die Niere begrenzt, > 7,0 cm in gréRter Ausdehnung

T2a Tumor > 7,0 cm bis 10 cm in groRter Ausdehnung

T2b Tumor > 10 cm in groBter Ausdehnung

T3 Tumor breitet sich in groReren Venen aus oder infiltriert direkt Nebenniere oder
perirenales Gewebe, jedoch nicht iiber die Gerota-Faszie hinaus

T3a Tumor infiltriert Nebenniere, Nierenvene oder perirenales Gewebe, aber nicht
jenseits der Gerota-Faszie

T3b Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Nierenvene(n) oder V. cava inferior
(einschlieRlich Wandbefall) unterhalb des Zwerchfells

T3c Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in V. cava inferior (einschlieRlich
Wandbefall) oberhalb des Zwerchfells

T4 Tumor infiltriert Uber die Gerota-Faszie hinaus, einschliellich zusammenhéngender

Ausdehnung in die ipsilaterale Nebenniere
N (= Node) - (Regionale) Lymphknotenmetastasen

NX Regionale Lymphknoten konnten nicht beurteilt werden

NO Kein Befall der lokalen Lymphknoten nachweisbar

N1 Metastase in einem einzigen lokalen Lymphknoten (< 2 cm)

N2 Metastasen in einem einzigen lokalen Lymphknoten (> 2 bis < 5 cm); oder
Metastasen in mehr als einem lokalen Lymphknoten wobei <5 cm

N3 Metastasen in lokalen Lymphknoten (> 5 cm)

M (= Metastasis) - Fernmetastasen

MX Fernmetastasen konnten nicht beurteilt werden

MO Keine Fernmetastasen nachweisbar

M1 Vorliegen von Fernmetastasen
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Stadieneinteilung

Stadium| T1 NO MO

StadiumIl T2 NO MO

Stadium Il T3 NO MO
T1-3 N1 MO

Stadium|V T4 NO, N1 MO
T1-4 N2 MO
T1-4 NO-2 M1

Grading

G1 gut differenziert

G2 méaRig differenziert

G3 schlecht differenziert

G4 undifferenziert

Die klinischen Patientendaten wurden aus dem Krebsregister Rostock erhoben. Diese Daten

wurden in pseudoanonymisierter Form verwendet.

2.3 Tissue Microarray (TMA)

Fur die Durchfuhrung der TMAs wurden zunachst mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung
reprasentative Tumorregionen von aufgearbeiteten Paraffinschnitten makroskopisch
identifiziert. Die H&E-Farbung stellt eine histologische Standardfarbung dar (siehe Tabelle
4). Sie dient als Ubersichtsfarbung und kann die Unterscheidung der untersuchten
Gewebestruktur in normal, entzlindlich verandert oder pathologisch ermdglichen. Fir diese
Arbeit wurde die H&E-Farbung nach dem Standardfarbeprotokoll der Firma Merck
durchgefiihrt. Die in Xylol entparaffinierten und mittels absteigender Alkoholreihe (Ethanol
96%, 80%, 70%, 60%) rehydratisierten Schnitte wurden zunéchst in Hamatoxylinlésung,
modifiziert nach Gill lll, fir 3 Minuten gefarbt. Nach anschlieBender Spllung (HCI-Losung
0,1% fir 2 Sekunden) und Differenzierung unter flieBendem Leitungswasser erfolgte die
Farbung in Eosin G-Lésung 0,5% wassrig und Eosin G-Losung 0,1% wassrig fir jeweils 3
Minuten. Danach wurden die Objekttrager ermeut unter flieBendem Leitungswasser gesplilt.
Die nachfolgende Entwasserung wurde mittels ansteigender Alkoholreihe (Ethanol 80%,
96%) und Xylol durchgefihrt. Abschliefend wurden die Schnitte mit Einbettmedium
eingedeckt.
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Tabelle 4: Ergebnisse nach H&E-Farbung aufgeschliisselt nach Farben

Ergebnisse

Kerne dunkelblau
Zytoplasma rot — orange
Kollagen, Elastin, Erythrozyten gelb — orange

Aus den dazugehdrenden Paraffinblocken wurden entsprechend identifizierte Bereiche mit
Hilfe eines Prazisionsinstrumentes (Beecher Instruments, Silver Spring, MD, USA)
Gewebezylinder mit einem Durchmesser von 0,6 bzw. 1,0 mm ausgestanzt und einem
neuen Paraffinblock zugefihrt. Die so angefertigten 30 neuen Paraffinblocke enthielten
jeweils vier Tumorstanzen und eine Stanze aus normalem Nierengewebe pro Patient
(Material der Universitat Rostock, siehe Abbildung 4). Bei den TMAs aus den Gewebeproben
der Charitté Berlin wurden jeweils drei Tumorgewebs- und zwei normale
Nierengewebszylinder verarbeitet. Von den TMA-Paraffinblocken wurden Schnitte mit einer
Dicke von 4 um angefertigt und auf beschichtete Objekttrager (Instrumedics Inc.,
Hackensack, NJ, USA) transferiert.

Des Weiteren wurde von den H&E-gefarbten TMAs die Graduierung nach Fuhrmann
vorgenommen. Damit wurde der Differenzierungsgrad der entarteten bzw. malignen Zellen
bestimmt. Die Kriterien fur die Fuhrmann-Graduierung sind in Tabelle 5 gezeigt.

Tabelle 5: Kriterien zur Bestimmung des Differenzierungsgrades von entarteten Zellen nach Fuhrmann
(Fuhrman et al., 1982).

Fuhrmann-Grad _ KerngroBRe  Kernform Chromatin Nukleolen
1 <10 um rund uniform kondensiert keine
2 15 um rund, uniform  fein granular rudimentér, nicht sichtbar

bei kleiner VergréRerung
(10er oder besser 20er

Objektiv)
3 20 ym rund bis oval, grob granular sichtbar ~ bei  kleiner
leicht variabel VergréRerung
4 >20 um pleomorph, hyperchromatisch  groRe Makronukleolen

lobulliert
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2.4 Immunhistochemie

