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Nomenklatur

Im Folgenden sind die in der vorliegenden Arbeit verwendeten Abkiirzungen und Formelzei-
chen (aufler SI-Einheiten) sowie die verwendeten Gensymbole und deren ausfiihrliche Gen-
namen [National Center for Biotechnology Information, 2010] aufgelistet. Die Gene und
Proteine werden der Ubersichtlichkeit halber im fortlaufenden Text der Arbeit nur mit ihren
offiziellen Symbolen bezeichnet. Gene sind stets in kursiver, Proteine in normaler Schriftform
dargestellt. Die Schragstriche in den Gensymbolen und Gennamen in der folgenden Nomen-
klatur kennzeichnen verschiedene Gene, die sich in ihrem Symbol bzw. Namen nur in dem
durch den Schragstrich abgetrennten Buchstaben bzw. die abgetrennte Zahl unterscheiden.
Die Expression der Gene SAA1 und SAA2 konnte aufgrund ihrer Sequenzhomologie weder
in den Oligonukleotid-,, Microarray“-Analysen noch in der quantitativen Polymeraseketten-
reaktion (QPCR) getrennt quantifiziert werden, was in der Arbeit generell durch das Kiirzel
SAA1/2 gekennzeichnet ist.

Abkiir- Begriff Abkiir- Begriff
zung zung
A. dest. destilliertes Wasser ECOG »,Eastern Cooperative Onco-
Abb. Abbildung(en) logy Group*
ANED yalive, no evidence of disea- EDTA Ethyldiamintetraessigséure
se‘; lebt ohne Rezidiv Fa. Firma
ANOVA yanalysis of variance® FAM 6-Carboxyfluorescein
Anz. Anzahl FDR Hfalse discovery rate“
AWD nalive with disease®; lebt mit FFPE formalinfixiert, paraffineinge-
Rezidiv bettet
BSA Rinderserumalbumin FWER Hfamily-wise error rate“
Ca. Karzinom G Tumorgrad
chr. chromosomal Gl Gleichung(en)
cDNA ,complementary DNA* H>0, Wasserstoffperoxid
CI Konfidenzintervall hep. hepatisch
cRNA y,complementary RNA“ HR ,hazard ratio“
CT ,threshold cycle® HSD ,honestly significant  diffe-
CTP Cytosintriphosphat rence®
DAB Diaminobenzidin HUVEC ,2human umbilical vein endo-
DFS ,disease-free survival“; rezi- thelial cells®
divfreies Uberleben 1D Identifikationsnummer
DMSO Dimethylsulfoxid JUR Jahresiiberlebensrate
DNA Desoxyribonukleinséure klin. klinisch
(d)NTP(s) (Desoxy-)ribonukleotid(e) KNN ,k-nearest neighbouring*
DOD ,dead of disease“; tumorbe- kont. kontinuierlich
dingt verstorben kum. kumulativ
DTT Dithiothreitol kzZNZK klarzellige(s) NZK
DUC ,dead of unknown cause"; LK Lymphknoten
verstorben an unbekannter M distante Metastasierung

Ursache maéannlich

=
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NOMENKLATUR

Abkiir- Begriff Abkiir- Begriff

zung zung

max. maximal(e) RNA Ribonukleinséure

med. mediastinal ROX 5-Carboxyrhodamin

MES 2-(N-Morpholino)- RT Zimmertemperatur
ethansulfonséure SAPE R~Phycoerythrin-

met. metastasiert Streptavidin

Mets Metastasen SCID nsevere combined immune de-

Mon. Monat(e) ficiency“

mRNA ,messenger RNA* SSPE Natriumchlorid-Natrium-

MVD ,micro vessel density“; Mikroge- dihydrogenphosphat-EDTA
faBdichte Tab. Tabelle(n)

N Lymphknotenmetastasierung TBS Tris-gepufferte Saline

NA Daten nicht verfiigbar Tt nichtmalignes Gewebe

NaCl Natriumchlorid TLDA(s) ,TagMan Low Density Ar-

NN Nebenniere ray(s)“

1.s. nicht signifikant TMA(s)  ,tissue microarray(s)“

NZK Nierenzellkarzinom(e) TNM klinisches Tumorstadium

0S yoverall survival“ ; Gesamtiiber- TSS ytumor-specific survival®; tu-
leben morspezifisches Uberleben

0sS. OSSAr Tu Tumorgewebe

oT Objekttrager UISS ,University of California inte-

P. Perzentil grated scoring system*

PCR Polymerasekettenreaktion UKD Universitatsklinikum  Dres-

pd(N)6 y,random hexamer primer* den

pos. positiv UTP Uridintriphosphat

(p)T (pathologisches) Tumorstadium \Y% Veneninvasion

pulm. pulmonal w. weiblich

qPCR quantitative PCR \\AY ,weighted voting*“

RIN »RNA integrity number*

Formelzeichen Einheit Erklirung

A U Enzymaktivitdt in Units

¢ M Konzentration in Mol/Liter

a Xg Beschleunigung in Vielfaches der Erdbeschleunigung

A nm Wellenlédnge in Nanometer

N rpm Drehzahl in Umdrehungen/Minute

n - Probenzahl

p - Irrtumswahrscheinlichkeit, nominal

q - Irrtumswahrscheinlichkeit, korrigiert

r - Permutationszahl

p - Spearman-Korrelationskoeffizient

T °C Temperatur in Grad Celsius

t h, min Zeit in Stunden, Minuten

Vel VE relatives Volumen in Volumeneinheiten

lyspn A bp Léange doppelstrangiger DNA in Basenpaaren

lisDN A nt Léange einzelstrangiger DNA oder RNA in Nukleotiden
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NOMENKLATUR

Gensymbol Genname [Synonym]|

ACTB »actin, beta“

ANGPT1 Langiopoietin 1¢

APOE »apolipoprotein E

ARNT »aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator® [HIF1B]
ATPI11A »2ATPase, class VI, type 11A*

AXL »AXL receptor tyrosine kinase*

BIRCS5 ,baculoviral IAP repeat-containing 5“ [,,survivin“]
CA4/9 scarbonic anhydrase IV /IX“

CAPNG6 »calpain 6

CD34 ,,CD34 molecule

CD36 ,CD36 molecule (thrombospondin receptor)*
CD63 ,CD63 molecule®

CD151 ,CD151 molecule (Raph blood group)*

CDH1 »E-cadherin®

CENPV ,centromere protein V*

CKS2 ,CDC28 protein kinase regulatory subunit 2
COL4A2 »collagen, type IV, alpha 2

COX2 ,mitochondrially encoded cytochrome ¢ oxidase II*
CSF1 »colony stimulating factor 1¢

CSRP1 »cysteine and glycine-rich protein 1

CXCL12 »chemokine (C-X-C motif) ligand 12¢

CXCR4 »chemokine (C-X-C motif) receptor 4

DARC ,duffy blood group, chemokine receptor®

DKK3 ,dickkopf homolog 3 (Xenopus laevis)*
EDN1/2/3 sendothelin 1/2/3¢

EDNRA/B  ,endothelin receptor type A/B“

EGFR epidermal growth factor receptor

EMCN yendomucin®

EPASI sendothelial PAS domain protein 1¢ [HIF2A]
EREG »epiregulin®

ERG wv-ets erythroblastosis virus E26 oncogene homolog (avian)
FABP7 Hfatty acid binding protein 7, brain*

FGF2 Hfibroblast growth factor 2

FLT1 fms-related tyrosine kinase 1¢

GAPDH ,, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase*
GASG6 ,growth arrest-specific 6

GLUTI »glucose transporter protein 1¢

GPRI116 ,,G protein-coupled receptor 116

GSN »gelsolin (amyloidosis, Finnish type)*

HIF1A whypoxia inducible factor 1, alpha subunit*
HNMT ,histamine N-methyltransferase®

ID1/3 yinhibitor of DNA binding 1/3, dominant negative helix-loop-helix protein®
IGFBP5 yinsulin-like growth factor binding protein 5“
IL1/8 sinterleukin 1/8¢

IL13RA2 sinterleukin 13 receptor, alpha 2




NOMENKLATUR

Gensymbol Genname [Synonym]

IMP3 , U3 small nucleolar ribonucleoprotein*

KDR ,kinase insert domain receptor*

LAMAS5 ,Jaminin, alpha 5¢

LBH ,limb bud and heart development homolog (mouse)*
LDB2 »,LIM domain binding 2

MAPK1 ,mitogen-activated protein kinase 1“ [ERK]

MAPK14 ,mitogen-activated protein kinase 14“ [p38]

MKI67 santigen identified by monoclonal antibody Ki-67“ [antigen KI-67]
MMP1/2/9/14 ,matrix metallopeptidase 1/2/9/14¢

MTOR »mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase)“
NMU ,heuromedin U*

NOTCH4 yhomolog 4 (Drosophila)“

OLFML2A ,olfactomedin-like 2A*

PARM]1 »prostate androgen-regulated mucin-like protein 1¢
PBK »,PDZ binding kinase*

PDGFA/B »platelet derived growth factor alpha/beta®

PECAM]1 »platelet /endothelial cell adhesion molecule* [CD31]
PLAU »plasminogen activator, urokinase“ [UPA]

PLAUR »plasminogen activator, urokinase receptor” [UPAR]
PPIA »peptidylprolyl isomerase A (cyclophilin A)“

PTK2 ,protein tyrosine kinase 2 [FAK]

PTPRB »protein tyrosine phosphatase, receptor type, B¢
PTTGI ,pituitary tumor-transforming 1¢

RGS5 yregulator of G-protein signaling 5“

ROBO4 ,2roundabout homolog 4, magic roundabout*

SAA1/2 yserum amyloid A1/A2¢

SNRK »SNF related kinase*

SPARC wsecreted protein, acidic, cysteine-rich [,osteonectin®|
SPRY1/2 ,sprouty homolog 1 (antagonist of FGF signaling)/2 (Drosophila)“
SYNPO2 »Synaptopodin 2

TBP »TATA box binding protein“

TEK , TEK tyrosine kinase, endothelial®

TGFA/B1 stransforming growth factor, alpha/beta 1¢

TGFBR2 »growth factor, beta receptor II (70/80kDa)“

THBS1 ,thrombospondin 1

TIMP1/2/3 » TIMP metallopeptidase inhibitor 1/2/3¢

TMEMA47 ytransmembrane protein 47¢

TPM?2 ,tropomyosin 2 (beta)

TSPANT7/9 ,tetraspanin 7/9¢

UCHLI1 »ubiquitin carboxyl-terminal esterase L1 (ubiquitin thiolesterase)*
VCAMI1 yvascular cell adhesion molecule 1

VEGFA wvascular endothelial growth factor A“ [VEGFA]

VHL ,von Hippel-Lindau tumor suppressor®

VIM ,vimentin“
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1 Einleitung

Tumorleiden stellen in Deutschland die zweithaufigste Todesursache nach Herz-Kreislauf-
Erkrankungen dar [Statistisches Bundesamt, 2009]. Allein hier erkranken j&hrlich tber
400.000 Menschen an einem bosartigen Tumor. Nur etwas mehr als die Halfte der Pati-
enten tiberlebt die ersten fiinf Jahre nach der Diagnose [Batzler et al., 2004]. Etwa 90 % aller
durch solide Tumoren bedingten Sterbefélle werden durch die Manifestation von Metastasen
hervorgerufen [Nguyen & Massague, 2007; Minn et al., 2005].

1.1 Die Metastasierung von Tumoren

1.1.1 Der mehrstufige Metastasierungsprozess

Um manifeste Metastasen in einem Sekundéarorgan zu bilden, miissen Tumorzellen mehrere
Prozesse durchlaufen: (1) lokale Invasion — Infiltration des umliegenden Gewebes, (2) In-
travasation — Eintritt der Tumorzellen in den Blutstrom, (3) Zirkulation — Uberleben und
Transport der disseminierten Tumorzellen im Blutstrom, (4) Extravasation — Adhésion an
die Gefawand, Austritt aus dem Blutstrom, Invasion in und Ansiedlung im Sekundarorgan
sowie (5) progressives Wachstum der Tumorzelle zur Makrometastase (Abb. 1.1) [Nguyen
et al., 2009; Nguyen & Massague, 2007]. Die an diesen Prozessen beteiligten Proteine werden
von Metastasierungsinitiations-, Metastasierungprogressions- und Metastasierungsvirulenz-
genen kodiert (Abb. 1.1) [Nguyen et al., 2009; Nguyen & Massague, 2007].
Metastasierungsinitiationsgene bedingen die fiir entartete Zellen charakteristischen Féahig-
keiten. Dazu gehoren die unbegrenzte Zellteilung, die Inhibierung der Apoptose, die Selbst-
versorgung mit Wachstumssignalen, die Insensitivitidt gegeniiber wachstumsinhibitorischen
Signalen, die Angiogenese, das invasive Wachstum und die Umgehung der antitumoralen
Immunantwort [Chiang & Massague, 2008; Hanahan & Weinberg, 2000]. Als grundlegende
Eigenschaften entarteter Zellen werden sie sowohl im Primértumor als auch in der entste-
henden Metastase benotigt [Nguyen et al., 2009]. Voraussetzung fiir invasives Wachstum der
Tumorzellen ist ihre Motilitat, die aus der Auflésung von Zell-Zell-Kontakten, der Modu-
lation der Zell-Matrix-Adhésion, der Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts sowie der De-
gradation der extrazelluldren Matrix resultiert [Chiang & Massague, 2008; Yamazaki et al.,
2005]. Tm Fall epithelialer Tumoren spricht man hier von epithelial-mesenchymaler Transi-
tion [Christofori, 2006; Larue & Bellacosa, 2005]. Wichtige Initiatoren dieser Prozesse sind
beispielsweise der Verlust des Tumorzellkontakte vermittelnden E-Cadherins (CDH1) [Chi-
ang & Massague, 2008] oder die Uberexpression von RHOC, dessen Protein als Rho-GTPase
die Reorganisation des Zytoskeletts und damit die zellulare Motilitit begiinstigt [Clark et al.,
2000]. Die Degradation der extrazelluldren Matrix wird vor allem von Matrixmetalloprote-
inasen bewerkstelligt [Westermarck & Kahari, 1999]. Die Vaskularisierung eines Tumors ist
Voraussetzung fiir eine ausreichende Versorgung mit Néhrstoffen und Sauerstoff wihrend
seines Wachstums. Sie stellt weiterhin das ,, Transportmittel disseminierter Tumorzellen zu
distanten Organen zur Verfiigung [Chiang & Massague, 2008]. Eine wichtige Rolle in der Ak-
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Abb. 1.1: Schematische Darstellung des Metastasierungsprozesses. Gezeigt sind die fiinf
Schritte der Metastasierung sowie die Zuordnung zu den Prozessen der Metastasierungsinitiation,
-progression und -virulenz. Dariiber hinaus zeigt die Grafik die beiden latenten Zustéinde —
Zellzyklusarrest und Mikrometastase — in denen die Tumorzellen im Sekundérorgan vorliegen
konnen, bis sie zur Makrometastase heranwachsen [modifiziert nach Hiilsken, 2010 und Nguyen
et al., 2009).

tivierung der Angiogenese spielt von Tumor- oder Stromazellen sekretiertes VEGFA. Durch
Bindung an seine Rezeptoren KDR oder FLT1 auf Endothelzellen stimuliert es deren Prolife-
ration, Invasivitat und Motilitat. Die Bindung an seine Rezeptoren auf Tumorzellen bewirkt
zudem eine autokrine Stimulation der Tumorzellproliferation und -invasion. VEGFA erhoht
auBlerdem die vaskuldre Permeabilitdt, was Tumorzellen den Eintritt in den Blutstrom er-
leichtert [Hicklin & Ellis, 2005].

Zur Metastasierungsprogression werden Proteine benétigt, die das Uberleben im Blutstrom,
die Umgehung einer Immunantwort sowie den Austritt aus dem Blutstrom, Invasion in und
Uberleben im Sekundérorgan vermitteln [Nguyen et al., 2009; Nguyen & Massague, 2007].
Diese Proteine spielen wahrscheinlich auch eine Rolle in der Organsperzifitit der Metasta-
sierung, bei der die spezifischen strukturellen Gegebenheiten der Blutgefédfie iiberwunden
sowie die einzigartige Mikroumgebung jedes Organs toleriert werden missen [Nguyen et al.,
2009; Nguyen & Massague, 2007]. Sie werden bereits im Primartumor exprimiert. Thre Pro-
teine erfillen dort allerdings meist eine andere, fiir das Tumorwachstum wichtige Aufgabe
(z. B. Initiation der Angiogenese) [Nguyen et al., 2009; Nguyen & Massague, 2007]. Fir
das Uberleben der Tumorzellen im Blutstrom spielt das Tetraspanin CDS82 eine wichtige
Rolle. Es bindet an seinen Rezeptor DARC auf Endothelzellen, was die Proliferation der Tu-
morzellen im Blutstron inhibiert, deren Seneszenz induziert und somit die Metastasierung
verhindert [Bandyopadhyay et al., 2006]. Die Aggregation von Tumorzellen und Thrombozy-
ten schiitzt vor physikalischem Stress und einer antitumoralen Immunantwort. Sie erleichtert
zudem die Extravasation aus den Lungenkapillaren durch eine Interaktion von a3f3;-Integrin
auf Thrombozyten und LAMAS5 der Gefaibasalmembran [Im et al., 2004; Nieswandt et al.,
1999]. Die Matrixmetalloproteinasen MMP1 und MMP2 erhohen in Kombination mit COX2
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und EREG die transendotheliale Migrationsfahigkeit der Zellen. Dies beglinstigt zum einen
die Intravasation, zum anderen die Extravasation aus den Kapillaren von Lunge und Kno-
chen [Gupta et al., 2007a; Minn et al., 2005 & 2005a]. Die Wechselwirkung des Chemokins
CXCL12 und seines Rezeptors CXCR4 spielt eine wichtige Rolle in der Organspezifitdat der
Metastasierung. Von Stromazellen sekretiertes CXCL12 bindet an CXCR4 auf Tumorzellen
und bewirkt deren gerichtete Wanderung zu dem CXCL12-sekretierenden Organ [Joyce &
Pollard, 2009; Pan et al., 2006].

Metastasierungsvirulenzgene kodieren Proteine, die das Wachstum der im Sekundérorgan
angesiedelten Tumorzellen zur Makrometastase fordern. Sie sind vor allem fiir die Anpas-
sung an die jeweils spezifische Mikroumgebung des Sekundérorgans sowie die Initiation des
Metastasenwachstums wichtig. Sie tragen somit wahrscheinlich auch zum Austritt aus dem
latenten Zustand bei, in den Tumorzellen nach der Extravasation eintreten kénnen [Nguyen
et al., 2009; Nguyen & Massague, 2007; Minn et al., 2005]. Diese Gene werden vorrangig in
Metastasen exprimiert. Im Primartumor sind sie nur in einigen Zellen nachweisbar, da sie
dort keinen Wachstumsvorteil bedingen [Gupta et al., 2007; Minn et al., 2005a]. Im Sekun-
darorgan vermitteln diese Metastasierungsvirulenzgene vermutlich einen Selektionsvorteil fiir
die disseminierten Tumorzellen [Nguyen et al., 2009; Chiang & Massague, 2008|.

Bei jedem Schritt der Metastasierung spielt neben den Fahigkeiten der Tumorzellen selbst
auch deren Wechselwirkung mit Stromazellen ihrer Mikroumgebung eine entscheidende Rol-
le. Dazu zéhlen Endothelzellen, Perizyten, Fibroblasten oder aus dem Knochenmark stam-
mende Makrophagen oder mesenchymale Stammzellen [Joyce & Pollard, 2009]. So kénnen
beispielsweise auch Makrophagen die Angiogenese und Invasivitat der Tumorzellen unterstiit-
zen, indem sie VEGFA oder Matrixmetalloproteinasen produzieren [Pollard, 2008; Condeelis
& Pollard, 2006]. Solche tumorassoziierten Makrophagen werden von Tumorzellen durch die
Sekretion von Chemokinen wie CSF'1 angelockt. Diese binden an ihre Rezeptoren auf Ma-
krophagen (z. B. CSF1R) und induzieren deren gerichtete Wanderung zur Chemokinquelle
[Condeelis & Pollard, 2006].

1.1.2 Die Latenz von Tumorzellen

Verlassen Tumorzellen den Blutstrom und siedeln sich im Sekundarorgan an, konnen sie so-
fort zur Makrometastase heranwachsen oder in einen latenten Zustand (,,dormancy*) eintre-
ten. Bei letzterem verharren die Tumorzellen entweder in einem Einzelzellstadium (Gy/G1-
Zellzyklusarrest) oder sie bilden in Folge eines Gleichgewichts zwischen Proliferation und
Zelltod klinisch nicht detektierbare Mikrometastasen. Beide Formen dieser Tumorzelllatenz
konnen nebeneinander existieren [Naumov et al., 2006; Luzzi et al., 1998].

Solche latenten Tumorzellen wurden beispielsweise in Autopsiestudien an Unfallopfern
nachgewiesen. So wurden bei 19 % der Frauen im Alter von 20 — 54 Jahren, die nie einen
makroskopisch detektierbaren Mammatumor hatten, mikroskopisch kleine Tumorherde in
der Brust detektiert [Black & Welch, 1993; Nielsen et al., 1987]. In Tumorpatienten auflert
sich die Latenz der Tumorzellen in einem langen Zeitraum zwischen der Diagnose des Pri-
martumors und der Entwicklung manifester Metastasen. Klinisch wird dieser Zeitraum als
rezidivfreies Uberleben (,disease-free survival“, DFS) bezeichnet. Die Linge dieser Latenz-
phase variiert zwischen verschiedenen Tumorentitaten, aber auch innerhalb ein und derselben
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Entitdt und kann bis zu Jahren oder gar Jahrzehnten betragen [Wittke et al., 1999; Karri-
son et al., 1999]. Nierenzellkarzinompatienten konnen beispielsweise bereits initial, also zur
Diagnose des Primartumors, Metastasen besitzen oder erst Jahre nach der Entfernung des
Primartumors manifeste Metastasen entwickeln [Patel et al., 2009; Motzer et al., 1996].