Die 0.g. neu angefertigten Gewebeschnitte wurden mit Hilfe einer H&E-Farbung auf ihren
Anteil an Tumorgewebe mikroskopisch analysiert. Es wurden dabei fiir die folgende
Untersuchung  nur  Gewebsschnitte  mit  einem  mindestens  10-prozentigen
Tumorgewebsanteil verwendet. Vor der Inkubation mit dem primaren Antikorper erfolgte eine
Antigen-Retrieval flir 20 Minuten bei 97°C und einem pH-Wert von 9. Danach erfolgte die
Inkubation mit dem priméren Antikérper gegen c-Kit [CD117, (p145, polyklonaler Antikorper
Kaninchen gegen Mensch, DAKO GmbH)]. Die Farbung wurde mit einer
Immunperoxidasetechnik  (peroxidasegekoppelter sekundarer anti-human-Antikdrper,
DAKO) und dem Farbstoff Diaminobenzidin durchgefiihrt. Als Positivkontrolle wurde
normales Nierengewebe verwendet. Die c-Kit-Expression wurde definiert als spezifische
Membranfarbung in mehr als 2% der Tumorzellen. Zur Evaluierung der c-Kit-
Uberexpression wurde der modifizierte Allred-Score verwendet (Allred et al., 1998; Zimpfer
et al., 2014). Die c-Kit Expression errechnete sich aus dem Produkt der Intensitat der
Farbung und dem prozentualen angefarbten Gewebsanteil. Die Intensitat der Farbung
wurde folgendermalen definiert: 0 — keine Farbung, 1 - schwache Féarbung, 2 -
mittelmaRige Farbung und 3 — starke Farbung. Der prozentuale angefarbte Gewebsanteil
hatte folgende Definition: 0 — keine Farbung, 1 - < 10 % Farbung, 2 — 10 bis 50 % Farbung,
3 - 51 bis 80 % Farbung und 4 - > 80 % Farbung. Daraus ergab sich eine Gesamtpunktzahl
(Gesamt-c-Kit-Score) von 0 bis 12, wobei Werte {iber 4 als c-Kit Uberexpression gewertet
wurden. Die Gesamtpunktzahl von 0 wurde dabei als negative, ein Wert von 1 bis 4 als
schwache, von 6 bis 8 als moderat positive und von 9 bis 12 als stark positive Expression
definiert.

2.5 c-Kit Mutationsanalyse

Isolierung der DNA / Extraktion

Die Isolierung der Tumor-DNA erfolgte aus den ausgewahlten Paraffinschnitten. Zunéchst
musste das Gewebe entparaffiniert werden. Dazu wurden die Schnitte zunachst in 1 ml
Rothistol (Roth) in einem Tube geldst, 5 Minuten bei 13000 rpm zentrifugiert und der
Uberstand vorsichtig abgenommen. Die DNA wurde mittels zweimaliger Lésung in 1 ml
Ethanol (100%) extrahiert (Hydratisierung) und danach luftgetrocknet. Zur Auflosung der
Zellmembran sowie zum proteolytischen Abbau der Zellproteine erfolgte die Zugabe von 200
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I Extraktionspuffer und 20 pl Proteinase K (Roche) (Proteinase K-Verdau). Im Anschluss
wurden die Proben bei 56°C (iber Nacht im Wasserbad inkubiert. AnschlieRend erfolgte die
Enzyminaktivierung durch Erhitzen auf 95°C fiir 15 Minuten. Die DNA wurde anschlieRend
mit dem Wizard DNA-Clean up-System (Promega) aufgereinigt und die DNA in 50 ul A.
bidest geldst. Die Aufreinigung wurde nach Angaben des Herstellers durchgefiihrt. Die
Konzentration von Nukleinsauren wurde anschlieend photometrisch bestimmt (Extinktion
der DNA-Lésung bei 260 nm). Bis zum weiteren Gebrauch wurden die Proben bei -20°C

gelagert.

Amplifikation spezifischer Sequenzen

Die Polymeraseketten-Reaktion (PCR) dient der Vervielfaltigung von geringen Mengen
spezifischer DNA in-vitro. Es handelt sich um ein enzymabhéangiges Verfahren. Fir die
Durchfiihrung bendtigt man eine zu duplizierende DNA, sequenzspezifische Primer,
Nukleosidtriphosphat-Molekiile (dATP dCTP, dGTP und dTTP) und eine hitzestabile
Polymerase, sowie einen PCR-Cycler. Der Ablauf der PCR gliedert sich in mehrere Schritte:
DNA-Denaturierung, Primer-DNA-Bindung, Polymerase-Bindung und DNA-Synthese,
erneute Denaturierung und erneute DNA-Synthese mit DNA-Kettenelongation. Diese
Abfolge kann so lange wiederholt werden bis die bendtigte DNA-Menge synthetisiert worden

ist. Dabei erfolgt die Amplifizierung exponentiell.

In der vorliegenden Arbeit war es das Ziel c-kit zu amplifizieren. Daflir wurden die o0.g.
isolierten DNA-Proben als Template fir die sequenzspezifische PCR verwendet. Als
Polymerase diente die aus Thermus aquaticus isolierte MyTag-DNA-Polymerase (Bioline).
Es wurden die Exons 9, 11, 13, 14, 15 und 17 von c-kit amplifiziert (siehe Tabelle 6). Bei
jeder PCR-Reaktion wurde eine Negativkontrolle durchgefiihrt um eine Kontamination des

PCR-Ansatzes durch DNA ausschliefen zu konnen.
Der PCR-Ansatz fiir eine Reaktion & 25 pl (sog. ,Mastermix“) enthielt je:

5 ul 5x PCR Puffer

1 UM Forward-(F)-Primer (sieche Tabelle 6)

1 UM Reverse-(R)-Primer (siehe Tabelle 6)
0,2 yl MyTag-DNA-Polymerase (MyTagHS)
75ng DNA

H20
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Nach anschlieBendem Zentrifugieren wurde die PCR im PCR-Cycler nach folgenden

Schritten amplifiziert:

Initiale Denaturierung bei 95°C fir 10 Minuten
Denaturierung bei 94°C fur 30 Sekunden
Annealing bei 56°C fiir 30 Sekunden

Extension bei 72°C fiir 45 Sekunden

AbschlieRende Extension bei 72°C fiir 10 Minuten

35 Zyklen

Die Reaktion wurde mit einem Herunterkihlen auf 4°C abgeschlossen.

Tabelle 6: Primersequenzen, die fiir die Genamplifikation und Sequenzierung der Exons 9, 11, 13, 14,
15 und 17 des c-kit verwendet wurden.

Exon Primersequenzen ProduktgroRe (bp)

9 5'-GCCACATCCCAAGTGTTTTATG-3' 310
5'-GAGCCTAAACATCCCCTTAAATTG-3'

11 5'-TCTCCAGAGTGCTCTAATGACTGA-3' 285
5'-AAAACAAAGGAAGCCACTGGA-3'

13 5'-CTTGACATCAGTTTGCCAGTTGTT-3' 264
5'-CCAAGCAGTTTATAATCTAGCATTGC-3'

14 5-GGTATTTTTATGGGAGGCAGAA-3' 296
5-GCCTTGATTGCAAACCCTTA-3'

15 5'-GACCCATGAGTGCCCTTCTA-3' 250
5'-CATTGCTACTGGGAATGATGTT-3'

17 5-TGGTTTTCTTTTCTCCTCCAA-3' 184
5'-GCAGGACTGTCAAGCAGAGA-3'

Gelelektrophorese

Nach Abschluss der PCR wurde die Gelelektrophorese durchgefihrt, in der die DNA-

Fragmente der GroRe nach aufgetrennt wurden. Folgende Materialien wurden dafiir

verwendet;

2 g Agarose
100 ml TAE Puffer

6 pl Midori Green

Das Gel wurde unter mdglichst blasenfreiem AusgieBen auf die vorbereiteten UV-

transparenten Geltabletts mit kompatiblen Kdmmen transferiert.
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In die Kammtaschen des Agarose-Gels wurden jeweils die PCR-Produkte mit 1 pl
Bromphenolblau (Farbstoff) vermischt aufgetragen. In die erste Tasche jeder Reihe wurde

der Marker 100 bp Gene Ruler (Thermo Fisher Scientific) als Kontrolle aufgetragen.