Als Ursachen der Latenz werden eine inhibierte Proliferation der Tumorzellen [Goo-
dison et al., 2003], die Unfiahigkeit zur Angiogenese [Almog et al., 2006] und eine effektive,
eventuell T-Zell-vermittelte Immunantwort diskutiert [Mahnke et al., 2005; Schirrmacher,
2001]. AuBerdem wird vermutet, dass sich latente Tumorzellen, dhnlich wie beispielswei-
se hdmatopoetische Stammzellen im Knochenmark, in einer sog. prametastatischen Nische
ansiedeln. Diese begiinstigt zwar das Uberleben der Zellen, unterdriickt allerdings ihre un-
gehinderte Proliferation [Kaplan et al., 2005; Zhang et al., 2003]. Eine weitere Parallele zu
Stammzellen stellt die Fahigkeit der latenten Tumorzellen dar, nach einer langen Latenzpha-
se ihr Wachstum zu reinitiieren. Somit konnten diese Zellen auch sog. Tumorstammzellen
darstellen [Nguyen et al., 2009; Chiang & Massague, 2008|.

Um ein Tumorwachstum zu initiieren, miissen sich entweder die latenten Tumorzellen
an die neuen Bedingungen anpassen oder Verdnderungen in der Mikroumgebung auftreten.
Bisher sind nur einige wenige Proteine bekannt, die den Austritt aus der Tumorzelllatenz
bewirken konnen. Die Transkriptionsinhibitoren ID1 und ID3 beispielsweise vermitteln die
Reinitiierung des Zellzyklus und induzieren somit das Wachstum von im Sekundérorgan
angesiedelten Tumorzellen zur Makrometastase [Gupta et al., 2007]. Auch das Plasminogen-
Aktivator (PLAU/PLAUR)-System, dessen angiogene, zellmotilitatsfordernde und mitogene
Wirkung bereits seit einigen Jahren bekannt ist [McMahon & Kwaan, 2008], kénnte eine
Rolle in der Tumorzelllatenz spielen. Die Interaktion von PLAUR mit «a5/3;-Integrin auf Tu-
morzellen aktiviert die proliferationsfordernde MAPK1 und inhibiert die wachstumsinhibi-
torische MAPK14. Ein hohes MAPK1/MAPK14-Verhéltnis verhindert die Tumorzelllatenz,
wahrend ein geringes Verhéltnis eine Latenz induziert [Aguirre-Ghiso et al., 2003, 2001 &
1999]. Veranderungen der Mikroumgebung konnen beispielsweise durch Entziindungs- oder
Alterungsprozesse bedingt sein. Seneszente Fibroblasten sekretieren inflammatorische Zyto-
kine wie IL1, die sowohl die Proliferation von Tumorzellen als auch Angiogenese induzieren
konnen [Krtolica et al., 2001; Kumar et al., 1992]. Dies stellt zudem eine interessante Ver-
bindung zwischen Alter, entztindlichen Prozessen und Tumorbiologie dar [Joyce & Pollard,
2009].

Die Unféhigkeit zur Angiogenese wird vor allem als Ursache fiir latente Mikrometastasen
angesehen. Diese nicht vaskularisierten Tumorherde kénnen maximal bis zu einem Durch-
messer von 1 — 2 mm heranwachsen, der die Grenze fiir eine Versorgung durch Diffusion dar-
stellt [Almog et al., 2006; Naumov et al., 2006]. Bei der spontanen Induktion der Angiogenese
in Mikrometastasen (,,angiogenic switch“) spielt vermutlich die Freisetzung proangiogener
Faktoren wie VEGFA von Tumor- und Stromazellen sowie die Hemmung antiangiogener
Faktoren wie THBS1 eine Rolle [Kienast et al., 2010; Almog et al., 2009 & 2006; Joyce &
Pollard, 2009; Lin et al., 2006].

Alle beschriebenen Einfliisse setzen eine Veranderung der Tumor- bzw. Stromazellen vor-
aus, um eine Anpassung an die neuen Bedingungen im Sekundérorgan zu erreichen. Aller-
dings treten bereits im Primartumor Expressionsveranderungen auf, die mit dem DF'S der
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Patienten und somit der Lange der Latenzphase assoziiert sind [Hoffmann et al., 2008; Cho
et al., 2003; van’t Veer et al., 2002]. Obwohl der komplexe Prozess der Metastasierung ins-
gesamt sehr ineffizient ist — in Mausmodellen bilden nur etwa 0,02 % der in den Blutstrom
injizierten Tumorzellen manifeste Metastasen [Luzzi et al., 1998] — scheinen also bereits
initial tumorintrinsische Metastasierungsprogressions- und -virulenzgene exprimiert zu wer-
den. Diese kénnten die Anpassung an eine neue Umgebung und das Wachstum in dieser
begiinstigen und somit die Lénge der Latenzphase beeinflussen.

1.2 Das Nierenzellkarzinom

1.2.1 Epidemiologie, Atiologie und Diagnose

Nierenzellkarzinome (NZK) sind maligne epitheliale Tumoren, die aus den proximalen Tubu-
luszellen der Niere hervorgehen [Uzzo et al., 2000]. Sie umfassen etwa 85 % aller bosartigen
Neubildungen der Niere, des Nierenbeckens und der ableitenden Harnwege [Batzler et al.,
2004; Uzzo et al., 2000]. NZK machen etwa 3 — 4 % aller humanen malignen Tumoren aus
und bilden nach Prostata- und Harnblasenkarzinomen die dritthéufigste urologische Tumo-
rentitiat [Jemal et al., 2009, Batzler et al., 2004]. Die hochste Inzidenz des NZK wird in
den westlichen Landern beobachtet, wobei der Alterspeak zwischen dem 60. und 80. Lebens-
jahr liegt [Ljungberg et al., 2009; Batzler et al., 2004]. In Deutschland erkranken jahrlich
etwa 17.000 Menschen an einem NZK, wobei Manner etwa doppelt so héufig betroffen sind
wie Frauen [Batzler et al., 2004]. Die Inzidenz dieses Tumors steigt jahrlich welt- und auch
europaweit um etwa 2 %. Die Ursache dieser steigenden Inzidenz wird in der frithzeitigen
Diagnose durch den vermehrten Einsatz bildgebender Verfahren gesehen [Muscat, 2000]. Als
Risikofaktoren fiir das NZK werden Rauchen, Alkoholkonsum, Ubergewicht und Hypertonie
diskutiert [Muscat, 2000].

Heute werden durch den verstarkten Einsatz von Ultraschall und Computertomografie
mehr als die Halfte aller NZK als Zufallsbefund im noch beschwerdefreien Zustand diagno-
stiziert. Tritt die typische Symptomtrias aus Hamaturie, Flankenschmerz und Tastbarkeit
des abdominalen Tumors auf oder wird der Tumor in Folge der von Metastasen verursachten
Schmerzen diagnostiziert, ist die Krankheit fiir eine Heilung meist schon zu weit fortgeschrit-
ten [Ljungberg et al., 2009; Slaton & Swanson, 2000].

1.2.2 Klassifikation

Das NZK wird basierend auf seinen morphologischen Eigenschaften in drei wesentliche Sub-
typen unterteilt, von welchen das klarzellige NZK (kzNZK) am héaufigsten auftritt (75 —
90 %), gefolgt vom papillaren (chromophilen; 10 — 15 %) und chromophoben NZK (4 — 5 %,
Abb. 1.2) [Ljungberg et al., 2009; Lopez-Beltran et al., 2006]. Daneben existieren weitere
seltene Formen wie das Ductus-Bellini-Karzinom sowie nicht klassifizierbare Typen (z. B.
rein sarkomatoide Tumoren) [Lopez-Beltran et al., 2006].

Des weiteren klassifiziert man NZK nach ihrer lokalen Ausdehnung (T), dem Tumorbefall
regionaler Lymphknoten (N) sowie dem Auftreten distanter Metastasen (M) und fasst diese
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Abb. 1.2: Mikroskopische Darstellung der drei am hiufigsten vorkommenden histologi-
schen Subtypen des Nierenzellkarzinoms. A klarzelliges NZK (klares, teils auch eosinophi-
les Zytoplasma; fein verzweigte Gefastruktur), B papillares NZK (basophiles oder eosinophiles
Zytoplasma; deutlich kleinere Zellen als klarzelliges NZK) und C chromophobes NZK (blas-
ses oder eosinophiles, granuléres Zytoplasma; Zellen unterschiedlicher Groe) [modifiziert nach
Lopez-Beltran et al., 2006]. (NZK = Nierenzellkarzinom)

prognostisch relevanten Parameter auferdem zum klinischen (TNM-)Stadium zusammen
(Tab. 1.1) [Ljungberg et al., 2009].

Zuséatzlich werden die morphologischen Verdanderungen der Zellkerne nach den Kriterien
von Thoenes et al. [1986] erfasst. Tumorzellen mit einem nukleéren Grad 1 sind gut differen-
ziert (regelméflige, runde, nicht vergrofierte Zellkerne), mit einem Grad 2 méBg differenziert
(méBige Unterschiede in Grofie und Form im Vergleich zu normalen Tubuluskernen) und mit
Grad 3 schlecht bis undifferenziert (stark vergroferte, polymorphe und hyperchrome Kerne)
[Deutsche Gesellschaft fiir Urologie, 1998].

1.2.3 Therapie und Prognose

Solange der Tumor auf die Niere begrenzt ist und noch keine manifesten Metastasen gebildet
hat, ist eine kurative Behandlung durch Entfernung der tumortragenden Niere (Nephrekto-
mie) moglich. Sofern der Tumor klein ist, wird dabei meist der gesunde Teil der Niere erhalten
(Teilnephrektomie) [Ljungberg et al., 2009)].

Zum Zeitpunkt der Primartumordiagnose weisen 10 — 20 % der Patienten bereits Me-
tastasen auf [Patel et al., 2009]; 20 — 30 % der Patienten entwickeln Metastasen oder ein
Lokalrezidiv im weiteren Krankheitsverlauf [Motzer et al., 1996]. Der bevorzugte Metastasie-
rungsort des NZK ist die Lunge (50 % der Patienten), gefolgt von den Lymphknoten (35 %),
der Leber und den Knochen (je 30 %), dem Gehirn (5 %), den Nebennieren (5 %) und der
kontralateralen Niere (1 — 2 %) [Slaton & Swanson, 2000].

In der Regel werden auch Patienten mit initial metastasiertem Tumor zunéchst nephrek-
tomiert, um die Tumorlast des Patienten zu verringern. Im metastasierten Stadium ist eine
kurative Behandlung allerdings nahezu ausschliellich durch eine operative Entfernung der
Metastasen moglich. Diese setzt jedoch eine begrenzte Zahl und giinstige Lokalisation der
Metastasen sowie einen guten Allgemeinzustand des Patienten voraus [Ljungberg et al.,
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Tab. 1.1: Klassifikation von Nierenzellkarzinomen nach lokaler Ausdehnung des Pri-
mirtumors (T), regionalem Lymphknotenbefall (N) und Auftreten von distanten
Metastasen (M) sowie Einteilung in klinische (TNM-)Stadien nach den Kriterien
der UICC (,,Union internationale contre le cancer®) aus dem Jahr 2002 [Ljungberg
et al., 2009]. In der Regel werden diese Daten mit einem ,p“ (pathologisch) oder ,,c* (klinisch)
versehen, um zu verdeutlichen, ob die Daten am entnommenen Praparat von einem Patholo-
gen beurteilt oder mittels bildgebender Verfahren erhalten wurden. N1 und N2 werden als N+
zusammengefasst. Seit Anfang 2010 sind neue Kriterien giiltig, in denen die pT2-Tumoren in
zwel Subgruppen unterteilt werden und die Klassifikation der pT3-Tumoren revidiert wurde. Die
Gewebeproben in der vorliegenden Arbeit wurden jedoch nach den Kriterien von 2002 beurteilt.

T — Primartumor

Tx nicht beurteilbar

TO kein Anhalt fiir Priméartumor

Tla/T1b Tumor begrenzt auf Niere; grofite Tumorausdehnung < 7 cm;
grofite Tumorausdehnung < 4 cm (T1a) bzw. > 4 cm (T1b)

T2 Tumor begrenzt auf Niere; grofite Tumorausdehnung > 7 cm

T3a/T3b/T3c Infiltration des perirenalen Fettgewebes und/oder der Nebenniere (T3a),
der Nierenvene oder Vena cava unterhalb des Zwerchfells (T3b) bzw.
der Vena cava oder ihrer Wand oberhalb des Zwerchfells (T3c)

T4 Tumorausdehnung iber Gerota-Faszie hinaus

N — regionire Lymphknoten

Nx nicht beurteilbar

NO keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in einem regiondren Lymphknoten

N2 Metastasen in mehr als einem regionéren Lymphknoten

M - distante Metastasen

Mx nicht beurteilbar
MO keine distanten Metastasen
M1 distante Metastasen

TNM — klinisches Stadium

I T1 NO MO
11 T2 NO MO
111 T3 NO MO
T1, T2, T3 N1 MO
v T4 NO, N1 MO
jedes T N2 MO

jedes T jedes N M1
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2009]. Daher erfolgt oft eine systemische Behandlung der Metastasen. Da NZK weitest-
gehend chemo- und radioresistent sind, waren viele Jahre lang die Immun- (Interferon-«,
Interleukin-2) bzw. die Immunchemotherapie (4 5-Fluoruracil) die einzigen verfiigharen Be-
handlungsoptionen [Patel et al., 2009]. Hier beobachtete man ein gutes Ansprechen bei einem
relativ geringen Anteil der Patienten (in Abhéngigkeit von der Studie 0 — 29 % fiir Immun-
bzw. 2 — 39 % fir Immunchemotherapie), gelegentlich sogar Komplettremissionen der Tu-
morherde (< 11 %) [van Spronsen et al., 2005; Motzer & Berg, 2000; Olencki & Bukowski,
2000].

Seit 2006 wurden die immuntherapeutischen Behandlungsregimes durch neue, zielgerichte-
te Wirkstoffe weitestgehend abgel6st. Diese sollen durch den Angriff spezifischer molekularer
Targets, wie MTOR, VEGF oder Rezeptortyrosinkinasen, vorrangig die Angiogenese in den
Tumorherden hemmen und somit deren weiteres Wachstum verhindern bzw. ihr Schrump-
fen bewirken [Patel et al., 2009; van Spronsen et al., 2005]. In der Erstlinientherapie des
metastasierten NZK wird der Multi-Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor Sunitinib eingesetzt. In
der Zulassungsstudie bewirkte dieser eine signifikante Verlangerung des DFS um 6 Monate
(11 vs. 5 Monate) [Motzer et al., 2007] und des Gesamtiiberlebens (,overall survival®, OS)
um 4 Monate (26 vs. 22 Monate) gegeniiber Interferon-a [Motzer et al., 2009], wobei auch
deutlich mehr Patienten ein Ansprechen gegentiber Sunitinib zeigten (47 vs. 12 %) [Motzer
et al., 2009]. Allerdings sind bisher bei keinem der neuen Wirkstoffe Komplettremissionen
beobachtet worden. Das Potenzial dieser Wirkstoffe liegt somit in einer Langzeitstabilisie-
rung der Erkrankung [Ljungberg et al., 2009]. Momentan wird in klinischen Phase I1I-Studien
gepriift, ob die adjuvante Gabe dieser Wirkstoffe (u. a. Sunitinib, S-TRAC-Studie) das DFS
von Hochrisikopatienten ohne bisherige Metastasierung verlangern kann [US National Insti-
tutes of Health, 2010].

Aufgrund seiner hohen Metastasierungsrate stellt das NZK den urologischen Tumor mit
der hochsten Mortalitdtsrate dar. Nur etwa 60 % der Patienten tiberleben die ersten finf
Jahre nach Nephrektomie. Die 5-Jahrestiberlebensrate von Patienten mit metastasiertem
NZK betragt lediglich 11 — 20 % [Patel et al., 2009]. Allein in der BRD versterben jahrlich
etwa 6.100 Patienten an einem NZK. Unter allen Tumoren stellt das NZK die sechsthéufigste
Todesursache bei Méannern und die elfthaufigste bei Frauen dar [Batzler et al., 2004].

Die Abschétzung des Krankheitsverlaufs von NZK-Patienten erfolgt routineméaflig anhand
verschiedener histologischer und klinischer Parameter. Ungiinstige prognostische Faktoren
sind u. a. ein grofler Tumordurchmesser, ein hohes Tumorstadium, ein hoher Tumorgrad,
eine Veneninvasion, das Vorhandensein initialer Lymphknoten- oder Fernmetastasen, das
Auftreten nekrotischer Tumorareale sowie ein schlechter Allgemeinzustand des Patienten
[Ljungberg et al., 2009]. Beispielsweise liegt die tumorspezifische 5-Jahrestiberlebensrate
fir Patienten mit organbegrenzten Tumoren zwischen 97 % (pTla) und 71 % (pT2), fur
Patienten mit organiiberschreitenden Tumoren deutlich geringer zwischen 53 % fiir pT3a-
und nur 20 % fiir pT4-Tumoren [Frank et al., 2005]. Patienten mit einem klinischen Tu-
morstadium IV, also einer maximalen lokalen Tumorausdehnung bzw. mit Fernmetastasen,
haben eine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 11 % gegeniiber 93 % fiir Patien-
ten mit einem klinischen Stadium I [Gudbjartsson et al., 2005]. Weiterhin tiberleben 87 %
der Patienten mit einem G1-Tumor die ersten fiinf Jahre nach Nephrektomie, wahrend die
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5-Jahresiiberlebensrate von Patienten mit G4-Tumoren nur 14 % betriagt (Gradierungssys-
tem nach Fuhrman) [Gudbjartsson et al., 2005; Fuhrman et al., 1982]. kzNZK weisen eine
schlechtere Prognose auf als papilldre und chromophobe NZK, wobei dieser Unterschied nach
Adjustierung auf TNM-Stadium, Tumorgrad und Allgemeinzustand {ECOG (,,Eastern Co-
operative Oncology Group“)-Wert} nicht mehr signifikant ist [Gudbjartsson et al., 2005;
Patard et al., 2005].

Die verschiedenen unabhangigen prognostischen Faktoren wurden in Form von Nomogram-
men kombiniert. Anhand dieser kann die Rezidivwahrscheinlichkeit {z. B. SSIGN (,,stage size
grade necrosis“)-Wert} [Leibovich et al., 2003] oder das Sterberisiko {z. B. UISS (,,University
of California integrated scoring system®)} [Zisman et al., 2001] von Patienten mit kzNZK
innerhalb definierter Zeitraume nach Nephrektomie abgeschétzt werden. Als ,prognostisch
unabhéngig® werden Faktoren bezeichnet, wenn sie zusétzlich zu den anderen (klinischen)
Parametern einen Einfluss auf den untersuchten Uberlebensparameter ausiiben.

Ein grofles Manko besteht bei allen Prognosemodellen darin, dass sie auf dem TNM-
System beruhen. Dieses scheint aber nur unzureichend geeignet, um den Langzeitverlauf der
Erkrankung abzuschitzen. So konnen hier maximale Konkordanzindizes von 59 — 81 % er-
reicht werden [Cindolo et al., 2005]. Der Konkordanzindex ist die Wahrscheinlichkeit, dass
der vorhergesagte mit dem beobachteten Krankheitsverlauf iibereinstimmt. Ein Grund hier-
fiir ist beispielsweise die gemeinsame Klassifikation von Tumoren, die die Nebennieren in-
filtrieren und solchen, die das perirenale Fettgewebe infiltrieren (pT3a), obwohl erstere ei-
ne schlechtere Prognose besitzen (mediane Uberlebensrate 12,5 vs. 36 Monate) [Ljungberg
et al., 2009, Han et al., 2003]. Auflerdem entwickeln auch 20 — 40 % der Patienten mit klei-
nen, organbegrenzten Tumoren (pT1/2) Metastasen, was anhand des TNM-Systems nicht
vorhergesagt werden kann [Eichelberg et al., 2008]. Auch die seit Anfang 2010 geltenden,
revidierten TNM-Kriterien verbessern die prognostische Aussage des TNM-Systems nicht
[Roscigno et al., 2010].

1.2.4 Genetische Aberrationen des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms

Sowohl das Von-Hippel-Lindau-Syndrom als vorrangige erbliche Form des kzNZK als auch
seine somatische Variante weisen haufig Deletionen des kurzen Arms von Chromosom 3 auf.
Das in diesem Bereich lokalisierte Von-Hippel-Lindau (VHL)-Gen (3p25-26) gilt heute als
wichtigstes Tumorsuppressorgen und als eine molekulare Ursache dieser Tumorentitat [Kim
& Kaelin, 2004; Enquist et al., 2000]. Entsprechend der ,two hits“-Theorie der Inaktivierung
von Tumorsuppressorgenen [Hanahan & Weinberg, 2000] zeigen 86 % der kzNZK eine Aber-
ration beider Allele (Heterozygotieverlust und Mutation/Hypermethylierung) [Young et al.,
2009].

VHL besitzt eine entscheidende Funktion in der Reaktion der Zelle auf Hypoxie. Als Be-
standteil eines E3-Ubiquitin-Ligasekomplexes ubiquitinyliert es bei Normoxie die hydroxy-
lierte Form von HIF1A und EPASI und markiert diese damit fiir den Abbau durch das
Proteasomsystem. Bei Hypoxie liegen diese Proteine dehydroxyliert vor, werden somit nicht
mehr von VHL erkannt, akkumulieren in der Zelle und bilden mit ihrem Partner ARNT
heterodimere Transkriptionsfaktorkomplexe [Patel et al., 2006]. Um eine Sauerstoffversor-
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gung der Zellen im hypoxischen Areal sicherzustellen, induzieren diese die Transkription von
Genen, deren Proteine angiogenese- und wachstumsférdernde Funktionen besitzen (z. B.
VEGFA, EGFR, CXCR4, CA9) [Patel et al., 2006; Grabmaier et al., 2004; Staller et al.,
2003]. Ist VHL wie im kzNZK inaktiviert, werden HIF1A und EPAS1 auch bei Normoxie
nicht abgebaut. Somit wird einerseits stetig die Bildung neuer Geféafle stimuliert, andererseits
werden die Tumorzellen selbst zu unkontrolliertem Wachstum angeregt [Bratslavsky et al.,
2007]. Infolge dessen sind kzNZK sehr stark vaskularisiert. Daneben spielt VHL auch eine
Rolle in der Reorganisation des Zytoskeletts und der extrazellularen Matrix, so dass seine
Inaktivierung die Invasivitdt und Metastasierung der Tumorzellen begiinstigen kann [Kim
& Kaelin, 2004].

Neben einem 3p-Verlust treten im kzNZK Verluste der Chromosomenarme 4q, 6q, 8p, 9p
und 14q sowie Zugewinne von 5q, 7p und 16q auf [Junker et al., 2003; Wilhelm et al., 2002;
Gunawan et al., 2001; Bissig et al., 1999]. Weiterhin wurden Mikrodeletionen auf dem langen
Arm von Chromosom 6 identifiziert [Toma et al., 2008]. Zugewinne von 5q sind mit einem
langeren OS [Gunawan et al., 2001], Heterozygotieverluste von 8p mit einem kiirzeren DFS
der Patienten assoziiert [Presti et al., 2002].

1.2.5 Biomarker des klarzelligen Nierenzellkarzinoms

Bisher wurden nur wenige molekulare Faktoren identifiziert, die als unabhéngige Marker zur
Prognoseabschatzung von kzNZK-Patienten geeignet erscheinen. Das Transmembranprotein
CA9, dessen Transkription durch HIF1A aktiviert wird, kann spezifisch in etwa 90 % der
kzNZK nachgewiesen werden, wihrend nichtmaligne Nierengewebe meist CA9-negativ sind
[Sandlund et al., 2007b; Bui et al., 2003]. Ein hoher Anteil CA9-positiver Tumorzellen im
Primartumor ist ein unabhangiger prognostischer Faktor fiir ein lingeres tumorspezifisches
Uberleben (,tumor-specific survival, TSS) von kzNZK-Patienten [Sandlund et al., 2007b;
Bui et al., 2004; Bui et al., 2003].

Ein hoher Anteil von Tumorzellen im Priméartumor, die den Proliferationsmarker
MKI67 produzieren, stellt einen unabhingigen prognostischen Marker fiir ein kiirzeres OS
dar [Bui et al., 2004; Kramer et al., 2005]. In Kombination mit CA9 war es in einer multi-
variaten Analysen sogar dem Tumorgrad tiberlegen [Bui et al., 2004].

Weiterhin wurden eine hohe BIRC5-Proteinmenge [Byun et al., 2007; Parker et al., 2006],
eine hohe MMP9-Expression [Cho et al., 2003] sowie die Prasenz des Transkriptionsfaktors
IMP3 [Hoffmann et al., 2008] bzw. des mesenchymalen Markers VIM [Moch et al., 1999]
als unabhéngige prognostische Marker fir ein verkiirztes DFS (BIRC5, MMP9, IMP3), TSS
(BIRC5) und OS (IMP3, VIM) beschrieben.

Bisher wird keiner dieser Marker in die routineméaflige Prognoseabschatzung von kzNZK-
Patienten einbezogen. Grund hierfiir ist vor allem, dass zu jedem Marker nur wenige unab-
héngige Studien existieren, deren Ergebnisse sich zum Teil widersprechen [Eichelberg et al.,
2009]. Allerdings zeigten Kim et al. [2004] an 318 kzNZK, dass die Einbeziehung der mole-
kularen Faktoren TP53, CA9 und VIM die Vorhersagekraft des UISS-Systems beztiglich des
OS der Patienten verbessert (Konkordanzindex 0,79 vs. 0,75).
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1.3 ,,Microarray‘“-Analysen zur Identifikation
prognostisch relevanter molekularer Faktoren

s,Microarray“ sind molekularbiologische Testverfahren, die in Form einer miniaturisierten
Anordnung die simultane Durchfithrung mehrerer tausend Einzelnachweise erlauben [Zabel,
2001]. Die bekannteste Anwendung dieser Technologie ist die Expressionsmessung, aber
auch die genomweite, hochauflosende Untersuchung von Einzelnukleotidpolymorphismen und
DNA-Kopienzahlen sowie die Proteinanalytik sind heute wichtige Anwendungsgebiete.

Im Fall von Oligonukleotid-, Microarrays“ sind Oligonukleotidmolekiile (je nach ,Array*-
Plattform 15 — 70 nt lang) bekannter Sequenz als Sonden in einem geordneten Raster auf
einem Glastrager immobilisiert [McLachlan et al., 2004]. Fur Expressionsmessungen sind
diese komplementér zu dem jeweils zu detektierenden Gentranskript. Die komplementéaren
Transkriptsequenzen der zugegebenen markierten Probe hybridisieren spezifisch mit diesen
Sonden. Die Position des erhaltenen Signals auf dem ,,Array“ ermoglicht eine Aussage iiber
die Identitat des entsprechenden Transkripts, die Signalstarke tiber seine Expressionshéhe in
der untersuchten Probe [McLachlan et al., 2004].

Seit der Entwicklung einer geeigneten Technologie zur Herstellung von ,,Microarrays® Mit-
te der 90er Jahre [Schena et al., 1995] hat sich die Verwendung von , Array“-Plattformen
in der Forschung etabliert. Eindrucksvoll verdeutlicht wird dies durch die steigende Zahl
der hierzu publizierten Studien (Abb. 1.3 A). Auch im Bereich der onkologischen Forschung
werden ,Microarrays® zunehmend eingesetzt (Abb. 1.3 B). Hier besteht der Nutzen zum
einen darin, neue molekulare Faktoren zu identifizieren, die fiir die Diagnose, als Therapie-
targets oder als prognostische Marker verwendet werden konnen. Zum anderen ermoglicht
die ,Microarray“-Technologie die Identifikation sog. Gensignaturen, einer Kombination einer
Vielzahl von Genen, die in ihrer Gesamtheit eine Aussage iiber den Krankheitsverlauf des
Patienten erlauben. Gerade im Bereich der multifaktoriell bedingten Tumorerkrankungen
und der immer starker in den Vordergrund riickenden ,,personalisierten Medizin®“ erlangen
solche Signaturen grofie Bedeutung [Niederacher, 2004; Ramaswamy & Golub, 2002].

A B
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Abb. 1.3: Zahl der publizierten Studien zu (A) ,,Microarray*“-Analysen und (B)
sMicroarray“-Analysen in der Tumorforschung in den Jahren 1995 bis 2009. Die
Daten wurden mit der Statistik-Anwendung der Internet-Plattform GoPubmed anhand der Su-
che nach ,microarrays® bzw. ,microarrays AND cancer” erhoben [Doms & Schroeder, 2005].
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Auf dem Gebiet der NZK-Forschung wurden mittels ,, Microarray“-Analysen bisher vorwie-
gend Gene oder Signaturen identifiziert, die tumorhaltige und nichtmaligne Nierengewebe
differenzieren [Boer et al., 2001; Lenburg et al., 2003] bzw. sich in den verschiedenen his-
tologischen Subtypen des NZK unterscheiden [Higgins et al., 2003; Takahashi et al., 2003].
Auflerdem erlauben die Expressionsmuster primarer NZK bereits eine prognostische Aussage
hinsichtlich einer Metastasierung oder des Uberlebens der Patienten. Kosari et al. [2005], Vas-
selli et al. [2003] und Takahashi et al. [2001] identifizierten Expressionssignaturen, die aggres-
sive von nicht aggressiven NZK unterscheiden. Aggressive NZK waren dabei z. B. durch eine
Metastasierung oder das Versterben des Patienten innerhalb von vier Jahren nach Nephrek-
tomie definiert [Kosari et al., 2005]. Siilltmann et al. [2005] identifizierten Expressionsmuster
in Priméartumoren, die mit dem Vorhandensein von Metastasen zum Nephrektomiezeitpunkt
assoziiert sind und zeigten deren Korrelation zu genetischen Aberrationen. Yao et al. [2008]
fanden Gene, die mit dem Uberleben von kzNZK-Patienten assoziiert sind, wovon sie drei als
unabhéngige prognostische Marker an einem groflen Patientenkollektiv bestétigen konnten
(EDNRB, RGS5, VCAM]1). Trotz dieser viel versprechenden publizierten Daten werden bis-
her keine molekularen Faktoren in die Prognoseabschatzung von NZK-Patienten einbezogen.
Dies liegt wahrscheinlich in den relativ inkonsistenten Ergebnissen der verschiedenen Studi-
en begriindet. Dennoch zeigen diese Studien, dass ,Microarray“-Analysen an NZK sowohl
zur Identifikation prognostisch relevanter Gensignaturen als auch einzelner prognostischer
Marker geeignet sind und verdeutlichen ihr Potenzial hinsichtlich einer individuellen Prog-
noseabschatzung fiir NZK-Patienten.

Fir das Mammakarzinom ist ein ,,Microarray“-basierter prognostischer in vitro-Test be-
reits kommerziell verfiighar. Dieser MammaPrint-Test wurde im Februar 2007 als solcher
von der FDA (,,Food and Drug Administration“, USA) zugelassen und umfasst die Expressi-
onsmessung von 70 an der Proliferation beteiligten Genen. Er erlaubt eine — im Vergleich zu
klinischen Parametern verbesserte — Aussage hinsichtlich des Rezidivrisikos von Brustkrebs-
patientinnen [Simon, 2007; Buyse et al., 2006; van de Vijver et al., 2002; van’'t Veer et al.,
2002]. Niedrigrisikopatientinnen kann basierend auf seinem Ergebnis eine nebenwirkungsrei-
che adjuvante Chemotherapie erspart werden [van de Vijver et al., 2002]. Somit stellt dieser
Test einen ersten Schritt in der routineméfligen Anwendung genetischer Signaturen in der
individuellen Prognoseabschatzung von Tumorpatienten dar.
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2 Zielstellung

Die molekularen Ursachen des Metastasierungsprozesses und insbesondere der Tumorzell-
latenz im Sekundirorgan, die das krankheitsfreie Uberleben (DFS) der Patienten bedingt,
sind bisher weitestgehend unbekannt. Insbesondere fiir Patienten mit klarzelligem Nieren-
zellkarzinom (kzNZK) ist die Klarung dieser molekularen Prozesse entscheidend fiir eine
optimale medizinische Versorgung. Etwa die Hélfte der kzNZK-Patienten entwickelt initial
oder im Verlauf der Erkrankung manifeste Metastasen, so dass diese Tumorentitét eine sehr
hohe Sterblichkeit bedingt. Zudem gestaltet sich der Krankheitsverlauf der Patienten auf-
grund verschieden langer DFS sehr unterschiedlich. Fiir ein optimales Nachbeobachtungs-
und Therapieregime jedes einzelnen Patienten ist eine genaue und individuelle Vorhersage
des Metastasierungsrisikos und des DFS unerlésslich. Allerdings sind fiir das kzNZK bisher
keine geeigneten molekularen Faktoren zur routineméafligen Abschétzung des Krankheitsver-
laufs bekannt, die das unzureichende prognostische Potenzial der bisher genutzten klinischen
Parameter verbessern konnten.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, mit Hilfe genomweiter Expressionsanalysen
Gene oder Gensignaturen zu identifizieren, die zum einen die Abschatzung der Dauer der
Tumorzelllatenzphase im Sekundérorgan und somit des DFS von kzNZK-Patienten erlauben.
Zum anderen sollten diese Gene Tumoren, die im Verlauf der Erkrankung manifeste Metas-
tasen bedingen von solchen differenzieren, die keine manifesten Metastasen entwickeln. Die
bisher publizierten ,Microarray“-Studien bezogen nahezu ausschliellich Priméartumoren des
kzNZK ein und lieferten keine konsistenten Ergebnisse hinsichtlich fiir eine Prognoseabscht-
zung geeigneter Gene. In der vorliegenden Arbeit sollte daher durch die Untersuchung von
Metastasen ein neuer Ansatz zur Identifikation DFS-assoziierter Gene verfolgt werden. Zu-
néchst sollten Gene identifiziert werden, die in spat vs. friith entstandenen kzNZK-Metastasen
differenziell exprimiert sind. Da diese Metastasen den zu prognostizierenden Phanotyp cha-
rakterisieren, konnten die identifizierten Gene funktionell am Wachstum der Tumorzellen zur
Makrome-tastase und moglicherweise auch an der Dauer ihrer Latenzphase beteiligt sein. An-
schliefend sollten durch den Vergleich priméarer kzNZK mit verschiedenen DFS aus diesen
Genen die selektiert werden, deren Expression bereits im Priméartumor dereguliert ist. Da der
Primartumor in der Regel bei jedem Patienten operativ entfernt wird und somit fiir moleku-
lare Untersuchungen zur Verfiigung steht, sind solche Gene potenziell prognostisch nutzbar.
Erlauben diese Gene zudem eine Identifikation solcher Patienten, die im Krankheitsverlauf
keine makroskopischen Metastasen entwickeln werden, konnten sie dazu beitragen, diesen
Patienten eine belastende Nachbeobachtung und Therapie zu ersparen.

Aus den identifizierten Genen sollten anschliefend viel versprechende Kandidaten ausge-
wahlt werden, deren differenzielle Expression und prognostische Relevanz an einem grofien
und unabhéngigen Patientenkollektiv durch Messung ihrer Expression (quantitative Poly-
merasekettenreaktion) oder Proteinmenge (Immunhistochemie) bestétigt werden sollte.
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Gerate, Verbrauchsmaterialien und Reagenzien

Im Folgenden sind die in der Arbeit verwendeten Geréte und Verbrauchsmaterialien (Tab. 3.1)
sowie Reagenzien und Kits (Tab. 3.2) aufgelistet.

Tab. 3.1: Geridte, Verbrauchsmaterialien und Software

Produkt

Hersteller

7900HT Fast Real-Time PCR System; Hardware Up-
grade; Chemical Installation Kit; SDS Software (1.3)

Bioanalyzer 2100; -Software (B.02.02); Priming Station

Combitips Eppendorf

Cutfix Surgical Disposable Scalpel
Dampfsterilisator Varioklav 400

Deckglaschen

Einwegpipetten (5; 10; 25; 50 ml)

Eismaschine

Farbeautomat Autostainer 360

Filterspitzen SafeSeal (10; 100; 1000 1)
Folieneindeckautomat Tissue-Tek Film Coverslipper
GeneChip Fluidics Station 450; Scanner 3000 7G;
GCOS 1.4; Human Genome (HG)-U133 Plus 2.0
arrays; Hybridization Oven 640

Thermomixer compact

Kryotom Leica CM3050 S

Kryoréhrchen (2 ml)

LightCycler 480; -Software (1.5.0)
Magnetrithrwerk Monotherm

Microtome Blade C35, N35

Mikrotom Microm HM 440E

Multistepper

Objekttriger, silanisiert

Objekttrager, SuperFrost-Plus

PCR softtubes (0,5 ml)

pH-Meter 761 Calimatic

Pipetten Eppendorf

Pipetboy Pipettierhilfe

Plattenzentrifuge Heraeus Laborfuge 400
Standardtips (10; 100; 100 ul)

Applied Biosystems, Darmstadt

Agilent, Boblingen

Eppendorf, Hamburg

Braun, Melsungen

H+P Labortechnik, Oberschleissheim
Menzel-Gléser, Braunschweig
Greiner bio-one, Frickenhausen
Ziegra, Isernhagen

Lab Vision, Fremont (USA)
Biozym, Hessisch Oldendorf
Sakura, Staufen

Affymetrix, Santa Clara (USA)

Eppendorf, Hamburg
Leica,Wetzlar

Greiner bio-one, Frickenhausen
Roche, Mannheim

Faust, Schaffhausen (Schweiz)
pfm, Koln

Microm, Walldorf

Eppendorf, Hamburg

Dako, Hamburg

R. Langenbrinck, Teningen
Biozym, Hessisch Oldendorf
Knick, Berlin

Eppendorf, Hamburg

Integra Biosciences, Fernwald
Heraeus, Wehrheim

Nerbe, Winsen/Luhe

... Fortsetzung der Tabelle auf folgender Seite
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Produkt

Hersteller

Préazisionskiivetten (Quarzglas)

PTC-100 Programmable Thermal Controller
Reaktionsgefife (0,5; 1,0; 1,5; 2,0 ml)
Spektrophotometer Ultrospec 3000

SPSS 16.0/ PASW 18.0.0

TLDA custom buckets; card holders
Vortex-Genie 2

Prazisionswaage 510

Zentrifuge 5415R

Hellma, Miillheim

MJ Research, Watertown (USA)
Sarstedt, Niimbrecht

Amersham Pharmacia Biotech, Freiburg
SPSS, Chicago (USA)

Heraeus, Wehrheim

Scientific Industries, New York (USA)
Kern, Balingen

Eppendorf, Hamburg

Tab. 3.2: Reagenzien, Kits und Zelllinien

Produkt

Hersteller

Zentrifuge 5810R
Zentrifugenréhrchen (15 ml; 50 ml)
96-V-WT-MT-Platten; Seal Film
A498-Zellen

Aqua ad iniectabilia

Aqua dest. fiir Injektionszwecke

Eppendorf, Hamburg

Greiner bio-one, Frickenhausen
Biozym, Hessisch Oldendorf
Cell Lines Service, Eppelheim
Braun, Melsungen

Serumwerk Bernburg, Bernburg

Anti-CD31-Antikérper (Klon JC70A, aus Maus; M0823) Dako, Hamburg

Anti-Streptavidin-Antikorper (aus Ziege, biotinyliert) Vector Laboratories, Burlingame
(USA)
Anti-TSPANT7-Antikorper (polyklonal, aus Kanin- Atlas Antibodies, Stockholm

chen; HPA003140)
(B-Mercaptoethanol
Citronenséure-Monohydrat (z.A.)
Dimethylsulfoxid
Desoxyribonukleotid-Mix (je 10 mM)
1,4-Dithiothreit

DU-145-Zellen (HTB-81)
EDTA-Dinatriumsalz-Losung (0,5 M)
Entellan Neu

EnVision Dual Link System-HRP
Eosin

epT.I.P.S. (300 pl

Ethanol (absolut)

Ethanol (96%)

Hamatoxylin

Heringsperma-DNA

HUVEC

IgG aud Ziege (Goat IgQG)

Invisorb Spin Tissue RNA Mini Kit
Isopropanol

Kochpuffer (pH = 6,0)

Liquid DAB Plus Substrate Chromogen System
Mayers Hamalaun

(Schweden)
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Miinchen
Promega, Mannheim
Roth, Karlsruhe
ATCC-LGC, Wesel
Sigma-Aldrich, Miinchen
Merck, Darmstadt
Dako, Hamburg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Eppendorf, Hamburg
VWR, Darmstadt
Klinikapotheke, UKD
SAV LP, Flintsbach
Promega, Mannheim
Promocell, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Miinchen
Invitek, Berlin
Merck, Darmstadt
Medac, Hamburg
Dako, Hamburg
Merck, Darmstadt

... Fortsetzung der Tabelle auf folgender Seite
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Produkt Hersteller

MES-Hydrat (SigmaUltra) Sigma-Aldrich, Miinchen

MES-Natriumsalz Sigma-Aldrich, Miinchen

Mikrozid Schiilke & Mayr, Norderstedt

Natriumchlorid (5 M) Ambion, Darmstadt

Natriumchlorid Merck, Darmstadt

Natriumhydroxid Merck, Darmstadt

One-Cycle Target Labeling and Control Reagents Affymetrix, Santa Clara (USA)

Probenverdiinnungspuffer VIR-GIL Medac, Hamburg

R-Phycoerythrin Streptavidin Invitrogen, Karlsruhe

random hexamer primer GE Healthcare, Miinchen

Rinderserumalbumin (10 mg/ml) Promega, Mannheim

Rinderserumalbumin (50 mg/ml) Invitrogen, Karlsruhe

RNA 6000 Nano Kit Agilent, Boblingen

RNaseZap Sigma-Aldrich, Miinchen

RNeasy Mini Kit; RNase-Free DNase Set; QiaShredder Qiagen, Hilden

Salzsdure (rauchend) Klinikapotheke, UKD

Sekusept plus Ecolab, Diisseldorf

SSPE-Puffer (20x) BioWhittaker Molecular Applica-
tions/Cambrex, Wiesbaden

Stickstoff (fliissig) AirLiquide, Diisseldorf

SuperScript II Reverse Transcriptase Invitrogen, Karlsruhe

TagMan Gene Expression Assays; Gene Expression Applied Biosystems, Darmstadt

Master Mix; Low Density Arrays; Universal PCR
Master Mix (2x, no AmpErase UNG)

TBS-Puffer Medac, Hamburg

Tissue-Tek Sakura, Staufen

Tris Ultra Roth, Karlsruhe

Tween-20 Sigma-Aldrich, Miinchen

UltraVision LP Detection System HRP Polymer; Thermo Fisher Scientific, Bonn

DAB Plus Chromogen

Vectastain Universal Elite ABC Kit Vector Laboratories, Burlingame
(USA)

Wasserstoffperoxidlosung (35 %) Merck, Darmstadt

Xylol Roth, Karlsruhe

3.1.2 Puffer und Losungen

Die Tabellen 3.3 und 3.4 zeigen die Herstellungsprozeduren der verwendeten Puffer und
Losungen getrennt nach Versuchsprotokollen.

Tab. 3.3: Puffer fiir die Immunhistochemie

Puffer Herstellung

TBS-Puffer (0,05 M) 6,06 g Tris; 8,77 g NaCl; 1,0 1 A. dest.
— mit konzentrierter Salzsdure auf pH = 7,6 einstellen

Citratpuffer (0,01 M) 2,10 g Citronensaure-Monohydrat; 1,0 1 A. dest.
— mit konzentrierter Natronlauge auf pH = 6,0 einstellen
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Tab. 3.4: Puffer und Losungen fiir die Oligonukleotid-,,Microarray*“-Analysen

Puffer /Losung Herstellung
MES-Puffer (12x) 64,61 ¢ MES-Hydrat; 193,30 g MES-Natriumsalz; 800,0 ml
A. dest.