Die elektrophoretische Auftrennung wurde in einer horizontalen Gelelektrophoresekammer
fir 30 Minuten bei 90 V durchgefihrt.

AnschlieRend erfolgte die Fotodokumentation unter UV-Licht auf einem Transilluminator.
Das sich in die DNA eingelagerte Midori Green wurde durch das UV-Licht zur Emission von

Fluoreszenzstrahlung angeregt.

Aufreiniqung des PCR-Produktes fiir die Sequenzierreaktion

Um eine méglichst fehlerfreie Sequenzierung zu erreichen, miissen die entstandenen freien
Enden der PCR-Produkte beseitigt werden. Am 5'-Ende erfolgte dies durch eine alkalische

Phosphatase und am 3’-Ende mit Hilfe einer Exonuklease.
Zugabe von 3 pl alkalischer Phosphatase und 1,5 pl Exonuklease 1
Inkubation fur 15 Minuten bei 37°C
Inaktivierung der Enzyme fir 15 Minuten bei 85°C

Sequenzierung und Sequenzierungsanalyse

Die Sequenzierung wurde in der vorliegenden Studie unter Nutzung des BigDye Terminator
v1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) durchgefiihrt. Zunachst wurde ein

Mastermix folgender Zusammensetzung hergestellt:
0,875 pl BDX64
1,5 Wl 5x BD Puffer
0,125 pl BigDye
5,5yl H20

Fur die Sequenzierungs-PCR werden 10 pl Reaktionsvolumen bendtigt: je 8 pl des
Mastermix, 1 pl des Forward- oder Reverse-Primer des zu sequenzierenden Gens sowie 1
MI des jeweiligen PCR-Produktes. Die Sequenzierung erfolgte in 25 Zyklen nach diesem

Schema:
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Start bei 96°C fiir 1 Minute

Schmelzen der DNA bei 96°C fiir 10 Sekunden
Primerhybridisierung bei 50°C fur 5 Sekunden
Elongation bei 60°C fiir 4 Minuten

Fur die anschlie®ende Aufreinigung der Sequenzierungs-Produkte wurden je 10 pl des
Sequenzierungsproduktes in eine 96-Well-Mikrotiterplatte tberflihrt und mit 45 pl SAM-
Solution sowie 10 ul XTerminator vermischt. Danach wurde die Platte auf einem Schiittler
fir 30 Minuten bei 2300 U/min geschttelt und anschlieRend fiir 2 Minuten zentrifugiert.
Danach konnten die Sequenzierungs-Produkte im 3500 genetic analyzer (Applied
Biosystems, Darmstadt) analysiert werden. Die Sequenzierungsergebnisse wurden mit der
c-Kit Referenz-Sequenz (ENSG00000157404) unter Zuhilfenahme der SeqScape®
Software v2.7 (Applied Biosystems) verglichen.

2.6 Statistische Auswertung

Die statistische Analyse der Ergebnisse erfolgte mit der Statistical Package of Social
Sciences (SPSS 21.0, IBM). Fir die statische Auswertung hinsichtlich
Erkrankungshaufigkeit bezogen auf Geschlecht und Alter wurde der Chi-Quadrat-Test
verwendet. Beziiglich der c-Kit-Expression und der Tumorentitaten sowie des pTNM-Status

wurde ebenfalls der Chi-Quadrat-Test verwendet.
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3. Ergebnisse

3.1 Studienpopulation

In der vorliegenden Studienpopulation zeigte sich im Chi-Quadrat-Test, dass signifikant
mehr Manner als Frauen an den untersuchten Nierenzellkarzinomen erkrankt waren
(p=0,031). Das entspricht einer Anzahl von 630 Mannern (66,9%) und 312 Frauen (33,1%).

Tabelle 7: Absolute und prozentuale Haufigkeiten der in die Studie eingeschlossenen Patienten
hinsichtlich ihres Geschlechtes und Tumorentitét. Weiterhin ist das Alter in Jahren zum Zeitpunkt einer
operativen Intervention in Mittelwert * Standardabweichung / Median angegeben.

Geschlecht Gesamt
mannlich weiblich
Chromophobes N 39 28 67
Nierenzellkarzinom % Tumorentitat 58,2% 41,8% 100,0%
% Gesamtzahl 4,1% 3,0% 71%
Alter bei OP 58+11/57 61+14/64 59+12/59
Renales N 27 18 45
Onkozytom % Tumorentitat 60,0% 40,0% 100,0%
% Gesamtzahl 2,9% 1,9% 4,8%
Alter bei OP 70+10/70 63+14/67 67 +£12/68
Klarzelliges N 396 217 613
Nierenzellkarzinom % Tumorentitat 64,6% 35,4% 100,0%
% Gesamtzahl 42,0% 23,0% 65,1%
Alter bei OP 62+10/62 63+11/64 62+10/63
Papillares N 118 32 150
Nierenzellkarzinom % Tumorentitat 78,7% 21,3% 100,0%
% Gesamtzahl 12,5% 3,4% 15,9%
Alter bei OP 62+11/62 69+12/72 63+12/64
Sarkomatoides N 37 14 51
Nierenzellkarzinom % Tumorentitat 72,5% 27,5% 100,0%
% Gesamtzahl 3,9% 1,5% 5,4%
Alter bei OP 61+12/61 66+9/65 62+11/62
Nierenzellkarzinom N 9 2 11
ohne nahere % Tumorentitat 81,8% 18,2% 100,0%
Angaben % Gesamtzahl 1,0% 0,2% 1,2%
Alter bei OP 66+12/69 61+0/61 65+11/64
Urothelkarzinom N 2 1 3
% Tumorentitat 66,7% 33,3% 100,0%
% Gesamtzahl 0,2% 0,1% 0,3%
Alter bei OP 50+16/59 94+0/94 70+24/70
Tubulopapillares N 1 0 1
Nierenzellkarzinom % Tumorentitat 100,0% 0,0% 100,0%
% Gesamtzahl 0,1% 0,0% 0,1%
Alter bei OP 42+0/42 0+0/0 42 +£0/42
Unbekannt N 1 0 1
% Tumorentitat 100,0% 0,0% 100,0%
% Gesamtzahl 0,1% 0,0% 0,1%
Alter bei OP 35+0/35 0+£0/0 35+0/35
Gesamt N 630 312 942
% Gesamtzahl 66,9% 33,1% 100,0%
Alter bei OP 62+11/62 64+11/65 62+11/63
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Bezlglich des Alters bei operativer Intervention zeigten sich keine signifikanten
Unterschiede. Die detaillierten Patientenzahlen hinsichtlich Geschlecht und Tumorentitat
sind in Tabelle 7 gezeigt. Die haufigste Tumorentitdt war mit 65,1% das klarzellige
Nierenzellkarzinom, gefolgt von den papilldren Nierenzellkarzinomen mit 15,9% und den
chromophoben Nierenzellkarzinomen mit 7,1%. Die renalen Onkozytome waren in 4,8% der

Félle in der Studienpopulation vertreten.