— ggf. pH-Wert einstellen (6,5 - 6,7)
— durch 0,2 pm-Filter steril filtrieren
— lichtgeschiitzte Lagerung bei 4 °C

Hybridisierungspuffer (2x) 8,3 ml 12x MES-Puffer; 17,7 ml 5 M NaCl-Losung; 4,0 ml 0,5 M
EDTA; 0,1 ml 10 % Tween-20; 19,9 ml A. dest.

— durch 0,2 pm-Filter steril filtrieren
— lichtgeschiitzte Lagerung bei 4 °C

Waschpuffer A (nicht-strin- 300,0 ml 20x SSPE-Puffer; 1,0 ml 10 % Tween-20; 699,0 ml
genter Waschpuffer) A. dest.

— durch 0,2 pm-Filter steril filtrieren

— Lagerung bei 4 °C

Waschpuffer B (stringenter 83,3 ml 12x MES-Puffer; 5,2 ml 5 M NaCl-Lésung; 1,0 ml 10 %
Waschpuffer) Tween-20; 910,5 ml A. dest.

— durch 0,2 pm-Filter steril filtrieren
— lichtgeschiitzte Lagerung bei 4 °C

Féarbepuffer (2x) 41,7 ml 12x MES-Puffer; 92,5 ml 5 M NaCl-Losung; 2,5 ml 10 %
Tween-20; 113,3 ml A. dest.

— durch 0,2 pm-Filter steril filtrieren
— lichtgeschiitzte Lagerung bei 4 °C

Goat [gG-Losung 50,0 mg Goat IgG; 5,0 ml 150 mM NaCl-Lésung
(10 mg/ml) — lichtgeschiitzte Lagerung bei 4 °C

Phycoerythrin-Streptavidin 600,0 pl 2x Farbepuffer; 48,0 pl 50 mg/ml BSA; 12,0 pl 1 mg/ml
(SAPE)-Losung SAPE; 540,0 pl A. dest.

— téaglich frisch herstellen

Anti-Streptavidin- 300,0 pl 2x Farbepuffer; 24,0 pl 50 mg/ml BSA; 6,0 ul 10 mg/ml
Antikérperlosung Goat IgG-Losung; 3,6 pl Anti-Streptavidin-Antikorper (biotiny-
liert); 266,4 pl A. dest.

— téglich frisch herstellen

3.1.3 Primer-Sonden-Gemische

Fiir die Expressionsmessung mittels qPCR wurden optimierte ,, TagMan Gene Expression
Assays® der Fa. Applied Biosystems verwendet, die genspezifische Primer und Sonden ent-
halten. Diese Assays wurden zum einen zur Expressionsmessung einzelner Gene verwendet
und waren zum anderen auch in den ,TaqgMan Low Density Arrays“ (TLDAs) enthalten.
Alle Sonden sind Hydrolyse (TaqgMan)-Sonden, deren Fluoreszenzsignal wéhrend der Ampli-
fikationsphase der PCR gemessen wird. Sie sind an ihrem 5’-Ende mit 6-Carboxyfluorescein
(FAM) markiert, am 3’-Ende mit einem nicht-fluoreszierenden Quencher, an den eine ,;minor
groove binder“-Gruppe gebunden ist.
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3.2 Probenmaterial und -bearbeitung

3.2.1 Humanes Probenmaterial

Die Nephrektomiepraparate wurden in den Kliniken fiir Urologie in Dresden bzw. Jena ge-
wonnen. Die Konservierung von tumorhaltigen und tumorfreien Gewebeproben dieser tumor-
tragenden Nieren in fliissigem Stickstoff erfolgte zeitnah nach der Operation. Gewebeproben
pulmonaler Metastasen wurden im Fachkrankenhaus Coswig kryokonserviert, wo diese Tu-
morherde mit Hilfe einer speziellen Lasertechnik operativ entfernt wurden. Allen Patienten,
deren pulmonale Metastasen in dieser Arbeit untersucht wurden, war der Primartumor vor
der Metastasenresektion operativ entfernt worden. Fiir die Asservierung der Gewebeproben
und ihre Verwendung fiir Forschungszwecke liegen entsprechende Ethikvoten (EK 195092004,
EK 194092004, EK 249112006) sowie die schriftliche Einverstandniserklarung der Patienten
Vor.

Fir die Erstellung der , Tissue Microarrays“ wurden in Formalin fixierte und in Paraf-
fin eingebettete (FFPE-) Gewebeproben primérer kzNZK sowie deren autologe Metastasen
und nichtmalignen Nierengewebe verwendet (Institut fir Pathologie, Universitatsklinikum
Dresden). Alle FFPE-Gewebeproben sind mindestens drei Jahre alt und diirfen somit fiir
Forschungsstudien herangezogen werden (EK 59032007).

Die Gewebeproben wurden von einem erfahrenen Pathologen nach den bis Ende 2009
giltigen Kriterien der UICC aus dem Jahr 2002 und der Thoenes-Gradierung [Thoenes
et al., 1986] beurteilt.

3.2.2 Anfertigung und Hamalaun-Eosin-Farbung von
Gefriergewebeschnitten

Die in fliisssigem Stickstoff kryokonservierten Gewebeproben wurden in Tissue-Tek einge-
bettet. Mittels eines Kryotoms wurden, in Abhéngigkeit von der Grofle des Gewebequer-
schnitts 30 bis 200, 4 pum dicke Gewebeschnitte fiir die anschliefende RNA-Isolation an-
gefertigt (Kammertemperatur -27 °C bis -26 °C, Objekttemperatur -18 °C bis -16 °C).
Im Falle der pulmonalen Metastasen wurde sichtbares Lungengewebe vor dem Schneiden
mit einem Skalpell entfernt. Aulerdem wurden pro Gewebeprobe mindestens zwei Schnitte
— jeweils der erste und letzte, bei mehr als 100 Schnitten auch ein mittlerer Schnitt — auf
SuperFrost-Objekttriager (OT) aufgezogen und anschlieflend fiir eine histologische Beurtei-
lung mit Mayers Hamalaun und Eosin gefarbt. Die Gewebeschnitte fiir die RNA-Isolation
wurden in 2-ml-Reaktionsgefalen gesammelt, gewogen und moglichst zeitnah in einer geeig-
neten Menge des entsprechenden Lysepuffers lysiert und gegebenenfalls homogenisiert (vgl.
3.2.3) sowie bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C gelagert.

Fir die Himalaun-Eosin-Farbung wurden die OT mit destilliertem Wasser (A. dest.) be-
feuchtet, anschlieBend 3 min in frisch filtriertem Mayers Hamalaun gefarbt, nochmals mit
A. dest. abgespiilt und kurz in 0,15 %ige Salzsaure eingetaucht. Es folgten drei je einmintitige
Waschschritte mit Leitungswasser. Im Anschluss wurden die OT 1 min mit Eosin geférbt.
Nach je finf- bis sechsmaligem Schwenken der OT in 80 %igem und 96 %igem Ethanol
folgte ein einminiitiges und anschliefend zweiminiitiges Waschen in Isopropanol. Die OT
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wurden dann 3 min und im Anschluss 5 min in Xylol geschwenkt und verblieben bis zur Per-
manenteindeckung mit Entellan in Xylol. Die gefarbten Gewebeschnitte wurden von einem
erfahrenen Pathologen begutachtet, um den Gehalt an Tumor- und nekrotischen Zellen in
der Probe zu bestimmen sowie die klarzellige Histologie der Praparate zu sichern.

3.2.3 Isolation von Total-RNA aus kryokonserviertem Gewebe
Isolation von Total-RNA mittels ,,RNeasy Mini Kit*

Es wurden bis zu 30 mg Gewebeschnitte in 600 pl RLT-Puffer, dem frisch 1/10 Volumenein-
heiten (VE) -Mercaptoethanol zugegeben wurden, lysiert. Das Lysat wurde mit Hilfe eines
QIAshredder-Saulchens durch zweiminiitige Zentrifugation bei 16.000 x g homogenisiert und
anschlieffend bis zur weiteren Bearbeitung bei -80 °C gelagert.

Das Lysat wurde 3 min bei 16.000 x g zentrifugiert und der Uberstand mit 600 ul 70 %igem
Ethanol vermischt. Sukzessive wurden jeweils 700 ul dieser Mischung auf die RNA-bindende
Membran eines Saulchens gegeben, je 30 s bei 8.000 x g zentrifugiert und der Durchfluss
verworfen. Die Membran wurde mit 400 ul RW1-Puffer gewaschen (30 s, 8.000 x g).

Fir die anschlieende DNA-Verdauung wurden 1.500 U DNase zunéchst in 550 ul RNase-
freiem A. dest. gelost. Auf die Membran des Séulchens wurden dann 10 pl dieser Stamm-
16sung, verdinnt mit 70 ul RDD-Puffer, gegeben und 15 min bei Zimmertemperatur (RT)
inkubiert.

Dann wurde die Saule mit 400 ul RW1-Puffer und anschliefend mit 500 ul RPE-Puffer,
dem vor der ersten Verwendung 4 VE absoluter Ethanol zugegeben wurden, gewaschen (je
30 s, 8.000 x g). Danach erfolgte ein zweiter Waschschritt mit 500 pl ethanolhaltigem RPE-
Puffer (2 min, 8.000 x g). Um Ethanolreste zu entfernen, wurden die gedffneten Reaktions-
geféiBle 5 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Die Elution der RNA erfolgte mit 30 ul A. dest.
(1 min, 8.000 x g). Die Konzentrations- und Integritatsbestimmung der RNA erfolgte mittels
Bioanalyzer 2100. Die RNA wurde bei -80 °C gelagert.

Isolation von Total-RNA mittels ,,Invisorb Spin Tissue RNA Mini Kit*

Bis zu 20 mg Gewebeschnitte wurden in 900 ul Lysepuffer TR, dem frisch 1/100 VE 1 M
Dithiothreitol zugegeben wurden, lysiert. Das Lysat wurde sofort weiter verarbeitet oder bei
-80 °C gelagert.

Das Lysat wurde 2 min bei 16.000 x g zentrifugiert. Der Uberstand wurde mit 500 jl abso-
lutem Ethanol gemischt und sukzessive je 750 ul der Mischung auf die RNA-bindende Mem-
bran eines Séulchens gegeben und jeweils 1 min inkubiert, 1 min zentrifugiert (10.000 x g)
und der Durchfluss verworfen. Die Membran wurde mit 500 ul Waschpuffer R1, dem vor
der ersten Verwendung 1 VE absoluter Ethanol zugegeben wurde, gewaschen. Anschlieflend
erfolgten zwei Waschschritte mit je 700 pl Waschpuffer R2, dem vor der ersten Verwendung
4 VE absoluter Ethanol zugegeben wurden (je 30 s, 10.000 x g). Danach wurde die Membran
bei geoffnetem Deckel des Reaktionsgefafies getrocknet (5 min, 16.000 x g). Die Elution er-
folgte mit 30 ul A. dest. nach zweiminiitiger Inkubation auf der Membran (1 min, 10.000 x g).
Die Konzentrations- und Integritatsbestimmung der RNA erfolgte mittels Bioanalyzer 2100.
Die RNA wurde bei -80 °C gelagert.
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3.2.4 RNA-Quantifizierung und -Qualitatskontrolle
Bestimmung von RNA-Konzentration und -Integritit am Bioanalyzer 2100

Die Bestimmung der Konzentration und Integritét von Total-RNA sowie der Groflenvertei-
lung von fragmentierter cRNA im Rahmen der Probenbearbeitung fiir die Oligonukleotid-
s,Microarray“-Analysen erfolgte mittels des ,RNA 6000 Nano Kit“ am Bioanalyzer 2100.
Die Integritat der RNA wird in Form der sog. RIN (,RNA integrity number®) angegeben.
Die RIN ist eine Zahl zwischen 1 und 10, wobei 1 vollstandig degradierter und 10 voll-
stindig intakter RNA entspricht. Sie wird anhand der Signale im gesamten Bereich des
Elektropherogramms berechnet und bezieht damit u. a. das 285/18S-rRNA-Verhaltnis und
die Anwesenheit von Signalen im niedermolekularen Bereich ein [Miiller et al., 2004].

Fir die Messung von (c)RNA am Bioanalyzer 2100 wurde an der Basisplatte der ,Pri-
ming Station“ Position C und an der Spritzenhalterung die oberste Position eingestellt. Alle
Reagenzien wurden vor der Messung 30 min auf RT erwérmt. Vor jeder Messung wurden die
Elektroden des Gerates mit RNaseZAP (1 min) und A. dest. (10 s) gereinigt und anschlie-
Bend getrocknet (10 s, RT). 550 pl des Nanogels wurden 10 min bei 1.500 x g durch einen
Filter zentrifugiert. 65 ul dieses Gels wurden dann mit 1 pl Nano-Farbstoftkonzentrat (vorher
10 s mittels Vortex-Schiittler homogenisiert) versetzt und mittels Vortex-Schiittler gemischt.
Die Gel-Farbstoff-Mischung wurde 10 min bei 16.000 x g zentrifugiert und bei ihrer anschlie-
Benden Verwendung darauf geachtet, die DMSO-Fraktion am Boden des Reaktionsgeféafies
nicht zu beriihren. In die mit einem fetten ,,G“ markierte Kavitdt des RNA-Nanochips wur-
den 9 pl der Gel-Farbstoff-Mischung pipettiert. AnschlieBend wurde die ,,Priming Station®
geschlossen, die Spritze bis zur eingestellten Position vorsichtig nach unten gedriickt und 30 s
der Druck aufrecht erhalten. Anschlieend wurden je 9 ul der Gel-Farbstoff-Mischung in die
beiden mit einem diinnen ,,G* markierten Kavitaten gegeben. In die Kavitaten zur Messung
der Proben bzw. des Leiters wurden je 5 ul des RNA-Nanomarkers pipettiert. Anschliefend
wurde 1 pul frisch aufgetauter Nanoleiter (vorher 2 min bei 70 °C denaturiert) bzw. je 1 ul
der Proben in die entsprechenden Kavitidten gegeben. Nicht benotigte Kavitdten wurden
mit je 1 pl A. dest. aufgefiillt. Danach wurde der Chip 60 s bei 2.400 rpm mittels Vortex-
Schiittler gemischt. Die Aufzeichnung und Auswertung der Messung erfolgte mit Hilfe der
Software ,,Agilent 2100 expert“ (B.02.02). Zwischen mehreren Laufen und nach Beendigung
der Messungen wurden die Elektroden des Geréts mit A. dest. gereinigt (10 s).

Bestimmung von RNA-Konzentration und -Reinheit mittels
Absorptionsspektrometrie

Zur Konzentrations- (Gl. 3.1) und Reinheitsbestimmung von RNA bzw. cRNA wurde die
optische Dichte (OD) der Proben bei den Wellenlédngen 260 nm, 280 nm und der Referenz-
wellenldnge 320 nm gemessen. Von einer proteinfreien und somit reinen Praparation kann
ausgegangen werden, wenn das Verhéltnis (ODgygy/ODagy) > 1,8 ist.

(ODaggp — ODs3gp) - 40 - V
1000

crnA (pg/pl) =
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crna (pg/ul) ... Konzentration der RNA in pg/pul
ODgygy, OD399 ... optische Dichte der Probe bei 260 bzw. 320 nm
V ... Verdiinnungsfaktor der Probe

3.2.5 cDNA-Synthese

Mittels ,,random hexamer primer“ (pd(N)g) und des Enzyms ,SuperScript IT Reverse Trans-
criptase® wurden bis zu 500 ng RNA, die nach einem der Protokolle aus 3.2.3 isoliert wurden,
in ¢cDNA umgeschrieben (Tab. 3.6). Die unverdiinnte cDNA wurde bei -20 °C, verdiinnte
cDNA bei 4 °C gelagert.

Tab. 3.6: Pipettierschema und Temperaturprogramm fiir die cDNA-Synthese

Reagenz Volumen Temperaturprogramm
RNA variabel (100 — 500 ng)

dNTPs (je 10 mM) 1,0 ul

pd(N)g-Primer (200 ng/pl) 1,0 pl

A. dest. variabel (auf 10,0 ul)

Gesamtvolumen 12,0 pl — 5 min, 65 °C

— 5 min, auf Eis

,First Strand Buffer (5x) 4,0 pl
DTT (100 mM) 2,0 pl
Gesamtvolumen 18,0 pl — 2 min, 42 °C

,ouperScript IT Reverse

Transcriptase“ (200 U/pul) 1,0 pl

Gesamtvolumen 19,0 pl — 10 min, 25 °C
— 50 min, 42 °C
— 15 min, 70 °C
— HOLD, 4 °C

3.3 ,,Microarray‘“-Analysen

Mit den in dieser Arbeit verwendeten HG-U133 Plus 2.0-Oligonukleotid-, Microarrays“ (im

4

Folgenden als ,Microarray“ oder ,Array* bezeichnet) kann die Expression von 47.400 hu-
manen Transkripten, die 38.500 Gene umfassen, simultan detektiert werden. Die Detekti-
on der Genexpression erfolgt anhand von 25 nt langen Sonden, deren Sequenz einem Teil
des 3’-Bereichs des jeweiligen Targettranskripts entspricht. Die mRNA der Proben wird in
Form komplementéarer RNA (cRNA) auf die ,,Array“-Oberflache hybridisiert. Jedes Gen wird
mit Hilfe mindestens eines sog. Sondensets detektiert, welches aus jeweils 11 — 20 ,perfect
match“- und zugehorigen , mismatch“-Sondensequenzen besteht, die statistisch iiber den ge-
samten Chip verteilt sind. Die ,perfect match“-Sonden entsprechen zu 100 % der Sequenz
des Targettranskripts; die analogen , mismatch“-Sonden besitzen eine Fehlbasenpaarung in
der Mitte der Sonde und kénnen zur Korrektur unspezifischer Bindungen herangezogen wer-
den [Miiller & Roéder, 2004; Affymetrix, 2004]. Im Anschluss an die Messungen werden alle

Signale eines Sondensets zu einem Gesamtsignal kombiniert.
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Die mittels ,,RNeasy Mini Kit“ isolierte Total-RNA der kryokonservierten Gewebeproben
wurde mit dem ,,One-Cycle Target Labeling and Control Reagents“-Kit wie im Folgenden
beschrieben bearbeitet (Abb. 3.1). In die ,Microarray“-Analysen wurden nur Gewebepro-
ben mit einem Tumorzellgehalt > 70 % und einem Gehalt an nekrotischen Zellen < 30 %
einbezogen. Die RIN der RNA sollte > 6,0 betragen; bei den Metastasengeweben wurden
hier aufgrund der Seltenheit des Probenmaterials und der guten Qualitat der ,,Microarray*-
Signale Ausnahmen gestattet (vgl. Tab. A.1 & A.2).

3.3.1 Durchfiihrung der ,,Microarray*“-Analysen
Synthese und Reinigung doppelstringiger cDNA

Zunéchst wurden 1,0 — 3,2 pg Total-RNA mit T7-Oligo(dT)-Primern und der reversen Trans-
kriptase ,,SuperScript I1“ in einzelstrangige cDNA umgeschrieben (Tab. 3.7). In Abhéngig-
keit von der eingesetzten Total-RNA-Menge wurden dem Reaktionsmix 2,0 ul der Poly(A)-
RNA-Kontrolle in folgender Verdiinnung zugefiigt: bei 1,0 ug Total-RNA 1:50.000, bei 5,0 ug
1:10.000. Die Verdiinnung fiir alle dazwischen liegenden Total-RNA-Mengen wurde entspre-
chend angepasst.

Direkt im Anschluss wurde der komplementére Gegenstrang der cDNA synthetisiert, wobei
erst alle zuzugebenden Komponenten gemischt und anschliefend zum ¢cDNA-Syntheseansatz
gegeben wurden (Tab. 3.8).

Danach wurde die doppelstrangige cDNA sofort gereinigt. Dabei wurden 600 ul ,,cDNA
Binding Buffer zum Syntheseansatz der doppelstrangigen cDNA gegeben und mittels Vortex-
Schiittler gemischt. Sukzessive wurden dann je max. 500 pl der Losung auf ein ¢cDNA-
Reinigungsséulchen gegeben und 1 min bei 10.000 x g zentrifugiert. Der Durchfluss wurde
jeweils verworfen. Dann wurde die Séule mit 750 ul cDNA-Waschpuffer, dem vor dem ersten
Gebrauch 4 VE absoluter Ethanol zugefiigt wurden, gewaschen (1 min bei 10.000 x g). Die
geoffneten Reaktionsgefifle wurden 5 min bei 16.000 x g zentrifugiert, um Ethanolreste von
der Saule zu entfernen. Die Elution erfolgte mit 14,0 ul cDNA-Elutionspuffer, der 1 min bei
RT auf der Saule inkubiert wurde (1 min, 16.000 x g).

Abb. 3.1: Arbeitsablauf der Oligonukleotid-,,Microarray“- Analysen. Die mRNA der Pro-
be wird mittels Oligo-(dT)-Primern in doppelstrangige cDNA umgeschrieben und anschliefend
in einer in vitro-Transkription in Form von cRNA vervielfiltigt und biotinmarkiert. Die fragmen-
tierte cRNA wird auf HG-U133 Plus 2.0-,, Arrays® hybridisiert. Beim Wasch- und Féarbeprozess
wird die Biotinmarkierung durch Wechselwirkung mit phycoerythrinmarkiertem Streptavidin in
ein Fluoreszenzsignal iiberfiihrt, welches durch einen biotinylierten Anti-Streptavidin-Antikérper
verstiarkt wird. Beim anschlieBenden Scannen wird die Fluoreszenzintensitéit des Phycoerythrins
fiir jede Sondensequenz erfasst. Die Intensitat dieses Fluoreszenzsignals ist proportional zur Men-
ge des jeweiligen Targettranskripts. Anschliefend erfolgt die bioinformatische Auswertung der
Daten. —
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SYNTHESE DOPPEL-

CRNA-
SYNTHESE

HYBRIDI-

WASCHEN

STRANGIGER CDNA

& FARBEN

SIERUNG

SCANNEN

BIOINFORMATISCHE

AUSWERTUNG

5

5
3

3’

3""""""UUUUU-—5'

TrT 1111101101 1AAAAA D Total-RNA

T7-Oligo(dT)-Primer, dNTPs,
.SuperScipt Il Reverse Transcriptase®

TrT 1111 1111AAAAA T
L0 i TTTTT- 5"

einzelstrédngige cDNA

dNTPs, E. coli-DNA-Ligase, -Polymerase |, RNase H;
dann T4-DNA-Polymerase

Ti1 11101111 AAAAA-mmm 3’

EaE bt Gif G o ol doppelstringige cDNA

NTPs, Biotin-UTP/-CTP,
Enzymmix (T7-RNA-Polymerase, RNAsin)

biotinmarkierte cRNA

Bindung der cRNA-Fragmente an
komplementire Sonden auf Chip-
Oberflache

© Biotin
,‘A phycoerythrinmarkiertes Streptavidin
-ro biotinylierter Anti-Streptavidin-Antikdrper

Detektion der Intensitét des
Fluoreszenzfarbstoffs Phycoerythrin fir jede
Sondensequenz

(jedes kleine Quadrat beinhaltet alle Sonden
einer spezifischen Sequenz; Ausschnitt)
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Tab. 3.7: Pipettierschema und Temperaturprogramm fiir die cDNA-Erststrang-

synthese
Reagenz Volumen Temperaturprogramm
Total-RNA variabel (1 — 8 ug)

poly(A)-RNA-Kontrolle
T7-Oligo(dT)-Primer
RNase-freies A. dest.

2,0 pl
2,0 pl

variabel (auf 12,0 pl)

Gesamtvolumen 12,0 pl — 10 min, 70 °C
— 2 min, 4 °C

,First Strand Reaction Mix* (5x) 4,0 pl

DTT (0,1 M) 2,0 pl

dNTPs (je 10 mM) 1,0 gl

— mischen

— zum cDNA-Synthese-
ansatz geben

Gesamtvolumen 19.0 pl — 2 min, 42 °C

y,ouperScript IT Reverse Transcriptase 1,0 pl

Gesamtvolumen 20,0 pl — 1 h, 42 °C
— HOLD, 4 °C

Tab. 3.8: Pipettierschema und Temperaturprogramm fiir die Synthese des komple-

mentiren cDNA-Strangs

Reagenz Volumen Temperaturprogramm
RNase-freies A. dest. 91,0 pl

»Second Strand Reaction Mix“ (5x) 30,0 ul

dNTPs (je 10 mM) 3,0 pl

E. coli-DNA-Ligase 1,0 pl

E. coli- DNA-Polymerase 1 4,0 pl

RNase H 1,0 pl

Gesamtvolumen 130,0 pl — zum cDNA-Synthseansatz geben
Gesamtvolumen 150,0 pl — 2 h, 16 °C

T4 DNA Polymerase 2,0 pl — 5 min, 16 °C

EDTA (0,5 M) 10,0 pl

Synthese, Reinigung und Fragmentierung biotinmarkierter cRNA

In der folgenden in vitro-Transkription wurde mit Hilfe einer T7-RNA-Polymerase und bioti-
nylierten Nukleotiden (Biotin-11-CTP, -UTP) biotinmarkierte cRNA erzeugt. Die gereinigte
doppelstringige cDNA diente als Matrize. Der Reaktionsansatz fiir die in vitro-Transkription
wurde bei RT in der in Tab. 3.9 angegebenen Reihenfolge pipettiert.
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Tab. 3.9: Pipettierschema und Temperaturprogramm fiir die in vitro-Transkription

Reagenz Volumen Temperaturprogramm
doppelstriangige cDNA 12,0 pl

RNase-freies A. dest. 8,0 ul

»,IVT Labeling Buffer® (10x) 4,0 pl

»,IVT Labeling NTP Mix“ 12,0 pl

»IVT Labeling Enzyme Mix“ 4,0 ul

Gesamtvolumen 40,0 pl — 16 h, 37 °C

Die cRNA wurde direkt nach ihrer Synthese gereinigt. Hierzu wurden dem in wvitro-
Transkriptionsansatz 60 ul RNase-freies A. dest. und anschlieflend 350 pl cRNA-Bindepuffer
zugesetzt und jeweils mittels Vortex-Schiittler gemischt. Nach der Zugabe von 250 ul ab-
solutem Ethanol und vorsichtigem Mischen wurde die gesamte Losung (700 pl) auf ein
cRNA-Reinigungsséulchen gegeben und 30 s bei 10.000 x g zentrifugiert. Die Séule wur-
de anschlieend einmal mit 500 ul cRNA-Waschpuffer, dem vor dem ersten Gebrauch 4 VE
absoluter Ethanol zugesetzt wurden, und einmal mit 80 %igem Ethanol gewaschen (30 s,
10.000 x g). Anschliefend wurden die gedffneten ReaktionsgefédfBie 5 min bei 16.000 x g zen-
trifugiert, um Ethanolreste von der Saule zu entfernen. Die Elution der cRNA erfolgte durch
sukzessive Zugabe von 11 pl und anschliefend 10 pl RNase-freiem A. dest. und jeweilige
Zentrifugation bei 16.000 x g (1 min).

Die cRNA wurde mittels photometrischer Messung quantifiziert und auf ihre Reinheit
gepriift. Die tatsidchliche Menge an markierter cRNA ergab sich aus der Differenz der RNA-
Gesamtmenge (CRNA & RNA) und der Menge an RNA| die fiir die cDNA-Synthese eingesetzt
wurde.

Anschliefend wurden 20 pug der markierten cRNA durch metallioneninduzierte Hydrolyse
in Fragmente von 35 — 200 nt gespalten (Tab. 3.10). Die Grofie der Fragmente wurde durch
Messung am Bioanalyzer 2100 gepriift und die fragmentierte cRNA bis zur Hybridisierung
bei -80 °C gelagert.

Tab. 3.10: Pipettierschema und Temperaturprogramm fiir die cRNA-Fragmentierung

Reagenz Volumen Temperaturprogramm
gereinigte cRNA 1,0 — 21,0 pl (20,0 pg)
,Fragmentation Buffer® (5x) 8,0 ul
RNase-freies A. dest. variabel (auf 40,0 pl)
Gesamtvolumen 40,0 pl — 35 min, 94 °C
— HOLD, 4 °C

Hybridisierung biotinmarkierter cRNA auf HG-U133 Plus 2.0-,,Arrays*

Zunachst wurde ein Hybridisierungsmix hergestellt, der die jeweilige fragmentierte cRNA-
Probe enthielt (Tab. 3.11). Dieser Hybridisierungsmix wurde direkt nach der Herstellung
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verwendet oder bei -20 °C gelagert. Bei einer geringeren cRNA-Ausbeute als 20 ug wurden
sowohl das Volumen der Fragmentierungsreaktion als auch das des Hybridisierungsmixes ent-
sprechend angepasst, sofern noch ein Gesamtvolumen des Hybridisierungsmixes von > 220 pl
erreicht wurde.

Direkt vor der Verwendung wurde der Hybridisierungsmix 5 min bei 99 °C erhitzt, kurz
bei 4 °C abgekiihlt und anschlieBend 5 min bei 45 °C erwarmt. AnschlieBend wurden even-
tuell unlosliche Bestandteile durch eine fiinfminiitige Zentrifugation bei 16.000 x g von der
Losung abgetrennt. Zwischenzeitlich wurden die vorher auf RT erwéarmten HG-U133 Plus 2.0-
L2Arrays“ luftblasenfrei mit 250 pl Hybridisierungspuffer (1x) befiillt und 10 min bei 45 °C
im Hybridisierungsofen (60 rpm) inkubiert. AnschlieBend wurde der Hybridisierungspuffer
in den ,,Arrays* durch 200 pl des jeweiligen Hybridisierungsmixes ersetzt. Die Befiillungsoft-
nungen der ,Arrays® wurden abgeklebt. Im Anschluss wurden die ,Arrays* im Hybridisie-
rungsofen 16 h bei 45 °C und 60 rpm inkubiert. Es wurden maximal acht ,,Arrays® zeitgleich
hybridisiert.

Tab. 3.11: Pipettierschema und Temperaturprogramm zur Herstellung des Hybridi-
sierungsmixes

Reagenz Volumen
fragmentierte cRNA (0,5 pg/ul) 40,0 pl
Kontroll-Oligonukleotid B2 5,0 pl
eukaryotische Hybridisierungskontrollen (20x) 15,0 pl
Heringsperma-DNA (10,0 mg/ml) 3,0 pl
BSA (10 mg/ml) 15,0 pl
Hybridisierungspuffer (2x) 150,0 pl
DMSO 30,0 1l
A. dest. 42,0 pl
Gesamtvolumen 300,0 ul

Waschen und Farben der HG-U133 Plus 2.0-,,Arrays*

Nach der Hybridisierung wurde der Hybridisierungsmix aus den ,,Arrays“ entfernt und diese
luftblasenfrei mit Waschpuffer A befiillt. Der Hybridisierungsmix wurde wieder bei -20 °C
gelagert und im Falle experimenteller Schwierigkeiten oder einer schlechten ,, Array“-Qualitat
noch einmal verwendet. An der ,,GeneChip Fluidics Station“ konnten zeitgleich vier , Arrays®
bearbeitet werden. Wurden mehr als vier ,, Arrays“ hybridisiert, so wurden die verbleibenden
SArrays“ bei 4 °C gelagert, vor dem Wasch- und Farbeprozess jedoch zunéchst wieder auf
RT erwarmt.

Fir die Farbung jedes , Arrays“ wurden je 1.200 ul Streptavidin-Phycoerythrin (SAPE)-
Losung (undurchsichtige Reaktionsgefdfie) und 600 ul Anti-Streptavidin-Antikérperlosung
frisch hergestellt. Vor dem Gebrauch wurden die Schlduche der Wasch- und Farbestation
mit den Waschpuffern A bzw. B gefiillt. Anschlieend wurden die ,,Arrays” sowie die SAPE-
und Anti-Streptavidin-Antikorperlosung (je 600 pl) enthaltenden Reaktionsgefifie in die
Station eingesetzt und der Wasch- und Farbeprozess laut dem Protokoll EukGe-WS2v5
durchgefihrt (Tab. 3.12). Nach dem Wasch- und Farbeprozess wurde kontrolliert, ob die
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SArrays® luftblasenfrei mit Waschpuffer A gefiillt waren und ggf. per Hand mit frischen
Waschpuffer A luftblasenfrei befillt. Nachdem alle ,,Arrays“ bearbeitet waren, wurden die
Schlauche der Wasch- und Férbestation zunéchst mit A. dest. gesptlt und anschlieffend
geleert.

Tab. 3.12: Wasch- und Farbeprotokoll EukGe-WS2v5 fiir HG-U133 Plus 2.0-,,Arrays*
(Durchmischung = Absaugen des Puffers aus dem , Array“ und Wiederbefiillung mit demselben

Puffer)

Schritt Prozedur

Spiilen 10 Zyklen a 2 Durchmischungen, Waschpuffer A, 30 °C
Spiilen 6 Zyklen a 15 Durchmischungen, Waschpuffer B, 50 °C
1. Farbeschritt 5 min, SAPE-Lo6sung, 35 °C

Spiilen 10 Zyklen a 4 Durchmischungen, Waschpuffer A, 30 °C

2. Farbeschritt 5 min, Anti-Streptavidin-Antikérperlosung, 35 °C

3. Farbeschritt 5 min, SAPE-L6sung, 35 °C

Spiilen 15 Zyklen & 4 Durchmischungen, Waschpuffer A, 35 °C
HOLD 25 °C

Scannen und priméare Qualitatskontrolle der HG-U133 Plus 2.0-,,Arrays*

Das Scannen der ,,Arrays® und die priméare Qualitdtskontrolle erfolgten mittels ,,GeneChip
Scanner 3000 7G* und den Grundeinstellungen der Software GCOS. Vor dem Scannen
wurden die Befullungsoffnungen der ,Microarrays“ abgeklebt. Jeder ,,Array* wurde einmal
gescannt.

Als priméare Qualititskontrolle wurde zundchst das Scan-Bild (*.dat) beurteilt. Es wur-
de gepriift, ob alle Hybridisierungskontrollen die erwarteten Signale liefern [vgl. Affymetrix,
2004], der Schriftzug ,,GeneChip HG-U133 Plus2“ auf dem Bild erkennbar ist und das au-
tomatisch gelegte Gitter die Signale der verschiedenen Sondensequenzen gut voneinander
abgrenzt. Als nachster Schritt erfolgte eine priméare Analyse der Daten jedes einzelnen ,, Ar-
rays* mit der Software GCOS, wobei die mittlere Intensitit jedes ,Microarrays® auf den
Wert 500 skaliert wurde. Die ,Arrays® sollten anschliefend den folgenden Qualitdtsmerkma-
len gentigen [Affymetrix, 2004]:

e Hintergrundsignal < 100 und fiir alle ,,Arrays“ in etwa gleich hoch

e moglichst kleiner Skalierungsfaktor (= 5), der iiber alle ,Arrays“ um einen Faktor von
max. 3 variiert

e Anteil der ,present calls“ (berechnet aus Vergleich von ,perfect match“- und ,mis-
match“-Sondensignalen) betragt ~ 50 %

e 37/5’-Verhéltnis fur die Referenzgene GAPDH sowie ACTB betragt 1 — 3

e Hybridisierungs- und Poly(A)-Kontrollen liefern , present“-Signal und Signalstarke steigt
mit Konzentration der Kontrollen an.

Waren mehr als zwei dieser Forderungen nicht erfiillt, wurde der , Array* nicht in die
weitere Auswertung einbezogen. Die Qualitdtsparameter der einzelnen , Microarrays“ kénnen
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dem Anhang (A.1 & A.2) entnommen werden. Die erhaltene *.txt-Datei wurde spéater fir
ein Filtern nach ,present calls“ verwendet. Fiir die Auswertung wurden die Rohdaten (*.cel)
genutzt.

3.3.2 Bioinformatische Auswertung der ,,Microarray“-Daten
Hintergrundkorrektur, Normalisierung, Signalberechnung und Filtern

Zunachst wurde eine globale Hintergrundkorrektur sowie eine Quantilnormalisierung aller
,Microarray“-Daten mittels der Software RMAExpress 4.1 vorgenommen [Bolstad et al.,
2003]. Bei der Normalisierung wird die Intensitatsverteilung der Sondensignale der verschie-
denen ,Microarrays® auf eine mittlere Verteilung angeglichen und somit die durch technische
Varianz hervorgerufenen Signalunterschiede weitestgehend eliminiert [Irizarry et al., 2003].
Die Signale der verschiedenen Sondensets wurden basierend auf den logarithmierten Signa-
lenintensitiaten der jeweils zugehorigen ,perfect match“-Sonden berechnet [Irizarry et al.,
2003a).

Gegebenenfalls wurden die Daten anschliefend gefiltert. Hierzu wurden all jene Sondensets
aus der weiteren Analyse ausgeschlossen, deren Differenz zwischen maximaler und minimaler
Signalintensitit eines Sondensets iiber alle Proben < 100 bzw. deren Quotient aus beiden
Werten < 3 betrug [Coller et al., 2000]. Weiterhin wurden Werte > 16.000 auf 16.000 skaliert
und Werte < 20 auf 20 [Coller et al., 2000].

Anschlieend wurden die Daten logarithmiert (logs), um eine annihernde Normalvertei-
lung zu generieren [Affymetrix, 2004]. Alle im Folgenden beschrieben Analysen wurden an
den logarithmierten Daten vorgenommen.

Korrektur von ,,batch“-Effekten

Technische Variationen, die beispielsweise zwischen verschiedenen Chargen der Probenbe-
arbeitung oder Hybridisierung auftreten konnen, wurden mit Hilfe einer parametrischen
Bayesschen Methode mit dem R-Modul Combat korrigiert [Johnson et al., 2007; Venables
& Smith, 2010]. Im Vorfeld der ,batch“-Korrektur wurden alle Gene herausgefiltert, die in
< 10 % der Proben ,present* waren und die Daten log,-transformiert.

Identifikation differenziell exprimierter Gene

Als differenziell exprimiert wurden solche Gene definiert, die eine minimale n-fache Anderung
der mittleren Expression und zudem eine signifikant unterschiedliche Fxpression zwischen
den verglichenen Gruppen aufwiesen. Dabei wurden die Signale aller Sondensets, auch wenn
sie ein und dasselbe Gen detektierten, separat betrachtet. Somit kann ein und dasselbe Gen
mehrfach als differenziell exprimiert identifiziert werden, wenn mehr als ein Sondenset die
genannten Forderungen erfiillt. Zum besseren Verstiandnis werden die Signalintensitaten,
die die einzelnen Sondensets lieferten, im Folgenden als Expressionswerte dieser Sondensets
bezeichnet, obwohl ein Sondenset natiirlich nicht exprimiert wird.

Die minimale n-fache Anderung der mittleren Expression wurde entweder auf ei-
nem konstanten Niveau von > 1,8 (entspricht Differenz von 0,848 in logarithmischer Skala)
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fiir Gene aller Expressionshohen festgelegt oder es wurde eine intensitétsabhdngige minima-
le 1,8-fache Anderung gefordert (Gl. 3.2). Bei Sondensets mit medianen Expressionswerten
entspricht diese intensititsabhingige Anderung einer 1,8-fachen Anderung. Sondensets mit
geringeren mittleren Expressionswerten mussten eine groffere und Sondensets mit héheren
mittleren Expressionswerten eine kleinere n-fache Anderung aufweisen, um der Forderung
nach einer minimalen intensititsabhingigen 1,8-fachen Anderung zu geniigen. Fiir Sonden-
sets mit den hochsten mittleren Expressionswerten logs(Expression) = 13,69 betrdgt die
minimale n-fache Anderung dementsprechend 1,4, fiir Sondensets mit den geringsten mitt-
leren Expressionswerten logs(Expression) = 4,32 2.7.

- p{loga(Eij=1..k)}
M {loga(Ei=1..m,j=1..n)}

!
loga(FCint,i) = log2(FCj) > 0,848 (3.2)

loga(FCinti) ... Logarithmus der intensitétsabhéngigen Anderung der mittleren
Expressionswerte des Sondensets i der verglichenen Gruppen
logo(FC;) ... Logarithmus des Quotienten der mittleren Expressionswerte des
Sondensets i der verglichenen Gruppen
pi{loga(Esj=1.x)} ... Mittelwert der logarithmierten Expressionswerte E des Sonden-
sets 1 aller in die jeweilige Analyse einbezogenen Proben k
M {logoEi—1..m j=1..n} ... Median der logarithmierten Expressionswerte E aller Sondensets
i aller Proben j (nach ,batch“-Korrektur und Filtern); = 7,364
(Einbeziehung aller 24 Metastasen und 24 Primértumoren)

m ... Gesamtzahl der untersuchten Sondensets (nach ,batch-
Korrektur und Filtern)

n ... Gesamtzahl aller untersuchten Proben/,Microarrays*

k ... in die jeweilige Analyse einbezogene Proben/,Microarrays‘

Statistisch signifikant unterschiedlich exprimierte Gene wurden mittels permu-
tationsbasierter parametrischer Tests und anschlieBender Korrektur fiir multiples Testen
identifiziert. Fiir Zwei-Gruppenvergleiche wurde ein zweiseitiger t-Test mit dem ,compa-
rative marker selection modul“ der Software GenePattern 3.1.1 [Gould et al., 2006; Reich
et al., 2006], fur Drei-Gruppenvergleiche eine ,analysis of variance (ANOVA) mit Hilfe
des im Internet verfigbaren ,array analysis tool“ [Sharov et al., 2005] durchgefithrt. Als
eine ANOVA-Anpassung fiir multiples Testen wurde die Varianz der Expressionswerte fiir
jedes Sondenset in Form eines gewichteten Mittels aus der Varianz dieses Sondensets und
der mittleren Varianz aller Sondensets mit dhnlicher Signalintensitét berechnet (Bayessches
Netzwerk) [Cui & Churchill, 2003,Baldi & Long, 2001]. Im Falle eines signifikanten Unter-
schieds der Expressionswerte zwischen den drei verglichenen Gruppen wurden mit einem
Tukey-HSD (,honestly significant difference®)-PostHoc-Test (SPSS 16.0) und anschliefien-
der Korrektur fir multiples Testen (Excel-Macro) [Horgan, 2010] die Gruppen identifiziert,
zwischen denen dieser Unterschied bestand.

Anhand der Teststatistiken t und F von t-Test bzw. ANOVA wurde die zugehorige Irr-
tumswahrscheinlichkeit p, ein falsch positives Ergebnis zu erhalten, anhand einer Permutati-
onsanalyse empirisch abgeschatzt. Im Falle des t-Tests wurde, wenn nicht anders angegeben,
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die maximale Anzahl an Permutationen r = ("1:1"2) — 1 (fur nl1 # n2; nl, n2 ... Probenzahl
der Gruppe 1 bzw. 2), max. aber 10.000 Permutationen, durchgefiihrt, bei der ANOVA 500

Permutationen.

Die erhaltenen Irrtumswahrscheinlichkeiten p wurden mittels der sog. ,false discovery ra-
te“ (FDR) nach Benjamini & Hochberg fiir multiples Testen korrigiert [Dudoit et al., 2002;
Benjamini et al., 2001 & 1995]. Diese schétzt die Anzahl falsch positiver unter allen po-
sitiven Ergebnissen und skaliert die Irrtumswahrscheinlichkeiten p entsprechend nach oben
(q-Werte). Ein Gen galt dann als statistisch signifikant unterschiedlich exprimiert, wenn min-
destens ein dieses Gen représentierendes Sondenset einen g-Wert < 0,050 (t-Test, ANOVA)
bzw. < 0,100 (Tukey-HSD-PostHoc-Test) lieferte.