Die in der weiteren Arbeit untersuchten chromophoben Nierenzellkarzinome und renalen
Onkozytome wurden bei insgesamt 112 Patienten gefunden, dabei handelte es sich um 39
mannliche und 28 weibliche Patienten mit chromophoben Nierenzellkarzinom und 27
mannliche und 18 weibliche Patienten mit renalem Onkozytom. Dies entsprach bei den
chromophoben Nierenzellkarzinomen 4,1% Manner und 3,0% Frauen der gesamten
Studienpopulation. Im Falle der Onkozytome fanden sich folgende Werte: 2,9% Méanner und

1,9% Frauen bezogen auf die gesamte Studienpopulation.
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Aus Tabelle 8 wird ersichtlich, dass bis auf die sarkomatoiden Nierenzellkarzinome die pT-
Kategorie pT1a die Haufigste darstellte. Die sarkomatoiden Nierenzellkarzinomen wurden
uberwiegend in der pT-Kategorie pT3a diagnostiziert. Die entspricht einem 41%igem Anteil
der sarkomatoiden Nierenzellkarzinome. Die in der Arbeit detaillierten analysierten
chromophoben Nierenzellkarzinome und Onkozytome traten am haufigsten als pT1a auf.
Dabei muss einschrankend festgehalten werden, dass bei im Falle der renalen Onkozytome
die pT-Katerogie von 39 Patienten (87%) nicht bekannt war. Interessanterweise waren die
prozentualen Haufigkeiten bei den chromophoben und klarzelligen Nierenzellkarzinomen
vergleichbar. In den T-Kategorien T1a und T1b der chromophoben Nierenzellkarzinome
fanden sich 33 bzw. 20% der Patienten, wohingegen die klarzelligen Nierenzellkarzinome
bei 39 bzw. 23% in den oben genannten Stadien zu finden war. Eine weitere Haufung konnte
fir das chromophobe (27%), das klarzellige (19%) und das sarkomatoide (41%)

Nierenzellkarzinom in der pT-Kategorie pT3a beobachtet werden.

Fur das Auftreten von Lymphknotenmetastasen (N) waren die Daten nur von 441 Patienten
(54%) bekannt. Der haufigste Lymphknotenstatus war NO (kein Lymphknotenbefall), das

entspricht einem prozentualen Anteil von 87% aller analysierten Tumoren.

Bezlglich der Metastasierung zeigte sich ein vergleichbares Ergebnis. Den haufigsten
Metastasierungsstatus stellte das Nichtvorhandensein von Metastasen beim chromophoben
(88%), klarzelligen (84%) und papillaren (91%) Nierenzellkarzinom und Onkozytom (100%)
dar (MO). Auffallig ist die M1-Metastasierung in 52% der Falle beim sarkomatoiden
Nierenzellkarzinom. Die Daten waren in 750 Fallen (80%) bekannt. Fir den
Resektionsstatus konnte festgestellt werden, dass bei den meisten operativen Eingriffen
kein Tumorgewebe im mikroskopisch gesunden Resektionsrand nachgewiesen werden
konnte (R0). Von 97% der Falle war der Resektionsstatus bekannt. Fur die sarkomatoiden
Nierenzellkarzinome wurde die hochste R1-Resektionsrate von 29% beobachtet. Bei
Betrachtung der Fuhrmanngraduierung fallt auf, dass sich die meisten untersuchten Falle im
Grad 2 befanden (57%).
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3.2 Histochemische und immunhistochemische Analyse

Die histochemische Reevaluation der angefertigten TMAs erfolgte zum Zwecke der
Tumortypisierung sowie zur Bestimmung der Fuhrmann-Graduierung. In vier Fallen (0,4%)
kam es zu einer Neubewertung der Tumorentitdt. Die entsprechenden Fuhrmann-
Graduierungen fur die jeweiligen Tumorentitaten sind in Tabelle 8 aufgefihrt. In Abbildung
4 ist eine reprasentative, histochemische Anfarbung mittels H&E-Farbung fiir ein klarzelliges

Nierenzellkarzinom gezeigt.

Abbildung 4: Représentative H&E-Farbung eines TMA von klarzelligen Nierenzellkarzinomen von 7
Patienten. Jede dargestellte Spalte zeigt die Gewebsproben von jeweils einem Patienten (P1 bis P7).
Dabei stellt die oberste Reihe (1) eine mikroskopische und makroskopische nicht pathologisch
beurteilte Gewebsprobe dar. Die {ibrigen vier Reihen (2 bis 5) sind Tumorgewebsproben der jeweiligen
Patienten. 20-fache VergroBerung.

Die Abbildung 5 zeigt reprasentative H&E-Farbungen verschiedener in dieser Studie
analysierten Nierentumoren. Fir das am haufigsten diagnostizierte klarzellige
Nierenzellkarzinom konnte das typische pflanzenzellartige Aussehen der Tumorzellen mit
dem namengebenden klaren Erscheinungsbild des Zytoplasmas nachgewiesen werden. Die
Tumorzellen haben im Falle des klarzelligen Nierenzellkarzinoms ihren Ursprung
hauptsachlich im proximalen Tubulus. Fir die zweithdufigste diagnostizierte Tumorentitat,

dem papillaren Nierenzellkarzinom, waren die typischen papillaren und tubuléren Strukturen
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der Tumorzellen mit eosinophiler Farbung, die ihren Ursprung im proximalen Tubulus haben,
sichtbar. Das chromophobe Nierenzellkarzinom (dritthaufigste Entitat) zeigte die typische
farblose, feinretikulare Zytoplasmastruktur der Tumorzellen, die ihren Ursprung im
Sammelrohr haben. Fir die renalen Onkozytome (seltenste Entitat) konnte das nestartige

Auftreten der Tumorzellen, die ihren Ursprung im Sammelrohr haben, gezeigt werden.
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Abbildung 5: Représentative histochemische H&E-Farbung verschiedener, in der vorliegenden Studie
analysierten Nierenzelltumoren: A klarzelliges Nierenzellkarzinom, B papilléres Nierenzellkarzinom, C
chromophobes Nierenzellkarzinom, D Onkozytom, 400-fache VergroRerung

Die immunhistochemische Analyse von c-Kit (CD 117) ist in Abbildung 6 reprasentativ
gezeigt. Im Falle des nicht pathologischen Nierengewebes wurde die c-Kit-Expression mit
einer starken Anfarbung der Plasmamembranen der Zellen des distalen Tubulussystems
und der Sammelrohre dargestellt. Im Gegensatz dazu zeigt sich beim chromophoben
Nierenzellkarzinom eine zytoplasmatische sowie eine membranare Lokalisation von c-Kit.
Die untersuchten renalen Onkozytome zeigen ein vergleichbares Expressionsverhalten
(siehe Tabelle 9).