Im Ergebnisteil ist stets die Anzahl der differenziell exprimierten Gene sowie die Zahl
der zugehorigen Sondensets in Klammern gezeigt. Die Anzahl der Sondensets umfasst alle
Sondensets, deren Expressionswerte den Kriterien einer differenziellen Expression geniigten.
Dazu gehoren auch Sondensets fiir ,,expressed sequence tags® oder gegebenenfalls mehrere
Sondensets, die ein und dasselbe Gen detektieren. Die Anzahl der Gene umfasst die zugeho-
rigen annotierten Gene und enthélt keinerlei Dopplungen. Die im Ergebnisteil angegebenen
positiven bzw. negativen n-fachen Anderungen in Gruppe A vs. Gruppe B reprisentieren

den Faktor, um den ein Gen in Gruppe A hoher bzw. geringer exprimiert ist als in Gruppe
B.

Hierarchisches Clustern von Proben

Beim hierarchischen Clustern wurden die Proben hinsichtlich ihrer Ahnlichkeit in Form eines
Dendrogramms angeordnet (Genesis 1.7.5) [Sturn et al., 2002]. Vor dem Clustern wurden die
Expressionswerte jedes Sondensets mittelwertzentriert und auf eine Standardabweichung = 1
skaliert. Anschlieend wurden fiir jede Probe die Expressionswerte aller in die Clusteranalyse
einbezogenen Sondensets m zu einem Vektor kombiniert und zur Abschitzung der Ahnlich-
keit zweier Proben der Pearson-Korrelationskoeffizient der entsprechenden Vektoren berech-
net. Die Baumstruktur wurde mittels eines iterativen Verfahrens erstellt, in welchem die
einzelnen Objekte durch paarweisen Vergleich nach und nach zu Clustern zusammengefiigt
wurden. Als Abstand zwischen zwei Clustern wurde der Mittelwert der Korrelationskoef-
fizienten aller Kombinationen aus jeweils zwei Objekten der Cluster angesehen (,average
linkage clustering®) [Sturn, 2000].

Die grafische Darstellung der Clusterstruktur erfolgte basierend auf der Genexpressions-
matrix (,,heat map®). Jede Zeile dieser Matrix reprasentiert jeweils ein Sondenset, jede Spalte
eine Probe. Die Expressionswerte jedes Sondensets wurden auf seinen Mittelwert iiber alle
Proben normiert (schwarz dargestellt). Rote Felder bedeuten Expressionswerte hoher, griine
Felder Expressionswerte geringer als der Mittelwert. Je starker die Farbsattigung, desto mehr
weicht der jeweilige Expressionswert vom Mittelwert ab. Je ndher zwei Proben in der Baum-
struktur beieinander liegen und je kiirzer die sie verbindenden Aste sind, desto dhnlicher
sind sie sich [Parmigiani et al., 2003].
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Clustern von Genen

Um Gene mit einem ahnlichen Expressionsverlauf iiber verschiedene Proben zu identifizie-
ren, wurden die Expressionswerte der sie reprasentierenden Sondensets mittels ,k-means
clustering® in einzelne Gruppen unterteilt. Vor dem Clustern wurden die Expressionsda-
ten jedes Sondensets mittelwertzentriert und auf eine Standardabweichung = 1 skaliert. Die
betrachteten Sondensets wurden dann in einem iterativen Vefahren (50 Iterationsschritte)
einer definieren Clusterzahl zugeordnet. Jedes Sondenset wurde dabei dem Cluster zuge-
ordnet, dessen mittlerer Expressionswert iiber alle im Cluster enthaltenen Proben seinem
Expressionswert am néichsten lag (Abstandsmafl: Euklidischer Abstand).

Identifikation iiberrepriasentierter biologischer Prozesse

Die sog. Genontologie ordnet humanen Genen Kategorien beziiglich der Funktion ihrer Pro-
teine (“molecular function“), deren zellularer Lokalisation (,cellular component“) und den
biologischen Prozessen (,,biological process*), an denen sie beteiligt sind, zu [Ashburner et al.,
2000].

Basierend auf dieser Terminologie wurden in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe des ,,func-
tional annotation tool* des im Internet zugénglichen Annotationsprogramms DAVID (,,data-
base of annotation, visualization and integrated discovery“; Stand April 2010) [Huang et al.,
2007] biologische Prozesse identifiziert, die in einer Liste von differenziell exprimierten Genen
iiberreprasentiert waren. Dabei wurde jeweils die Liste der Sondensets, die diese differenziell
exprimierten Gene reprasentieren, mit der Liste aller Sondensets des HG-U133 Plus 2.0-
,Microarrays® hinsichtlich der ihnen zugeordneten biologischen Prozesse verglichen. Auf
Grundlage eines modifizierten Fisher-Tests (,EASE score“) wurde gepriift, welche biolo-
gischen Prozesse in der Liste der differenziell exprimierten Gene haufiger vorkommen als
es zu erwarten wéare [Hosack et al., 2003]. Der erhaltene p-Wert wurde anschlieBend durch
Schatzung der FDR fiir multiples Testen korrigiert [Benjamini & Hochberg, 1995]. Alle bio-
logischen Prozesse mit q < 0,050 wurden als iiberreprasentiert in der Liste der differenziell
exprimierten Gene angesehen.

Identifikation der Top-50-Kandidatengene

Die Sondensets, die zwei Gruppen A und B am besten voneinander differenzieren, wurden
mit Hilfe des Signal-zu-Rauschen-Verhéltnisses S2N = (ua — pp)/(ca + op) berechnet,
wobei 14 p bzw. 04 p den Mittelwert bzw. die Standardabweichung der Expressionswerte
des jeweils betrachteten Sondensets in Gruppe A bzw. B darstellen (GeneCluster 2.1.7)
[Reich et al., 2004]. Die Gene, die von den 50 Sondensets mit dem hochsten S2N-Verhéltnis
reprasentiert werden, wurden als Top-50-Gene definiert.

Erstellung von Vorhersagemodellen

Die Erstellung und Validierung von Vorhersagemodellen erfolgte mit einem , k-nearest neigh-
bouring® (KNN)- oder einem ,weighted voting* (WV)-Algorithmus in dem Programm Gene-
Cluster (Version 2.1.7) [Reich et al., 2004]. Die Proben werden dabei als Vektoren im n-
dimensionalen Raum betrachtet, wobei n der Zahl der im Modell enthaltenen Gene ent-
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spricht. Beim KNN wird der Vektor der zu klassifizierenden Probe mit denen der Proben
bekannter Gruppenzugehorigkeit verglichen. Die zu klassifizierende Probe wird der Gruppe
zugeordnet, die die Mehrzahl ihrer drei néchsten Nachbarn (k = 3; Abstandsmaf: Kosinus)
stellt [Reich et al., 2004]. Beim WV wird jedem im Modell enthaltenen Gen der zu klassifizie-
renden Probe ein gewichteter Wert zugeordnet. Dieser gibt an, wie weit der Expressionswert
des jeweiligen Gens von dem Mittelwert aller Proben der betrachteten Gruppe abweicht. Fiir
jede mogliche Gruppenzugehorigkeit werden die gewichteten Werte aller Gene des Modells
summiert. Die Probe wird dann der Gruppe zugeordnet, fiir die diese Summe maximal ist
[Golub et al., 1999].

Mittels KNN oder WV wurde zunéchst eine Kombination von Sondensets identifiziert,
die eine korrekte ,leave one out“-Kreuzvalidierung der Proben des initialen Probenkollektivs
zulie. Die Giite dieses Modells wurde mit einem Fisher-Test gepriift. Im Falle einer richtigen
Kreuzvalidierung wurden die entsprechenden Sondensets genutzt, um ein Vorhersagemodell
basierend auf dem verwendeten Algorithmus zu erstellen. Mit dessen Hilfe wurden dann
unabhéngige Proben anhand der Expressionswerte der ausgewahlten Sondensets in eine pas-
sende Gruppe eingeordnet.

3.4 Quantitative Polymerasekettenreaktion

3.4.1 Expressionsmessung mittels ,,TagMan Low Density Arrays

Um die differenzielle Expression moglichst vieler Gene mittels qPCR zu priifen, wurden
TLDASs verwendet. Dabei handelt es sich um ein Kartenformat mit 384 kleinen Reaktionsrau-
men, die jeweils genspezifische ,, TagMan Gene Expression Assays“ enthalten. Die Beschich-
tung der verwendeten kundenspezifischen Karten ist in Abb. 3.2 schematisch dargestellt. Die
Messungen erfolgten am 7900HT Fast Real-Time PCR System am Fraunhofer-Institut fiir
Zelltherapie und Immunologie in Leipzig.

Die RNA der zu messenden Proben wurde mittels ,,RNeasy Mini Kit* isoliert und je 500 ng
der Total-RNA mittels ,,SuperScript II Reverse Transcriptase“ in ¢cDNA umgeschrieben.
Zu jeder cDNA-Probe (19,0 pl) wurden direkt vor der Messung 50 ul , TagMan Universal
PCR Master Mix“ gegeben und der Reaktionsansatz mit A. dest. auf 100 ul aufgefiillt. In
jeden der acht Eingénge einer Karte wurde der gesamte Reaktionsansatz jeweils einer Probe
eingefiillt. Dann wurde die Karte zentrifugiert (757 x g, 2x 1 min) und anschlieffend mit dem
»TLDA Sealer* verschlossen. Die leeren Probenreservoire wurden entfernt. Die Messung der
Karten erfolgte im ,relative quantification“~-Modus der SDS-Software (Version 2.3) mit dem
in Tab. 3.13 angegebenen Temperaturprogramm, welches von der Firma entsprechend der
kundenspezifischen Belegung der TLDAs vorgeschlagen wurde.

Tab. 3.13: Sequenzspezifisches Temperaturprogramm zur Messung der ,,TagMan Low
Density Arrays“

Schritt Temperaturprogramm Zyklenzahl

50,0 °C, 2 min, Heizrate 100 % 1

initiale Denaturierun,
& 94,5 °C, 10 min, Heizrate 100 % 1

97,0 °C, 30 s, Heizrate 50 %
Amplifikation > e%zra ¢ ’ 40
59,7 °C, 30 s, Heizrate 100 %
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Probe 1
PARM1 PARM1
EDNRB EDNRB
EMCN EMCN
LDB2 LDB2
PECAM1 PECAM1
RGS5 RGS5
SYNPO2 SYNPO2
\ LA 2 B A A & 4 TIMP3 TIMP3
! = TSPAN7 TSPAN7
BIRC5 BIRC5
GAPDH GAPDH
DARC DARC
DKK3 DKK3
IL13RA2 IL13RA2
IGFBP5 IGFBP5
SAA1/SAA2 SAA1/SAA2
FABP7 FABP7
CENPV CENPV
S e S S CAPN6 CAPNG6
. eveveveve NMU NMU
speesesesesense UCHL1 UCHL1
K CA4 CA4
PPIA PPIA
TBP TBP

Abb. 3.2: Kundenspezifische Belegung der ,,TagMan Low Density Arrays‘ Links ist
eine Karte mit 384 Reaktionsrdumen dargestellt [Applied Biosystems, 2009]. In der vorliegenden
Arbeit wurde pro Karte die Expression von 24 Genen in Doppelbestimmung in acht Proben
gemessen. Die vergréflerte Darstellung zeigt die entsprechende Belegung der Reaktionsréume
mit den genspezifischen Primern und Sonden (Gensymbole angegeben) am Beispiel der ersten
Probe. Die Belegung fiir die anderen sieben Proben entspricht diesem Schema. GAPDH wurde
als firmeninterne Kontrolle mitgefiihrt.

Neben dem zur Matrizen-DNA proportionalen FAM-Fluoreszenzsignal war in jedem Reak-
tionsansatz eine konstante Konzentration des passiven Referenzfarbstoffs ROX (5-Carboxy-
rhodamin) enthalten. Die Messung der Fluoreszenzsignale erfolgte kontinuierlich im Wel-
lenlangenbereich 500 — 660 nm. Mittels eines automatisierten Rechenalgorithmus der SDS-
Software wurden die erhaltenen Signale anschlieBend den verschiedenen Fluoreszenzfarbstof-
fen zugeordnet. Fiir jeden Messpunkt wurde der Quotient aus dem jeweiligen FAM- und
ROX-Signal gebildet, um ortsabhangige Messfehler des Fluoreszenzsignals in den verschie-
denen Reaktionskammern und TLDAS zu korrigieren. Dieses normierte Reportersignal wurde
fir die Ermittlung der Basislinie und des Schwellenwerts (,,threshold cycle®; CT-Wert) her-
angezogen. Der CT-Wert entspricht dem PCR-Zyklus, in welchem sich das gemessene Signal
erstmals vom Hintergrund abhebt und ist abhéngig von der Ausgangsmenge der Matrizen-
DNA [Miilhardt, 2002].
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Die Basislinie wurde manuell in einen Zyklenbereich gelegt, in welchem noch kein Signal
messbar war. Der CT-Wert wurde ebenfalls manuell anhand einer logarithmischen Skalen-
einteilung so gewahlt, dass er im exponentiellen Bereich der Amplifikationskurven des jewei-
ligen Gens lag. Basislinie und CT-Wert wurden fiir jedes Gen extra festgelegt und fiir ein
und dasselbe Gen in allen TLDAs konstant gehalten. Fiir die weiteren Berechnungen wurden
die CT-Werte der Doppelbestimmungen jeweils gemittelt.

3.4.2 Expressionsmessung am LightCycler 480

Die Quantifizierung der Expression ausgewahlter Gene erfolgte mittels genspezifischer ,, Taqg-
Man Gene Expression Assays“ am LightCycler 480 in 96-Kavitidten-Platten. Die RNA der
zu messenden Proben wurde mittels ,Invisorb Spin Tissue RNA Mini Kit* isoliert und je
100 — 500 ng der Total-RNA mittels ,SuperScript II Reverse Transcriptase“ in cDNA um-
geschrieben. Das Pipettierschema der qPCR ist in Tab. 3.14 A angegeben. Unter Kiihlung
der 96-Kavitaten-Platte wurden zunéchst 18 pul Mastermix in jede Kavitat pipettiert, an-
schliefend je 2 ul 1:5 verdinnte cDNA oder A. dest (Negativkontrolle). Die Platten wurden
mit einer Folie verschlossen und 2 min bei 2.000 x g zentrifugiert. Anschlieend erfolgte die
gPCR mit dem in Tab. 3.14 B angegebenen Temperaturprogramm.

Tab. 3.14: (A) Pipettierschema und (B) Temperaturprogramm fiir die quantitative
PCR am LightCycler 480 unter Verwendung von ,,TagMan Gene Expression Assays*

A Reagenz Volumen

»TagMan Gene Expression Mastermix“ (2x) 10,0 ul

»TagMan Gene Expression Assay* (20x) 1,0 pl
A. dest. 7,0 pl
Gesamtvolumen 18,0 ul — mischen
— in Reaktionsgefafl geben
cDNA (1:5) 2,0 pl — zum Mastermix geben
Gesamtvolumen 20,0 pl
B Schritt Temperaturprogramm Zyklenzahl
initiale Denaturierung 95 °C, 10 min, Heizrate 4,4 °C/s 1
. . 95 °C, 15 s, Heizrate 4,4 °C/s
Amplifikation 60 °C, 60 s, Heizrate 2,2 °C/s
Kiihlen 40 °C, 60 s, 1,5 °C/s 1

Die Expression aller Targetgene und des Referenzgens PPIA einer Probe wurden als Fin-
fachbestimmung auf ein und derselben Platte gemessen. Eine zweite Bestimmung erfolgte
in entsprechender Weise auf einer unabhéangigen Platte. In jedem qPCR-Lauf wurde die 1:5
verdinnte cDNA einer Zelllinie als Positivkontrolle sowie A. dest. als Negativkontrolle mit-
gefithrt. In Abhéngigkeit vom zu detektierenden Gen dienten die humane kzNZK-Zelllinie
A498 (DKK3, PPIA), die Zelllinie DU-145 aus der Hirnmetastase eines Prostatakarzinoms
(TIMP3), primare Vorhautfibroblasten (Kinderklinik UKD; CA4) oder Nabelschnurendo-
thelzellen (HUVEC; EDNRB, PECAM]1) als Positivkontrolle.

36



MATERIAL UND METHODEN

Die Messung des Fluoreszenzsignals (FAM) erfolgte im Wellenldngenbereich 483 — 533 nm.
Die Auswertung der Messungen erfolgte im ,absolut quantification“-Modus der
LightCycler 480 Software (Version 1.5). Die CT-Werte wurden automatisch anhand des ,,se-
cond derivate maximum®-Algorithmus berechnet. Fiir die weiteren Berechnungen wurden die
CT-Werte der Doppelbestimmung gemittelt. War die mittlere Abweichung dieser CT-Werte
> 0,25, wurde eine dritte Messung durchgefithrt und anschlieBend der Mittelwert aus allen
drei Messungen fiir die weitere Auswertung verwendet.

3.4.3 Relative Quantifizierung mittels AACT-Methode

Die Auswertung der Messergebnisse der qPCR erfolgte relativ mittels der AACT-Methode
[Livak & Schmittgen, 2001]. Hierbei wurde die Expression des jeweiligen Targetgens zunéchst
auf die des Referenzgens PPIA normiert. Mit Gl. 3.3 wird die n-fache normierte Expressi-
on des Targetgens in einer Probe im Vergleich zu einer Referenzprobe berechnet. Fiir alle
,TagMan Gene Expression Assays“ wird vom Hersteller eine 100 %ige Effizienz der PCR fur
Target- und Referenzgen garantiert. Verwendet man zudem fiir alle zu vergleichenden Proben
ein und dieselbe Referenzprobe oder nimmt man eine Referenzprobe mit AACT = 0 an, so
berechnet sich der Expressionswert jeder Probe nach Gl. 3.4. Diese vereinfachte Berechnung
wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet.

Xp (14 E)8T

= L = (1+E)ARCT 3.3
Xp = 274¢Tr (3.4)
Xp,Xc ... normierter Expressionswert des betrachteten Targetgens in der Probe
P bzw. der Referenzprobe C
E ... mittlere Effizienz der PCR von Target- und Referenzgen
ACTp, ACTe ... CT-Differenz zwischen Target- und Referenzgen fiir die Probe P bzw.
Referenzprobe C; ACT = CTrargetgen - CTReferenzgen

AACT ... -(ACTp - ACTE)

3.5 Immunhistochemische Farbungen

3.5.1 Probenmaterial

Die Validierung der ,Microarray“-Ergebnisse mittels Immunhistochemie erfolgte an , tissue
microarrays” (TMAs), die im Rahmen einer medizinischen Doktorarbeit (K. Kalman) im
Labor der Klinik fiir Urologie erstellt wurden. Ein TMA ist ein Paraffinblock, der klei-
ne Stanzzylinder von vielen verschiedenen FFPE-Geweben enthélt. In Abhéngigkeit vom
Durchmesser der Stanzen kénnen mehrere hundert solcher Stanzzylinder auf einem TMA
vereint werden. An Diinnschnitten dieser TMAs kann somit mit geringem Zeit- und Mate-
rialaufwand eine grole Zahl an Gewebeproben immunhistochemisch gefarbt werden.
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Das Probenkollektiv umfasste neun TMAs mit Gewebeproben von 146 Patienten, die im
Zeitraum von 1993 bis 2006 archiviert worden waren. Darunter waren 133 NZK verschiedener
Histologien (123 klarzellig, 10 papillar) und deren autologe nichtmaligne Nierengewebe, die
aus der tumortragenden Niere gewonnen wurden. Von den 99 metastasierten primaren NZK
wurden auflerdem 219 autologe Lokalrezidive bzw. Metastasen verschiedener Lokalisationen
(Lymphknoten, Lunge, Knochen, Gehirn, Niere, Pankreas, Schilddriise, Leber, Nebenniere,
andere) einbezogen. Weiterhin waren in diesem Kollektiv 13 benigne Nierenlésionen (Onko-
zytome) enthalten. Pro Gewebeprobe wurden, je nach Verfiigbarkeit, 1 — 4 Stanzen (Durch-
messer 0,6 mm; Fliche 0,283 mm?) angefertigt. Alle Proben eines Patienten waren jeweils
auf ein und demselben TMA angeordnet.

Mit Hilfe eines Schlittenmikrotoms wurden 2 pm dicke Schnitte der TMAs angefertigt
und auf silanisierte OT aufgezogen, die dann fiir die immunhistochemischen Farbungen her-
angezogen wurden. Auflerdem wurde von einem erfahrenen Pathologen die Histologie der
Gewebestanzen an reprasentativen, mit Hamalaun und Eosin gefarbten Schnitten gesichert.

3.5.2 Immunhistochemische PECAMI1-Farbung — Beurteilung
der Mikrogefafidichte

PECAMI1-Farbeprotokoll

Die immunhistochemische Farbung von PECAM1 — besser bekannt als CD31 — dient der
Beurteilung der Mikrogefafdichte (MVD) des untersuchten Préparats. Die Farbung erfolgte
im Institut fir Pathologie des Universitatsklinikums Dresden. Die Diinnschnitte der TMAs
wurden zur Entparaffinierung und Demaskierung mit Kochpuffer (pH = 6,0) 20 min in einem
Dampfgarer gekocht und dann 5 min in TBS-Puffer (Fa. Medac) gewaschen.

Die Immunreaktion und Detektion erfolgte bei RT mit dem ,,UltraVision LP Detection Sys-
tem HRP Polymer & DAB Plus Chromogen“-Kit in einem Farbeautomaten. Zunéachst wur-
de die endogene Peroxidaseaktivitéat geblockt (,,Hydrogen Peroxide Block“-Lésung, 10 min),
dann wurden die OT 30 min mit dem Anti-CD31-Antikérper (1:3.000 in Probenverdiinnungs-
puffer) und 10 min mit ,Primary Antibody Enhancer® inkubiert. Nach einer 15-mintitigen
Inkubation mit HRP-Polymerlésung wurden die OT 8 min mit verdiinnter Diaminobenzidin
(DAB)-Losung (40 pul DAB Plus-Chromogen in 2 ml DAB Plus-Substratpuffer) inkubiert.
Zwischen allen Schritten wurden die OT mit TBS-Puffer gespiilt. Danach erfolgte die Ge-
genfarbung der Zellkerne durch eine dreiffigsekiindige Inkubation in saurem Hamatoxylin
und anschlieBendem fiinfmintitigen Blauen in lauwarmem Leitungswasser. Dann erfolgte ei-
ne Entwéisserung der TMA-Schnitte (je 1 min 50 %iger, 80 %iger und 96 %iger Ethanol,
2 min absoluter Ethanol, 3 min Xylol, 5 min Xylol) und die Permanenteindeckung in einem
Folieneindeckautomaten.