Ergebnisse 42

Tabelle 9: c-kit-Expression und Gesamt-c-kit-Score bei verschiedenen Entitaten der Nierentumoren. In
insgesamt 10 Fallen konnte aus methodischen Griinden keine Zuordnung der c-kit-Expression und des
Gesamt-c-kit-Scores erfolgen. chRCC: chromophobes Nierenzellkarzinom, ccRCC: klarzelliges
Nierenzellkarzinom, RCC o. n. A.: Nierenzellkarzinom ohne nahere Angaben, RO: renales Onkozytom,
ppRCC: papillares Nierenzellkarzinom, scRCC: sarkomatoides Nierenzellkarzinom, tpRCC:
tubulopapillares Nierenzellkarzinom, UC: Urothelkarzinom

c-kit-Expression Gesamt-c-kit-Score

c-kit negativ c-kit positiv kein schwach moderat stark
Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl % Anzahl %
chRCC 13/67 19 54/67 81 13/67 19 20/67 30 26/67 39 8/67 12
ccRCC 600/613 98 6/613 1 600/613 98 3/613 05 1/613 02 2/613 03
RCC o.n.A. 10/11 91 17111 9 10/11 91 1711 9 0/11 0 0/11 0
RO 8/44 18 36/ 44 82 8/44 18 22/44 50 10/44 23 4144 9
ppRCC 146/151 97 41151 3 | 146/151 97 2/151 1,3 2/151 13 0/151 0
scRCC 511751 100 0/51 0 51751 100 0/51 0 0/51 0 0/51 0
tpRCC 171 100 0/1 0 11 100 0/1 0 0/1 0 0/1 0
uc 113 33 0/3 0 113 33 0/3 0 0/3 0 0/3 0
unbekannt 3/4 75 114 25 3/4 75 114 25 0/4 0 0/4 0
Gesamt 833/945 88  102/945 11 | 833/945 88 49/945 52 39/945 41 14/945 15

Hinsichtlich des c-kit-Expressionsscores und der pT-, pN- und cM-Stadien konnte kein

statistisch signifikanter Zusammenhang festgestellt werden.
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Abbildung 6: Reprasentativer immunhistochemischer Nachweis von CD 117 (c-kit) in nicht
pathologischem Nierengewebe (A), chromophoben Niernzellkarzinom (B) und Onkozytom (C). Zur
Visualisierung wurde der Farbstoff DAB verwendet (braune Férbung). Im nicht pathologischen
Nierengewebe zeigt sich ein positives Anfarbeverhalten in den Plasmamembranen der Zellen des
distalen Tubulussystems und der Sammelrohre. Im Gegensatz dazu zeigt sich im chromophoben
Nierenzellkarzinom (B) ein positiver c-kit-Nachweis sowohl in den Plasmamembranen als auch im
Zytoplasma der Tumorzellen. Ein vergleichbares Anfarbeverhalten zeigte sich bei den Onkozytomen
(C). 200-fache VergroBerung.

Der quantitative Vergleich zwischen der c-kit-Expression mittels des c-kit-Scores zwischen
nicht  pathologischem  und  pathologischem  Nierengewebe  (chromophobe
Nierenzellkarzinome und Onkozytome) zeigte, dass es eine deutlich (9,5-fache) héhere,
statistisch signifikante c-kit-Expression im pathologischen Nierengewebe gibt (p < 0,001;
Wilcoxon Signed Rank Test; siehe Abbildung 7). Der durchschnittliche c-kit-Score des nicht
pathologischen Nierengewebes lag bei 0,63 + 0,8, wahrend der Mittelwert des c-kit-Scores
fir das pathologische Nierengewebe bei 6,0 £ 3,8 lag.
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Abbildung 7: Box und Whisker-Graphik des c-kit-Scores von nicht pathologischem Nierengewebe und
pathologischem Nierengewebe (chromophobe Nierenzellkarzinome und Onkozytome). Die Daten des
nicht pathologischen Nierengewebes stammen von den Kontrollstanzen der TMAs, die mit c-kit
angefarbt wurden. Dabei handelt es sich um mikroskopisch nicht pathologisch bewertetes Gewebe. Es
zeigte sich ein statistisch signifikanter 9,5-facher Unterschied zwischen der c-kit-Expression zwischen
nicht pathologischem und pathologischem Nierengewebe (***p<0,001; Wilcoxon Signed Rank Test).

3.3 c-kit-Mutationsanalyse

Fur die c-kit-Mutationsanalysen wurden 2 Onkozytome und 21 chromophobe
Nierenzellkarzinome ausgewahlt, die mindestens eine moderate bzw. eine starke c-kit-
Farbung (kit-Score) aufwiesen (siehe Tabelle 10).Es zeigte sich, dass flr alle analysierten
Genloci keine Mutation bzw. Polymorphismus nachgewiesen werden konnte. Somit wiesen
alle analysierten Tumor-DNA-Proben die Wildtyp-Variante in den untersuchten Exons fir
das c-kit-Gen auf. In einem Fall konnte keine Mutationsanalyse vorgenommen werden, da
die Qualitat der extrahierten DNA nicht fir eine Mutationsanalyse ausreichte. Es konnte
keine signifikante Abhangigkeit zwischen Mutationsstatus und Expressions-Score von c-kit

in chromophoben Nierenzellkarzinomen und renalen Onkozytomen nachgewiesen werden.
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Tabelle 10: Ergebnisse der c-kit-Mutationsanalyse und des kit-Scores von 2 Onkozytomen und 21
chromophoben Nierenzellkarzinomen. RO: renales Onkozytom, chRCC: chromophobes
Nierenzellkarzinom, n.d.: nicht detektierbar, wt: Wildtyp

Fallnummer Diagnose kit-Score Exon9 Exon11 Exon13 Exon14 Exon15 Exon17

448 RO 12 wt wt wt wt wt wt
450 RO 12 wt wt wt wt wt wt
481 chRCC 12 n.d. n.d. n.d. n.d. n.d. n.d.
483 chRCC 12 wt wt wt wt wt wt
484 chRCC 12 wt wt wt wt wt wt
487 chRCC 12 wt wt wt wt wt wt
489 chRCC 12 wt wt wt wt n.d. wt
497 chRCC 12 wt wt wt wt wt wt
610 chRCC 8 wt wt wt wt wt wt
613 chRCC 8 wt wt wt wt wt wt
604 chRCC 8 wt wt wt wt wt wt
430 chRCC 12 wt wt wt wt wt wt
441 chRCC 12 wt wt wt wt wt wt
442 chRCC 12 wt wt wt wt wit wit
443 chRCC 12 wt wt wt wt wit wit
444 chRCC 12 wt wt wt wt wit wit
446 chRCC 12 wt wt wt wt wt wt
459 chRCC 12 wt wt wt wt wt wt
469 chRCC 12 wt wt wt wt wt wt
560 chRCC 8 wt wt wt wt wt wt
594 chRCC 8 wt wt wt wt wt wt
746 chRCC 8 wt wt wt wt wt wt
779 chRCC 8 wt wt wt wt wt wt
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4. Diskussion

4.1 Studienpopulation

Die Haufigkeiten der in der vorliegenden Studie analysierten Tumorentitdten an humanen
Nierenzellkarzinomen entspricht den in der Literatur bekannten Haufigkeiten (Haferkamp et
al., 2006). Das klarzellige Nierenzellkarzinom stellt mit 70-80% die haufigste maligne
Tumorentitat der humanen Nierentumoren dar. Das Auftreten von 65,1% dieser Tumorentitat
in der vorliegenden Studienpopulation bestatigt diese Tatsache. Der zweithaufigste maligne
Tumor der Niere, das papillare Nierenzellkarzinom, wird in der Literatur mit einer Haufigkeit
von 10 bis 20% aller Nierentumoren beschrieben. Die in der vorliegenden Studie gefundenen
15,9% an papillaren Nierenzellkarzinomen ist in sehr guter Ubereinstimmung mit den
bekannten Literaturdaten (Haferkamp et al., 2006). Das chromophobe Nierenzellkarzinom
stellte mit 7,1% die dritthaufigste Tumorentitat der vorliegenden Studienpopulation dar, was
der bekannten Pravalenz von 5% entspricht (Haferkamp et al., 2006). Die Onkozytome
traten mit Haufigkeit von 4,8% in der vorliegenden Studie auf. Dies ist in relativ guter
Ubereinstimmung mit den bekannten Haufigkeiten aus der Literatur. In Abhéngigkeit von
Klassifikationssystem werden Haufigkeiten zwischen 2 und 5% angegeben (Brinkmann et
al., 2001). Die Klassifikation nach Kovacs sowie deren Modifikation von Weiss et al. (Kovacs,
1993; Weiss et al., 1995) beschreibt eine Haufigkeit der Onkozytome von 2%, wohingegen
die Heidelberg-Klassifikation (Kovacs et al., 1997) eine Haufigkeit von 3 bis 5% angibt und
die in Deutschland am haufigsten verwendete Klassifikation der Nierenzellkarzinome nach

Thoenes et al (Thoenes et al., 1991; Thoenes et al., 1986) ein 5%iges Auftreten beschreibt.

Aus der Literatur ist bekannt, dass humane Nierenzellkarzinome gehauft beim mannlichen
Geschlecht auftreten (Kates et al., 2013; Siegel et al., 2012). Diese Beobachtung konnte fiir
alle untersuchten Tumorentitaten in der vorliegenden Studienpopulation bestatigt werden
(siehe Tabelle 7). Dieser Geschlechtsunterschied trat ebenfalls bei den benignen
Onkozytomen in der der uns analysierten Studienpopulation auf. Dies bestatigt die
statistischen Auswertungen in der Literatur (Mauermann et al., 2013), in welchen ein
gehauftes Auftreten von Onkozytomen beim mannlichen Geschlecht nachgewiesen wurden.
Die in der Literatur publizierten Daten stehen dabei in perfekter Ubereinstimmung (Manner:
62%, Frauen: 38%, (Mauermann et al., 2013) mit unseren Studienergebnissen.

Dabei stellt das renale Onkozytom innerhalb der benignen Nierentumoren eine Ausnahme
dar, da andere benigne Nierentumoren wie z.B. das Angiomyolipom haufiger bei Frauen

auftreten.
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Bezlglich des Alters zum Operationszeitpunkt kann festgehalten werden, dass es keinen
Unterschied zwischen den Geschlechtern gab (Manner: 62 Jahre, Frauen: 65 Jahre, Angabe
als Median). Das Alter ist als Risikofaktor flir Tumoren im Urogenitaltrakt des Menschen
bereits identifiziert worden (Macleod et al., 2013). Weiterhin ist bekannt, dass der
Erkrankungsgipfel fir humane Nierentumoren in der Altersklasse 60 bis 64 Jahre mit 26%
aller Erkrankten liegt. Dies stimmt mit den Altersdaten zum Operationszeitpunkt unserer
Studie Uberein.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass es sich aus epidemiologischer Sicht bei
der untersuchten Studienpopulation um eine reprasentative Patientengruppe hinsichtlich
humaner Nierentumoren handelt. Somit kénnen die weiteren Analysen ebenfalls als

reprasentativ angesehen werden.

4.2 Epidemiologie der TNM-Klassifikation

Hinsichtlich der pT-Kategorie (TNM-Klassifikation) wurde die untersuchte Studienpopulation
mit der Arbeit von Qi et al. verglichen (Qi et al., 2014). Dabei zeigte sich eine gute
Ubereinstimmung der prozentualen Haufigkeiten der verschiedenen pT-Kategorien (pT1 bis
pT4). Die haufigste pT-Kategorie in unserer Population war mit 37% die pT1a. Dies lasst
sich vergleichen mit den Angaben aus der oben genannten Publikation mit den Amerikanern
nicht afrikanischer Herkunft (pT1a: 42,7%). Die zweithaufigste pT-Kategorie in unserer
Studie war pT1b mit 23%. Das stimmt mit der in der Vergleichspopulation (Amerikaner nicht
afrikanischer Herkunft) gefundenen zweithaufigsten pT-Kategorie pT1b (20,8%) gut Gberein.
Fur die pT-Kategorien pT3a-c zeigten sich interessanterweise, dass die Gesamtprozentzahl
der Vergleichsstudie bei 20,7% lag, wahrend in der vorliegenden Studienpopulation bereits
die pT-Kategorie pT3a bei 20% aller Tumorentitaten reprasentiert war. Dies lasst sich mit
Tatsache erklaren, dass in unserer Studienpopulation die meisten Patienten mit pT-
Kategorie pT3 als pT3a charakterisiert wurden. Es zeigte sich eine signifikante Abhangigkeit
der Metastasierung von der Tumorgréfie und -ausbreitung (siehe Tabelle 7; p < 0,001, Chi-
Quadrat-Test), wobei die pT-Kategorie pT3a die meisten nicht metastasierten Félle an
Patienten aufwies. Diese Patienten wurden einer operativen Therapie zugefihrt und somit
in die vorliegende Studie eingeschlossen. Dies stellt den Grund fir den hohen Anteil an

Kategorie pT3a in unserer Population dar.