Beurteilung der PECAMI1-Farbung

Zur Beurteilung der Farbung einer Stanze wurde jeweils die gesamte Stanze in einer 100-
fachen Vergroflerung betrachtet. Es wurden alle Gefaanschnitte des vitalen Tumorgewebes
bzw. des nichtmalignen Gewebes pro Stanze gezahlt, unabhéngig von ihrer Féarbeintensitat.
Jeder unabhéngige Endothelzellverband wurde als Gefaf§ gezdhlt, auch wenn er kein voll-

38



MATERIAL UND METHODEN

standiges Lumen enthielt. Sobald zwischen zwei Geféafllumina eine Briicke bestand, wurden
sie als ein Gefafl gewertet. In die Auswertung wurden alle auswertbaren Stanzen, minimal
jedoch zwei Stanzen, einbezogen (2 — 4 Stanzen/Probe). Eine Stanze war auswertbar, wenn
sie zu mindestens 30 % aus zusammenhéangendem vitalen Tumurgewebe bzw. nichtmalignem
Gewebe bestand. Die Gefafizahl dieser Stanzen wurde, falls nur ein Teil der Stanze auswert-
bar war, jeweils auf 100 % der Stanze skaliert und anschliefiend iiber alle Stanzen gemittelt.
Die MVD ergab sich durch Teilung der mittleren Gefédfizahl durch die Flache der Stanze
(0,283 mm?).

3.5.3 Immunhistochemische TSPAN7-Farbung
TSPANT7-Farbeprotokoll

Die Diinnschnitte der TMAs wurden zunéchst in einer absteigenden Alkoholreihe deparaf-
finiert: 30 min Xylol, 15 min Xylol, 5 min Isopropanol, 5 min Isopropanol, 5 min 96 %iger
Ethanol, 5 min 80 %iger Ethanol, 5 min 50 %iger Ethanol und 5 min A. dest. Danach er-
folgte eine zehnminiitige Demaskierung mittels 0,01 M Citratpuffer (pH = 6,0) bei 121 °C
im Autoklaven. Dann wurden die Diinnschnitte innerhalb von 30 min bei RT abgekiihlt.
Durch zehnminiitige Inkubation in 0,05 M, 0,3 % H,O, enthaltenden TBS-Puffer erfolgte
eine Umpufferung und Blockierung der endogenen Peroxidaseaktivitiat des Gewebes. Dann
wurden die Schnitte zweimal je 5 min mit TBS-Puffer gewaschen. Fiir die Immunreakti-
on wurde der ,Vectastain Universal Elite ABC Kit“ verwendet. Fiir alle folgenden Schritte
wurden je 200 pl Losung pro OT verwendet, die OT wéahrend der Inkubation mit einem
Deckglaschen abgedeckt und in einer feuchten Kammer gelagert. Zunachst wurden die TMA-
Schnitte 45 min mit ,,Blocking serum® (1:100 in TBS-Puffer) blockiert und anschlieffend mit
dem Anti-TSPANT7-Antikorper (1:120 in 1:100-verdiinntem ,Blocking serum®) iiber Nacht
bei 4 °C inkubiert. Die Schnitte wurden viermal je 3 min in TBS-Puffer gewaschen und
anschliefend 45 min bei RT mit dem ,EnVision Dual Link System-HRP“ inkubiert. Nach
viermaligem Waschen in TBS-Puffer wurden die OT lichtgeschiitzt und unter mikroskopi-
scher Kontrolle 7 — 10 min mit verdiinnter DAB-Losung (20 pul DAB Plus-Chromogen in
1 ml Substratpuffer) inkubiert. Dann wurden die OT viermal je 3 min in Leitungswasser
und einmal 5 min in A. dest. gewaschen. Die Zellkerne wurden 30 s mit frisch filtriertem
Mayers Hamalaun gefarbt, anschlieend dreimal in Leitungswasser gespiilt und dann 5 —
10 min in Leitungswasser geblaut. Danach erfolgte eine Entwésserung der TMA-Schnitte (je
1 min 50 %iger, 80 %iger und 96 %iger Ethanol, 2 min absoluter Ethanol, 3 min Xylol, 5 min
Xylol) und die Permanenteindeckung mit Entellan.

Beurteilung der TSPANT7-Fiarbung

Zur Beurteilung der Farbung einer Stanze wurde jeweils die gesamte Stanze in einer 100-
fachen Vergroferung betrachtet. Im Tumorgewebe wurde die Farbung von Tumorzellen, im
nichtmalignen Gewebe die von Tubuli- und Glomerulizellen beurteilt. Dabei wurde fiir die
einzelnen Zelltypen die zellulare TSPANT7-Lokalisation notiert und fiir jede beobachtete Lo-
kalisation sowohl die Farbeintensitdt (0 = negativ, 1 = sehr schwach, 2 = schwach, 3 =
moderat, 4 = stark) als auch der Anteil TSPANT7-positiver Zellen abgeschétzt. Dartiber hin-
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aus wurden, analog zur Auswertung der PECAMI1-Farbung, die TSPANT7-positiven Gefafle
gezahlt. In die Auswertung wurden jeweils zwei auswertbare Stanzen (vgl. PECAM1) ein-
bezogen. War nur eine Stanze mit 30 % zusammenhiangendem vitalen Tumorgewebe bzw.
nichtmalignem Gewebe vorhanden, wurde in dieser Probe trotzdem die Farbung der Tu-
morzellen beurteilt, da diese in den verschiedenen Stanzen nahezu identisch war. Fiir eine
Auswertung der Gefafizahl wurden jedoch zwei auswertbare Stanzen vorausgesetzt. Die Er-
gebnisse dieser Stanzen wurden, falls nur ein Teil der Stanze auswertbar war, jeweils auf
100 % der Stanze skaliert und anschlieflend tiber beide Stanzen gemittelt.

3.6 Statistik

Alle im Folgenden beschriebenen statistischen Analysen wurden, wenn nicht anders ange-
geben, mit der Software PASW Statistics (Version 18.0.0) vorgenommen. Die in dieser US-
amerikanischen Software erstellten Grafiken enthalten Punkte als Dezimaltrennzeichen. Irr-
tumswahrscheinlichkeiten p < 0,050 wurden als statistisch signifikant angesehen, p < 0,010
als sehr signifikant und p < 0,001 als hochst signifikant. Eine Irrtumswahrscheinlichkeit
p < 0,100 wurde als statistischer Trend betrachtet.

3.6.1 Test auf Normalverteilung, Gruppenvergleiche und
Korrelationen

Test auf Normalverteilung

Mit Hilfe des Kolmogorov-Smirnov-Tests (n > 50; Ein-Stichprobentest) bzw. des Shapiro-
Wilks-Tests (n < 50) wurde gepriift, ob die zu analysierenden Daten einer Normalverteilung
entstammen. Ergab der Test einen p-Wert < 0,050, wurde von einer Nicht-Normalverteilung
ausgegangen. Fiir die folgenden Analysen wurden dann nicht-parametrische statistische Tests
verwendet. Fiir alle mittels gPCR und Immunhistochemie erhobenen Daten war dies der Fall,
so dass fiir deren statistische Auswertung ausschliefllich nicht-parametrische Tests herange-
zogen wurden.

Gruppenvergleiche

Fiir den Vergleich der Mediane gepaarter bzw. ungepaarter Proben zweier Gruppen wurde
der Wilcoxon- bzw. der (Mann-Whitney)-U-Test verwendet. Waren die Messwerte in einem
Zwei-Gruppenvergleich nicht metrisch sondern kategorial, wurde der Kolmogorov-Smirnov-
Test (Zwei-Stichprobentest) anstatt des U-Tests verwendet.

Fiir Drei-Gruppenvergleiche wurde der (Kruskal-Wallis)-H-Test herangezogen. Da fiir nicht

parametrische Tests keine PostHoc-Tests existieren, wurden im Fall eines signifikanten Er-
gebnisses des Kruskal-Wallis-Tests (p < 0,050) U-Tests fiir die einzelnen Gruppenvergleiche
eingesetzt [Kohler et al., 1995].

Die Darstellung von Messwerten einzelner Gruppen erfolgte mit Hilfe von Boxplots. Die-
se zeigen jeweils den Median (waagerechter Strich) der Gruppe, die Werte zwischen dem
ersten und dritten Quartil (Kasten) sowie den kleinsten und groBten nicht-extremen Wert
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(senkrechte Striche). Weiterhin werden Werte, die mehr als 1,5 Kastenlangen auerhalb des
Kastens liegen (Ausreifier; Kreis) und Werte, die mehr als drei Kastenlangen auflerhalb liegen
(Extremwerte; Stern) dargestellt.

Korrelationen

Mittels des Rangkorrelationskoeffizienten nach Spearman p wurde gepriift, wie gut eine belie-
bige monotone Funktion den Zusammenhang zwischen zwei Variablen beschreibt. Fiir p = 0
besteht keine Korrelation zwischen den untersuchten Parametern, fir 0 < p < 0,2 eine sehr
schwache, fiir 0,2 < p < 0,5 eine schwache, fiir 0,5 < p < 0,7 eine mittlere, fiir 0,7 < p < 0,9
eine starke und fir p > 0,9 eine sehr starke Korrelation. Fiir p < 0,050 wurde p als statistisch
signifikant von Null verschieden angesehen.

3.6.2 Uberlebensanalysen

Mit Hilfe von Uberlebensanalysen wurde untersucht, ob klinische oder molekulare Parameter
bzw. ihre Kombination mit der Uberlebenszeit der Patienten assoziiert sind. Als Uberlebens-
zeiten wurden dabei die Zeitraume von der Nephrektomie bis zur Diagnose von Metastasen
oder eines Lokalrezidivs (DFS), bis zum NZK-bedingten Tod des Patienten (TSS) bzw.
bis zum Tod des Patienten unabhéngig von der Todesursache (OS) untersucht. Als End-
punkt/Ereignis fiir diese Uberlebenszeiten wurde ein Rezidiv (Metastase/Lokalrezidiv; DFS),
der NZK-bedingte Tod (TSS) bzw. der Tod des Patienten (OS) angesehen. Fir die DFS-
Analysen wurden Patienten mit initialen Fernmetastasen (M1) oder unbekanntem initialen
Metastasierungszustand (Mx) aus der Analyse ausgeschlossen. In jede der unten beschriebe-
nen Uberlebensanalysen konnen Falle einbezogen werden, fiir die der Endpunkt der Analyse
noch nicht erreicht, aber eine definierte Nachbeobachtungszeit ohne Eintritt des Ereignisses
sicher verfiighar ist (zensierte Falle).

Kaplan-Meier- Analysen und Sterbetafeln

Zur Veranschaulichung der Uberlebensverteilung in verschiedenen Patientengruppen wurden
Kaplan-Meier-Kurven verwendet. Die Patienten wurden dabei z. B. anhand der Expressions-
hohe eines Gens in distinkte Gruppen unterteilt. Jede Kaplan-Meier-Kurve zeigt den Anteil
der Patienten, die noch kein Ereignis erlitten, in Abhéngigkeit vom Beobachtungszeitraum.
Fiir jedes eingetretene Ereignis erscheint eine Stufe nach unten in der Kurve, fiir jeden zen-
sierten Fall ein senkrechter Strich. Je steiler die Uberlebenskurve verliuft, desto kiirzer ist
die Uberlebenszeit der Patienten der entsprechenden Gruppe [Altman, 1999]. Ob ein Un-
terschied beziiglich der Lebenserwartung der Patienten der verschiedenen Gruppen bestand,
wurde mit dem (Mantel-Cox)-Log-Rank-Test (2 Gruppen) bzw. dem Log-Rank-Trendtest
(> 2 Gruppen) untersucht [Altman, 1999].

Gegebenenfalls wurde mit Hilfe eines exakten Fisher-Tests gepriift, ob sich die Anzahl
der eingetretenen Ereignisse in den einzelnen Gruppen signifikant unterscheidet (R 2.10.1)
[Venables & Smith, 2010].

Die 5- und 10-Jahresiiberlebensraten wurden Sterbetafeln als kumulierter Anteil der iiber-
lebenden Individuen zum Zeitpunkt 60 bzw. 120 Monate entnommen.
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Regressionsanalyse nach Cox

Das Ausmafl des Einflusses bestimmter Variablen (Kovariaten) auf DFS, TSS bzw. OS wur-
de mit Hilfe der Regressionsanalyse nach Cox (proportionale Hazard-Regressionsanalyse)
geschétzt. Wurde nur eine Kovariate untersucht (univariates Modell), so ergab die Analyse
die ,hazard ratio® (HR) fur diese Kovariate. Der Hazard ist die Wahrscheinlichkeit pro Zeit-
einheit, dass eine Person innerhalb eines kleinen Zeitintervalls ein Ereignis erfahrt, wenn sie
bis zum Beginn dieses Zeitintervalls iiberlebt hat. Die HR zweier verglichener Gruppen gibt
also das Verhéltnis der Risiken, ein Ereignis zu erreichen, in Gruppe 1 vs. Gruppe 2 an (unter
der Annahme einer tiber die Zeit konstanten HR). Bei kontinuierlichen Variablen gibt die
HR die Erhohung bzw. Verringerung dieses Risikos an, wenn die betrachtete Kovariate in der
angegebenen Mafleinheit um eine Einheit steigt (z. B. Tumorgrofie 4 vs. 5 cm) [Ziegler et al.,
2007; Altman, 1999]. Wurden in der Cox-Regressionsanalyse mehrere Kovariaten simultan
untersucht (multivariates Modell), so wurden die entsprechenden HRs aufeinander adjus-
tiert. In die multivariaten Analysen wurden nur Kovariaten mit p < 0,100 in der univariaten
Analyse einbezogen. Alle Parameter, die keinen zuséatzlichen Einfluss auf den betrachteten
Uberlebensparameter ausiibten (basierend auf der ,likelihood ratio®; p > 0,050), wurden
schrittweise aus dem Modell entfernt. Das heifit, das Modell enthielt am Ende nur noch
die Kovariaten, die unabhingig voneinander einen Einfluss auf den Uberlebensparameter
auslibten mit ihren zugehorigen, auf die anderen Parameter adjustierten HR.
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4 Ergebnisse

Im Folgenden werden zunéchst die Ergebnisse der ,,Microarray“-Analysen an pulmonalen
Metastasen und anschliefend an Primartumoren des kzNZK dargelegt. Danach wird die Va-
lidierung ausgewahlter Kandidaten mittels qPCR und Immunhistochemie beschrieben. Das
DFS bezeichnet, wenn nicht anders angegeben, die Zeit von der Nephrektomie bis zur Ent-
stehung (Diagnose/Operation) der Metastasen. Die Begriffe ,spate Metastasen“ und , frithe
Metastasen“ bzw. ,spat metastasiert” und ,frith metastasiert” geben ebenfalls den Zeitraum
von der Nephrektomie bis zur Diagnose manifester Metastasen wieder.

4.1 ,,Microarray*“-Analysen

4.1.1 Spat vs. friih entwickelte pulmonale Metastasen

Insgesamt wurden im Rahmen der vorliegenden Arbeit 24 pulmonale kzNZK-Metastasen,
die zwischen Méarz 2003 und August 2006 operativ entfernt worden waren, hinsichtlich ihrer
genomweiten Expression untersucht. Hierbei wurden Unterschiede zwischen unterschiedlich
langen DFS sowie verschiedenen Metastasenzahlen ermittelt. Der Fokus der vorliegenden
Arbeit liegt auf dem erstgenannten Punkt. Die Daten aller 21 initial analysierten Metas-
tasen (vgl. Anhang) wurden in die Hintergrundkorrektur und Normalisierung der Expressi-
onswerte einbezogen und die erhaltenen praprozessierten Daten fiir die Identifizierung der
differenziell exprimierten Gene und die Genontologieanalysen genutzt. Zu einem spateren
Zeitpunkt, zusammen mit den Primirtumoren, wurden drei weitere Metastasen (vgl. An-
hang) zu Validierungszwecken in die Analysen einbezogen. Um die Expressionsdaten der zu
den verschiedenen Zeitpunkten untersuchten Metastasen und Primértumoren vergleichen zu
konnen, wurden die Daten aller Proben gemeinsam hintergrundkorrigiert und normalisiert.
Die dabei erhaltenen Expressionswerte der zuvor ermittelten differenziell exprimierten Ge-
ne wurden dann als Ausgangspunkt zur Erstellung und Validierung der Vorhersagemodelle
verwendet.

Identifikation differenziell exprimierter Gene

Zunachst wurden die Expressionsprofile spat und frith entwickelter kzNZK-Metastasen mit-
einander verglichen. Erstere waren erst lange nach der Entfernung des Primértumors entstan-
den (DFS > 60 Monate); letztere waren bereits initial bzw. sehr frith nach der Nephrektomie
diagnostiziert worden (DFS < 9 Monate; Tab. 4.1). Es wurden zunéchst die Gene identifi-
ziert, deren mittlere Expression sich in den beiden Gruppen um das mindestens 1,8-fache
unterschied. Aus diesen Genen wurden jene ermittelt, die sich zwischen den Gruppen statis-
tisch signifikant in ihrer Expression unterschieden (r = 1000, q < 0,050). Dabei ergaben sich
306 Gene (414 Sondensets), die zwischen spaten und frithen Metastasen differenziell expri-
miert waren. Siebenundzwanzig (9 %) dieser Gene waren in spaten Metastasen herunter- und
279 (91 %) heraufreguliert. Abb. 4.1 veranschaulicht die Expression dieser 306 Gene in den
untersuchten Proben und zeigt, dass die Proben sich anhand der differenziell exprimierten
Gene zwei Clustern zuordnen lassen, die genau der Gruppenzuordnung in spate und frithe
Metastasen entspricht.
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Abb. 4.1: Hierarchisches Clustern spat und friih entstandener pulmonaler Metastasen.
Das Clustern erfolgte anhand der 306 zwischen spéten und frithen Metastasen differenziell expri-
mierten Gene (414 Sondensets). Die Proben sind mit den ,,Microarray“-Bezeichnungen gekenn-
zeichnet, in Klammern ist jeweils das rezidivfreie Uberleben bis zur Entstehung der untersuchten

Metastase in Monaten angegeben.
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Uberreprisentierte biologische Prozesse

Unter den 306 zwischen spaten und frithen Metastasen differenziell exprimierten Genen
waren beispielsweise die Angiogenese, die Zellmigration oder die Zelladhésion tiberreprasen-
tiert (Tab. 4.2).

Tab. 4.2: Uberreprisentierte biologische Prozesse innerhalb der in spiten vs. frithen
Metastasen differenziell exprimierten Gene. Dargestellt sind die Genontologieterme der
relevanten, statistisch signifikant angereicherten biologischen Prozesse, die Anzahl der jeweils
zugehorigen Gene innerhalb der differenziell exprimierten Gene, die n-fache Anreicherung dieses
Prozesses innerhalb der differenziell exprimierten Gene im Vergleich zum gesamten ,,Microarray*
sowie deren statistische Signifikanz q.

Anzahl n-fache

Genontologieterm Gene Anreicherung qg-Wert
yangiogenesis® 18 6,8 < 0,001
,blood vessel development* 24 6,9 < 0,001
»cell adhesion® 37 2,7 < 0,001
,cell fate commitment* 9 5,8 < 0,001
»cell migration 21 4,3 < 0,001
»cell surface receptor linked signal transduction” 52 2,0 < 0,001
,regulation of signal transduction* 28 2.8 < 0,001

Erstellung eines Vorhersagemodells

Sechs der 306 differenziell exprimierten Gene reichten aus, um die elf untersuchten Metas-
tasen in einer Kreuzvalidierung der jeweils richtigen Gruppe zuzuordnen (WV; p = 0,002;
Tab. 4.3). Auflerdem wurde anhand dieser sechs Gene die korrekte Gruppenzugehorigkeit
fir drei von vier weiteren Metastasen vorhergesagt (WV), deren DFS zu dem der initial
verglichenen Gruppen passte (127, 2, 0 bzw. 0 fiir Met25, Met22, NZK21 bzw. NZK20). Die
beiden Metastasen NZK20 und NZK21 wurden nicht zusammen mit dem initialen Kollektiv,
sondern zu einem spéteren Zeitpunkt untersucht. Eine dieser Metastasen (NZK20) wurde der
Gruppe der spiaten Metastasen zugeordnet. Ein anhand aller 306 differenziell exprimierter
Gene erstellter Vorhersagealgorithmus ergab eine identische Gruppenzuordnung der Proben.