In Bezug auf die Metastasierung prasentiert die Vergleichsstudie (Qi et al., 2014) nur Daten

zum klarzelligen, papillaren und sogenannten anderen humanen Nierenzellkarzinomen. Der
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Vergleich mit den klarzelligen Nierenzellkarzinomen zeigt einen deutlichen Unterschied in
der Metastasierung. Wahrend in der Vergleichsstudie 84,3% der Klarzelligen
Nierenzellkarzinome bei Amerikanern nicht afrikanischer Herkunft metastasiert waren,
zeigte sich in unserer Studienpopulation eine Metastasierungsrate von 16%. Dies I&sst sich
bereits mit den oben genannten Griinden der operativen Versorgung bei metastasierten
Nierenzellkarzinomen erklaren, denn es wurden nur Patienten einer operativen Therapie
zugefhrt, die keine Fernmetastasierung aufwiesen. Die Operation in Form einer
Nephrektomie (radikal oder partiell) war notwendig um die Gewebeproben fir die

vorliegende Studie zu gewinnen und somit konnten auch nur diese Falle analysiert werden.

4.3 c-kit Expression und histologische Graduierung nach

Fuhrmann

Die Expression von c-Kit in nicht pathologischem und pathologischem humanen
Nierengewebe wurde in der Vergangenheit bereits charakterisiert und beschrieben (Huo et
al., 2005; Kato et al., 2005). Im nicht neoplastischen Nierengewebe ist c-kit in Membranen
und im Zytoplasma (50% der Zellen) der Zellen des Sammelrohrsystems lokalisiert. Diese
Lokalisation konnte in unseren eigenen Untersuchungen bestatigt werden, da im nicht
neoplastischen Nierengewebe eine schwache c-kit-Farbung in den Zellen des distalen
Tubulus- und des Sammelrohrsystems nachweisbar war. Hinsichtlich der Expression von c-
kit in chromophoben Nierenzellkarzinomen ist festzuhalten, dass in unserer Studie 81%
positiv waren. Dies deckt sich mit der in der Literatur beschriebenen Haufigkeit der c-kit-
Expression bei chromophoben Nierenzellkarzinomen (Bereich zwischen 46 und 100%),
(Huo et al., 2005; Miliaras et al., 2004; Pan et al., 2004; Petit et al., 2004; Went et al., 2004;
Yamazaki et al., 2003). Dabei findet sich ein diffuses Expressionsmuster von c-kit beim
chromophoben Nierenzellkarzinom, was durch eine membranstandige und auch
zytoplasmatische Farbung des Proteins charakterisiert ist. Ahnliche Aussagen lassen sich
beim renalen Onkozytom treffen. In den von uns analysierten Onkozytomen liel3 sich in 82%
der Falle eine c-kit-Expression nachweisen. Die Literaturangaben geben diesbezlglich
einen Bereich von 71 bis 100% an (Huo et al., 2005; Miliaras et al., 2004; Pan et al., 2004;
Petit et al., 2004; Went et al., 2004; Yamazaki et al., 2003). Bei den von uns analysierten
klarzelligen Nierenzellkarzinomen zeigte sich im Gegensatz dazu eine c-kit-

Expressionshaufigkeit von lediglich 1%. Solch geringe c-kit-Expressionshaufigkeiten fur das
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klarzellige Nierenzellkarzinom sind bereits in der Literatur beschrieben worden (Huo et al.,
2005).

Interessanterweise zeigte der intraindividuelle Vergleich der c-Kit-Expressionen zwischen
nicht pathologischem und pathologischem Nierengewebe eine deutlich signifikant hohere
Expression von c-Kit in den chromophoben Nierenzellkarzinomen und Onkozytomen. Dieser
quantitative Unterschied wurde in der Literatur bisher zu unserem besten Wissen noch nicht
beschrieben. Es wurde jedoch schon semiquantitativ beschrieben, dass c-kit im normalen
Nierengewebe eine niedrigere Expression zeigt im Vergleich zu chromophoben
Nierenzenkarzinomen und Onkozytomen (Kato et al., 2005). Im Gegensatz dazu
beschrieben Horstmann et al. (Horstmann et al., 2012) eine hohere c-kit-Expression im
normalen Nierengewebe im Vergleich zu verschiedenen Nierenzelltumorentitaten. Diese
Unterschiede zu unserer Arbeit kdnnen folgendermafen erklart werden: in der vorliegenden
Arbeit wurde ein intraindividueller Vergleich der c-kit-Expression zwischen nicht
pathologischem Nierengewebe und chromophoben Nierenzellkarzinom / Onkozytom
durchgeflhrt, wahrend in der Arbeit von Horstmann et al. kein intraindividueller Vergleich
vorgenommen wurde. Vielmehr wurde fir die Analyse von den Tumoren unabhangige
Referenzproben (normales Nierengewebe) verwendet. Weiterhin ist auffallig, dass in dieser
Arbeit c-kit auch im proximalen Tubulus nachgewiesen werden konnte (100%). Obwohl
diese Farbung ausschliellich zytoplasmatisch war, sind solche Befunde in der Literatur

bisher nicht weiter beschrieben worden.

Die Auswertung der Graduierung nach Fuhrmann ergab, dass der Fuhrmanngrad 2 am
haufigsten in unserer Studienpopulation diagnostiziert wurde. Es zeigte sich jedoch kein
Zusammenhang zwischen dem Fuhrmanngrad sowie dem TNM-Stadium. Die haufige
Diagnostik des Fuhrmanngrades 2 in unserer Studienpopulation kann verschiedene Grinde
haben. Zum einen kann dies beispielsweise durch die selektive Auswahl von Patienten, die
operiert wurden zustande kommen, zu anderen kann es durch lokale Unterschiede der

Differenzierung innerhalb der Gewebeschnitte bedingt sein.
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4.4 Mutationsanalyse

In der vorliegenden Studie wurden 21 chromophobe Nierenzellkarzinome und 2 renale
Onkozytome auf bereits gut charakterisierte Mutationen (Zimpfer et al., 2014) des c-kit-Gens
(KIT) untersucht (siehe Tabelle 10). Es zeigte sich, dass alle untersuchten Exons des KIT
als Wildtyp vorlagen. Somit konnte keine Analyse hinsichtlich der Expressionsstarke des c-

kit-Proteins beztiglich Mutationen im KIT vorgenommen werden.

Es kann festgehalten werden, dass bisher keine expressionsaktivierenden KIT-Mutationen
in chromophoben Nierenzellkarzinomen und Onkozytomen gefunden wurden (Kato et al.,
2005; Kruger et al., 2005; Pan et al., 2004; Yamazaki et al., 2003). Beispielsweise wurde in
einer Studie (Kato et al., 2005) fir 5 chromophobe Nierenzellkarzinome und 5 Onkozytome
keine Mutationen in den Exonen 9, 11, 13 und 17 des KIT gefunden. Entsprechende
Ergebnisse hinsichtlich von Mutationen im Kit-Gen in chromophoben Nierenzellkarzinomen
und Onkozytomen wurden in weiteren Arbeiten (Kato et al., 2005; Kriiger et al., 2005; Pan

et al., 2004; Yamazaki et al., 2003) einschlielich der vorliegenden Studie bestatigt.

4.5 c-Kit-Expression und Tyrosinkinase-Inhibitoren

beim humanen Nierenzellkarzinom

Das c-kit-Expressionsverhalten in malignen Tumoren ist deshalb von Interesse, da c-kit ein
Angriffspunkt des Tyrosinkinaseinhibitoren (TKls) Imatinib (Glivec®) darstellt. Dies ist ein
bereits flr die Behandlung c-Kit-(CD 117)-positiver nicht resezierbarer und/oder
metastasierter maligner gastrointestinaler Stromatumoren (GIST) bei Erwachsenen ein sehr
gut bewahrtes Therapieprinzip (Novartis, 2015a). Imatinib gehért in die First-Line-Therapie
dieser Tumorerkrankungen. Im Weiteren ist bekannt, dass Tyrosinkinaseinhibitoren wie z.B.
Sorafenib (Nexavar®), Sunitinib (Sutent®) und Pazopanib (Votrient®) zur Therapie beim
metastasierten / fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom von erwachsenen Patienten
zugelassen sind (Novartis, 2015b). Ein Grund fir die nachgewiesene Wirksamkeit liegt
maglicherweise in der bereits bekannten und in dieser Arbeit ebenfalls bestatigten
Uberexpression (gegeniiber normalen Nierengewebe) von c-kit in chromophoben
Nierenzellkarzinomen und Onkozytomen. Interessanterweise gibt es jedoch keinen
Unterschied zwischen nicht-klarzelligen und klarzelligen Nierenzellkarzinomen in den
Ansprechraten dieser Karzinome gegentiber den obengenannten TKls (Stadler et al., 2007)

Dies erscheint insofern Uberraschend, da in dieser Arbeit nachgewiesen wurde, dass die c-
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kit-Expression in klarzelligen Nierenzellkarzinomen im Vergleich zu den chromophoben
Nierenzellkarzinomen und Onkozytomen deutlich geringer ist. Jedoch muss an dieser Stelle
erwahnt werden, dass in den durchgefiihnrten Studien beim Hauptanteil der Patienten ein
klarzelliges Nierenzellkarzinom diagnostiziert worden war (Bellmunt et al., 2013; Gore et al.,
2009; Heng et al., 2009; Kroeger et al., 2013). In einer Subgruppenanalyse konnte in einer
Studie gezeigt werden, dass Patienten mit einem chromophoben Nierenzellkarzinom ein
besseres Gesamtuberleben hatten als Patienten mit einem klarzelligen Nierenzellkarzinom
(Kroeger et al., 2013). Dies unterstreicht die Wirksamkeit der TKIs und der Bedeutung von
c-kit bei der Behandlung der Patienten mit chromophoben Nierenzellkarzinomen und
Onkozytomen. Jedoch sind weitere Studien nétig um molekulare Marker zu bestimmen, die
ein optimales Ansprechen auf die TKls erklaren bzw. vorhersagen. Zusammenfassend muss
jedoch festgehalten werden, dass der pathogenetische Mechanismus von c-kit fur die
chromophoben Nierenzellkarzinome und Onkozytome nicht komplett aufgeklart wurde bzw.
teilweise unklar bleibt. Dies unterstreicht die bereits erwahnte Notwendigkeit fur weitere in-
vitro und in-vivo Studien um die Ansprechrate von TKls bei der Behandlung von

chromophoben Nierenzellkarzinomen und Onkozytomen zu optimieren.
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5. Zusammenfassung

Die Therapie des humanen Nierenzellkarzinoms hat sich in den letzten Jahren durch den
Einsatz sogenannter ,Targeted-Therapy“ deutlich verandert. Zu diesen Substanzen gehoren
u.a. Tyrosinkinase-Inhibitoren, wie z.B. Sunitinib und Pazopanib. Es handelt sich dabei um

Multikinase-Inhibitoren, die u.a. auch den Stammzellfaktor-Rezeptor c-Kit inhibieren.

Hinsichtlich der Expression von c-Kit bei humanen Nierenzellkarzinomen ist bekannt, dass
das chromophobe Nierenzellkarzinom im Vergleich zum klarzelligen Nierenzellkarzinom
durch eine deutliche Uberexpression charakterisiert ist. Aus der Literatur sind bereits
Mutationen bekannt, die die Aktivitdt und Expression von c-Kit beeinflussen kdnnen.
Aufgrund des lickenhaften Kenntnisstandes bezlglich des Zusammenhanges von
Mutationen im Kit-Gen und der Expression von c-Kit im chromophoben Nierenzellkarzinom

wurde dieser Zusammenhang in der vorliegenden Arbeit untersucht.

Zunachst wurde die vorliegende Studienpopulation hinsichtlich ihrer Epidemiologie und
TNM-Stadien mit Literaturdaten verglichen. Dabei zeigte sich eine sehr gute
Ubereinstimmung mit unserer Studienpopulation. Dann wurden aus 948 Patienten die
chromophoben Nierenzellkarzinome identifiziert und entsprechend auf c-Kit-Mutation
immunhistochemisch analysiert. Hierbei zeigte der intraindividuelle Vergleich von nicht
pathologischem Nierengewebe mit dem pathologischen Nierengewebe von chromophoben
Nierenzellkarzinomen und renalen Onkozytomen, dass das pathologisch veranderte
Nierengewebe (chRCC und RO) eine signifikant hohere Expression von c-Kit zeigte. Des
Weiteren wurde die Tumor-DNA auf Mutationen im Kit-Gen untersucht. Dabei konnte in der
vorliegenden Studie keine aktivierende Kit-Mutation nachgewiesen werden. Es konnten nur

Wildtyp-Allele fiir die untersuchten Exons gezeigt werden.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass die Uberexpression von c-Kit in
chromophoben Nierenzellkarzinomen und renalen Onkozytomen nicht von Mutationen in
den typischen Exons des Kit-Gens verursacht wird. Dennoch konnte c-Kit ein diagnostischer
und prognostischer Faktor bei der Therapie des chromophoben Nierenzellkarzinoms und

renalen Onkozytomen werden.
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X. Thesen

Die c-Kit-Expression in chromophoben Nierenzellkarzinomen und renalen Onkozytomen
unterscheidet sich von der Expression im nicht pathologisch veranderten Nierengewebe.

Die c-Kit-Expression in chromophoben Nierenzellkarzinomen und renalen Onkozytomen
wird durch Mutationen im c-kit-Gen verursacht.

Die c-Kit-Expression l&sst sich nach dem c-Kit-Score, der auf dem modifizierten Allred-Score
basiert quantifizieren.

Durch  Mutation im  c-kit-Gen  entstehen  Therapiemdglichkeiten  durch
Tyrosinkinaseinhibitoren.
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