Tab. 4.3: 6-Genmodell zur Einordnung der Metastasen mit unterschiedlich langen
Manifestationszeitrdumen. Die dargestellten n-fachen Expressionsdnderungen und Irrtums-
wahrscheinlichkeiten q beziehen sich jeweils auf das genannte Sondenset. (DFS = rezidivfreies
Uberleben)

n-fache Expres-

sionsidnderung .
Gensymbol Sondenset (spéte vs. frithe Metastasen) q-Wert
HSPG2 201655 s at 2.8 0,022
ICAM?2 213620 s at 2,6 0,022
PECAM]1 208982_ at 3,0 0,022
SFTPC 205982_x_ at 17,6 0,022
TPM2 204083 _s_at 2,6 0,049
TSPAN7 202242 at 6,5 0,022
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4.1.2 Nicht vs. spat vs. friih metastasierte primare
Nierenzellkarzinome

Insgesamt wurde die Genexpression von 24 priméaren kzNZK, die zwischen November 1994
und Januar 2003 operativ entfernt worden waren, mittels ,Microarray“-Analysen untersucht
(Tab. 4.4). Bei sieben Patienten wurden in einem Nachbeobachtungszeitraum von mindes-
tens acht Jahren nach Nephrektomie keine Metastasen diagnostiziert (nicht metastasiert),
neun Patienten entwickelten 45 Monate oder spater nach Nephrektomie Metastasen (spét
metastasiert) und acht Patienten hatten Metastasen innerhalb von sechs Monaten nach Ne-
phrektomie entwickelt. Da die Metastasen und Primartumoren in weiterfiihrenden Analysen
vergleichend betrachtet werden sollten, wurden die ,Microarrays“ beider Gruppen gemein-
sam hintergrundkorrigiert und normalisiert. Anschliefend wurden die priméren kzNZK einer
,batch“-Korrektur unterzogen. Die Proben wurden unterschiedlichen ,,batches® zugeordnet,
wenn sie mit einer neuen Charge des ,One-Cycle Target Labeling and Control Reagents
Kits“ bearbeitet wurden (,batch“ 1), einer anderen Probenquelle entstammten (,batch®
2 aus Klinik fiir Urologie, Jena) bzw. zeitlich deutlich frither (etwa 1 Monat) bearbeitet
wurden (,batch® 3). Alle anderen Proben unterlagen keinen so augenscheinlichen Einfliis-
sen (,batch® 4). Nach der ,batch“-Korrektur wurden die Daten von priméren kzNZK und
Metastasen gemeinsam gefiltert. Diese ,batch“-korrigierten und gefilterten Daten (18.672
Sondensets) dienten als Ausgangspunkt fiir die weitere Analyse der Primértumoren.

Identifikation differenziell exprimierter Gene

In nicht vs. spat vs. frith metastasierten primaren kzNZK waren 356 Gene (457 Sonden-
sets) statistisch signifikant unterschiedlich exprimiert (ANOVA: q < 0,050). Alle diese Gene
waren auch im PostHoc-Test zwischen mindestens zwei Gruppen statistisch signifikant unter-
schiedlich exprimiert und zeigten eine intensitatsabhéangige > 1,8-fache Expressionsénderung
zwischen diesen zwei Gruppen. Somit waren alle 356 Gene in mendestens zwei der betrachte-
ten Gruppen differenziell exprimiert. In spat vs. frith metastasierten priméaren kzNZK waren
166 Gene (214 Sondensets) dieser 356 Gene differenziell exprimiert, in nicht vs. spat me-
tastasierten Tumoren 139 Gene (177 Sondensets) und in nicht vs. frith metastasierten 350
Gene (450 Sondensets). Die 356 in nicht vs. spét vs. frith metastasierten primaren kzNZK
differenziell exprimierten Gene ordneten die kzNZK im hierarchischen Clustern nahezu voll-
standig entsprechend dieser drei Gruppen nebeneinander an (Abb. 4.2). Die Baumstruktur
zeigte zwei grofle Cluster, wobei nicht und frith metastasierte Tumoren sich eindeutig unter-
schieden, spat metastasierte kzZNZK ordneten sich zwischen diesen beiden Gruppen an. Die
mittlere ,Expression“ von 337/457 Sondensets (74 %), die die 356 differenziell exprimierten
Gene reprasentieren, zeigte eine kontinuierliche Deregulation von nicht tiber spat zu frith
metastasierten Tumoren (,k-means clustering®; nicht gezeigt). Zweiundsiebzig weitere Son-
densets (17 %) wiesen eine dhnliche mittlere ,,Expression® in nicht und spét metastasierten
kzNZK auf, die sich von der in frith metastasierten unterschied (nicht gezeigt).
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Abb. 4.2: Hierarchisches Clustern nicht, spat und friih metastasierter primarer klar-
zelliger Nierenzellkarzinome. Das Clustern erfolgte anhand der 356 in nicht vs. spét vs. frith
metastasierten Primértumoren differenziell exprimierten Gene (457 Sondensets). Die Proben sind
mit den ,Microarray“-Bezeichnungen gekennzeichnet. In Klammern ist das rezidivfreie Uberleben
des jeweiligen Patienten bis zur Metastasendiagnose in Monaten angegeben. (kzNZK = klarzel-
liges Nierenzellkarzinom; ohne = nicht metastasiert mit Nachbeobachtungszeit > 99 Monate)
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Auch die 166 zwischen spat und frith metastasierten Primartumoren differenziell expri-
mierten Gene trennten diese beiden Gruppen in einer Clusteranalyse nahezu vollstandig

voneinander (Abb. 4.3).
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Abb. 4.3: Hierarchisches Clustern spat und friih metastasierter priméarer klarzelli-
ger Nierenzellkarzinome. Das Clustern erfolgte anhand der 166 in spét vs. frith metasta-
sierten Primartumoren differenziell exprimierten Gene. Die Proben sind mit den ,,Microarray“-
Bezeichnungen gekennzeichnet. In Klammern ist das rezidivfreie Uberleben des jeweiligen Pati-
enten bis zur Metastasendiagnose in Monaten angegeben. (kzZNZK = klarzelliges Nierenzellkar-

zinom)

Uberreprisentierte biologische Prozesse

Unter den 356 in nicht vs. spét vs. frith metastasierten priméren kzZNZK differenziell expri-
mierten Genen (457 Sondensets) waren die Prozesse der Vaskularisierung, der Zelladhésion,
des Zellzyklus, der Zelldifferenzierung und der Zellmigration tiberreprasentiert (Tab. 4.5).
Unter den 166 zwischen spét und frith metastasierten Primartumoren differenziell expri-
mierten Genen (214 Sondensets) waren keine biologischen Prozesse statistisch signifikant

angereichert.
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Tab. 4.5: Uberreprisentierte biologische Prozesse innerhalb der 356 in nicht vs. spit
vs. friih metastasierten primiren klarzelligen Nierenzellkarzinomen differenziell ex-
primierten Gene (457 Sondensets). Dargestellt sind die Genontologieterme der relevanten,
statistisch signifikant angereicherten biologischen Prozesse, die Anzahl der jeweils zugehorigen
Gene innerhalb der differenziell exprimierten Gene, die n-fache Anreicherung dieses Prozesses
innerhalb der differenziell exprimierten Gene im Vergleich zum gesamten ,Microarray* sowie
deren statistische Signifikanz q.

Anzahl n-fache

Genontologieterm Gene Anreicherung qg-Wert
yangiogenesis® 19 5,1 < 0,001
,blood vessel development* 22 4,2 < 0,001
»cell adhesion® 32 2,2 0,004
»cell cycle 32 2,0 0,018
»cell differentiation* 64 1,9 < 0,001
,cell surface receptor linked signal transduction“ 50 1,6 0,048
»cytoskeleton organization® 21 2,3 0,038
mendothelial cell differentiation“ 6 18,0 0,002
,mitosis 16 3,4 0,005
yregulation of cell differentiation* 23 2,3 0,027
,regulation of cell migration* 14 4,0 0,004
yregulation of cell proliferation® 31 1,9 0,045
yregulation of cell shape® 7 6,2 0,036

4.1.3 Vergleich der Ergebnisse der Metastasen- und
Primartumoranalysen

Sowohl bei der Untersuchung der pulmonalen Metastasen als auch bei der der priméren
kzNZK wurde der Vergleich spéate vs. frithe Metastasierung vorgenommen. Zwischen spét
und frith entwickelten Metastasen waren 306 Gene (414 Sondensets) differenziell exprimiert,
zwischen spat und frith metastasierten Primértumoren 166 Gene (214 Sondensets). Sechs-
unddreiflig Gene (45 Sondensets) waren dabei in beiden Listen enthalten.

Die beiden Genlisten wurden aulerdem mit Ergebnissen publizierter ,Microarray“-Studien
an primaren kzNZK verglichen. In diesen Studien wurden ebenfalls Gene identifiziert, die mit
der Metastasierung bzw. dem Uberleben der Patienten assoziiert waren [Lane et al., 2009;
Kosari et al., 2005; Takahashi et al., 2001]. Von den insgesamt 105 verschiedenen Genen,
die diese Studien lieferten, waren 23 auch zwischen spaten und frithen Metastasen differen-
ziell exprimiert und 17 zwischen spat und frith metastasierten priméren kzNZK (Abb. 4.4).
Elf Gene wurden sowohl im Vergleich der Metastasen- und Primédrtumorsubgruppen dieser
Arbeit als auch in anderen Arbeiten identifiziert (Tab. 4.6). Diese elf Gene waren in Metas-
tasen und primaren kzNZK in dieselbe Richtung reguliert, das heiflt jeweils heraufreguliert
in spéaten im Vergleich zu frithen Metastasen und in spéat im Vergleich zu frith metastasierten
priméaren kzNZK. Fiir neun dieser elf Gene war die n-fache Expressionséinderung in spét vs.
frith entwickelten Metastasen deutlich hoher als in spéat vs. frith metastasierten priméaren
kzNZK (Tab. 4.6).

ol



ERGEBNISSE

Abb. 4.4: Schnittmengen der zwischen spi-
ter und frither Metastasierung differenziell
exprimierten Gene in Metastasen und Pri-
martumoren des klarzelligen Nierenzellkar-
zinoms. Dargestellt ist die Gesamtheit der Gene,
die in dieser Arbeit zwischen spét und frith ent-
standenen pulmonalen Metastasen (n = 11; rot)
bzw. zwischen spét und frith metastasierten Pri-

spat vs. frith

spat vs. frih metastasierte

méartumoren (n = 17; gelb) als differenziell expri- :nnt;/vi(;kelte 25 primare
miert identifiziert wurden. Der griine Kreis repré- - kzNZK
sentiert eine Liste aus 105 Genen, die in publizier- {5cla ISENE) (166 Gene)

ten ,Microarray“-Studien an priméren kzNZK ei-
ne Assoziation zu Metastasierung bzw. tumorspe-
zifischem Uberleben der Patienten zeigten [Lane
et al., 2009; Kosari et al., 2005; Takahashi et al.,
2001]. Die Zahlen in den Schnittbereichen bezif-

publizierte

fern jeweils die Anzahl der Gene, die in den ent- »Microarray*-
sprechenden Studien iiberlappten. Aufgrund der Studien an
Verwendung anderer ,,Array“-Plattformen in den priméren kzZNZK

publizierten Studien wurden hier lediglich anno-
tierte Gene verglichen. (kzNZK = klarzelliges Nie-
renzellkarzinom)

(105 Gene)

Tab. 4.6: In der vorliegenden Arbeit und in publizierten ,,Microarray‘“-Studien an klar-
zelligen Nierenzellkarziomen als metastasierungsassoziiert identifizierte Gene. Diese
Gene waren sowohl in spéten vs. frithen Metastasen als auch in spét vs. frith metastasierten Pri-
méartumoren differenziell exprimiert. Sie wurden zudem in publizierten ,,Microarray“-Studien an
priméren kzNZK als assoziiert zur Metastasierung bzw. zum rezidivfreien Uberleben identifiziert.
Die n-fache Expressionsinderung entspricht jeweils dem Mittelwert aller fiir das jeweilige Gen
auswertbaren Sondensets. (kzNZK = klarzelliges Nierenzellkarziom )

n-fache Expressionsinderung

Metastasen  primire kzNZK publizierte

Gensymbol (spit vs. frith) (spét vs. frith metastasiert) ,,Microarray“-Studien
EDNRB 3,9 1,7 Takahashi et al. [2001]
EMCN 5,1 2,3 Kosari et al. [2005]
LDB2 3,3 2,0 Kosari et al. [2005]
PECAMI1 2,8 1,3 Takahashi et al. [2001]
PARM]1 2,1 2,0 Kosari et al. [2005]
PTPRB 2,7 1,8 Kosari et al. [2005]
RGS5 3,8 2,4 Takahashi et al. [2001]
SYNPO?2 1,4 1,8 Kosari et al. [2005]
TEK 3,1 2,1 Kosari et al. [2005]
TIMP3 3,2 1,4 Takahashi et al. [2001]
TSPAN7 6,9 2,2 Takahashi et al. [2001]
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4.1.4 Nicht metastasierte vs. metastasierte priméare
Nierenzellkarzinome

Identifikation differenziell exprimierter Gene

Zwischen nicht metastasierten und metastasierten priméren kzNZK, die sowohl spéat als
auch frih metastasierte Tumoren umfassten, waren 344 Gene (453 Sondensets) statistisch
signifikant unterschiedlich exprimiert (q < 0,050). Von diesen besaBen wiederum 128 Gene
(169 Sondensets) einen intensitatsabhéngigen Expressionsunterschied von mindestens 1,8
und waren somit definitionsgemafl differenziell exprimiert. Fiinfzehn der 128 Gene waren
in nicht metastasierten kzNZK herunter- und 113 heraufreguliert. Abb. 4.5 veranschaulicht
die Expression dieser Gene in den untersuchten priméaren kzNZK. Die Proben lieBen sich
anhand dieser Gene zwei grofien Clustern zuordnen, wobei die nicht metastasierten Tumoren
ein eigenes Subcluster bildeten.

Die mittlere ,Expression von 101 der 169 Sondensets (60 %), die die 128 differenziell
exprimierten Gene reprasentieren, zeigte eine kontinuierliche Deregulation von nicht tiber
spét zu frith metastasierten kzNZK (, k-means clustering; nicht gezeigt). Die Gene der rest-
lichen 68 Sondensets zeigten in spat und frith metastasierten Primértumoren eine dhnliche
mittlere ,, Expressionshéhe, die geringer als die der nicht metastasierten Tumoren war (nicht
gezeigt).

Weiterhin waren 99 der 128 in nicht metastasierten vs. metastasierten kzNZK differenziell
exprimierten Gene (77 %) auch in den 356 in nicht vs. spét vs. frith metastasierten priméren
kzNZK differenziell exprimierten Genen enthalten.

Uberreprisentierte biologische Prozesse

Unter den 128 in nicht metastasierten vs. metastasierten priméaren kzNZK differenziell ex-
primierten Genen waren die Vaskularisierung des Tumors und die Zellmigration tiberrepré-
sentiert (Tab. 4.7).

Tab. 4.7: Uberrepriisentierte biologische Prozesse innerhalb der 128 in nicht metasta-
sierten vs. metastasierten primiren klarzelligen Nierenzellkarzinomen differenziell
exprimierten Gene (169 Sondensets). Dargestellt sind die Genontologieterme der relevan-
ten, statistisch signifikant angereicherten biologischen Prozesse, die Anzahl der jeweils zugehori-
gen Gene innerhalb der differenziell exprimierten Gene, die n-fache Anreicherung dieses Prozesses
innerhalb der differenziell exprimierten Gene im Vergleich zum gesamten ,,Microarray“ sowie de-
ren statistische Signifikanz q.

Anzahl n-fache

Genontologieterm Gene Anreicherung q-Wert
yangiogenesis® 8 5,9 0,002
,blood vessel development“ 11 8,1 0,009
yregulation of cell migration 8 5,9 0,032
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Abb. 4.5: Hierarchisches Clustern nicht metastasierter und metastasierter priméarer
klarzelliger Nierenzellkarzinome. Das Clustern erfolgte anhand der 128 in nicht metas-
tasierten vs. metastasierten kzNZK differenziell exprimierten Gene. Die Proben sind mit den
,Microarray“-Bezeichnungen gekennzeichnet, in Klammern ist jeweils das rezidivfreie Uberleben
in Monaten angegeben. (kzNZK = klarzelliges Nierenzellkarziom; ohne = nicht metastasiert mit

Nachbeobachtungszeit > 99 Monate)

Erstellung eines Vorhersagemodells

Aus den 169 Sondensets der 128 differenziell exprimierten Gene wurden zunéchst die Top-
50 ermittelt, die anschlielend als Ausgangspunkt zur Erstellung eines Vorhersagemodells
dienten. Anhand eines KNN-Algorithmus wurden fiinf Gene identifiziert, die in einer Kreuz-
validierung nicht metastasierte Primartumoren sowohl von metastasierten als auch von spat
metastasierten kzNZK eindeutig unterschieden (p < 0,001; Tab. 4.8).

Dieses 5-Genmodell ordnete aulerdem 22 der 24 pulmonalen Metastasen der Gruppe der
metastasierten priméren kzNZK zu (Met8 & Met17 den nicht metastasierten kzNZK zuge-
ordnet). Auch ein KNN-Modell basierend auf allen 169 Sondensets der 128 in nicht metas-
tasierten vs. metastasierten kzNZK differenziell exprimierten Gene ordnete 22 der 24 Me-
tastasen den metastasierten kzZNZK zu (NZK15 & NZK20 den nicht metastasierten kzNZK

zugeordnet).
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Tab. 4.8: 5-Genmodell zur Unterscheidung nicht metastasierter und metastasierter
primirer klarzelliger Nierenzellkarzinome. Die n-fachen Expressionsinderungen und g-
Werte beziehen sich jeweils auf das genannte Sondenset. (kzNZK = klarzelliges Nierenzellkarziom;
met. = metastasiert)

n-fache Expressions-

anderung
Gensymbol Sondenset (nicht met. vs. met. kzNZK) q-Wert
CAPNG6 202965_s_at -3,7 0,036
CENPV 226611_s_at 5,8 0,020
FABP7 205029_s_at 20,3 0,020
IGFBP5 1555997 s at 4,7 0,020
SAA1/SAA2 214456_x_ at -5,3 0,030

4.2 Validierung der ,,Microarray*“-Ergebnisse

4.2.1 Quantitative PCR — ,,Screening* mittels ,,TagMan Low
Density Arrays“

Auswahl geeigneter Gene fiir die Validierungsstudien

Die in den ,Microarray“-Analysen identifizierte differenzielle Expression sollte fir 21 aus-
gewahlte Targetgene mittels qPCR geprift werden. Hierzu wurde die Expression dieser
Gene und der beiden Referenzgene PPIA und TBP mittels TLDAs quantifiziert. In den
,Microarray“-Analysen zeigten die Expressionswerte der PPIA- (226336 _at) und TBP-
Sondensets (203135__at), deren Genspezifitit vorher anhand eines Sequenzabgleichs bestétigt
wurde, eine geringe Variabilitat tiber alle untersuchten Metastasen und Priméartumoren. Die
Variationskoeffizienten betrugen 0,042 bzw. 0,034 im Vergleich zum medianen Variationsko-
effizienten aller Sondensets von 0,073 (0,006 — 0,595; nach ,batch“-Korrektur fiir primére
kzNZK und Filtern).

Die fiir die Validierung ausgewahlten Targetgene zeigten in den ,Microarray“-Analysen
eine differenzielle Expression in spét vs. frith metastasierten und/oder in nicht metastasierten
vs. metastasierten primaren kzNZK:

e neun Gene, die sowohl in Metastasen als auch in priméren kzNZK potenziell eine
Unterscheidung zwischen spiter und friiher Metastasierung erlauben und
zudem in publizierten ,Microarray“-Studien an priméaren kzNZK als prognoseassozi-
iert identifziert wurden: EDNRB, EMCN, LDB2, PECAM1, PARM1, RGS5,
SYNPO2, TIMP3, TSPAN7T

e zwei funktionell interessante Gene, die sowohl in Metastasen als auch in priméren
kzNZK potenziell eine Unterscheidung zwischen spater und frither Metasta-
sierung erlauben: DKK3, DARC

e zwei funktionell interessante Gene zur Unterscheidung spat vs. friih metastasierte
primire kzNZK, die auch in anderen ,Microarray“-Studien an kzNZK als progno-
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seassoziiert identifziert wurden (BIRCS5) [Kosari et al., 2005] bzw. in einer Metasta-
sierungssignatur enthalten waren (IL13RA2) [Minn et al., 2005a]

e fiinf Gene des 5-Genmodells (Tab. 4.8, S. 55) sowie fiinf weitere funktionell interessan-
te Gene zur Unterscheidung nicht metastasierte vs. metastasierte bzw. nicht
vs. spat metastasierte primare kzNZK: CA4, CAPN6, CENPV, FABP7,
IGFBP5, NMU, RGS5, SAA1/2, TIMP3, UCHL1

Patientenkollektiv

In die Analysen wurden die Metastasen (n = 11) und Primértumoren (n = 24) einbezogen,
deren Expression auch in den ,Microarray“-Analysen untersucht wurde, sowie neun wei-
tere kzNZK-Metastasen und 28 zusatzliche primare kzNZK. Die insgesamt 20 pulmonalen
Metastasen hatten sich im Median 34 Monate nach Nephrektomie (DFS = 0 — 127 Mona-
te) entwickelt und wurden zwischen April 2003 und Juli 2006 im Fachkrankenhaus Coswig
reseziert.

Die 52 primaren kzNZK waren zwischen Juli 1994 und Januar 2003 in den urologischen
Kliniken der Universitatskliniken Dresden (n = 44) und Jena (n = 8) reseziert worden. Das
mediane Alter der Patienten (35 ménnlich, 17 weiblich) bei Nephrektomie betrug 62 (35 — 83)
Jahre. Die klinischen Daten der Patienten stellten sich wie folgt dar:

e Tumorstadium: 23x pT1, 14x pT2, 14x pT3, 1x pT4

e initiale Lymphknotenmetastasierung: 45x pNO, 6x p/cN+, 1x pNx
e initiale distante Metastasierung: 41x MO, 10x M1, 1x Mx

e Tumorgrad: 5x G1, 32x G2, 15x G3

Von den 52 priméaren kzNZK wiesen 36 initiale Metastasen auf oder entwickelten Metas-
tasen im weiteren Krankheitsverlauf (medianes DFS = 15 Monate; 0 — 106 Monate). Die
Hauptmetastasierungsorte waren die Lunge (27/36, 75 %), die Lymphknoten (8/36, 22 %),
die Nebennieren (7/36, 19 %) sowie die kontralaterale Niere (6/36, 17 %). Die verbleibenden
16 kzNZK entwickelten wahrend eines minimalen Nachbeobachtungszeitraums von 92 Mo-
naten (mediane Nachbeobachtungszeit 124 Monate) keine Metastasen.

Definition der Nachweisgrenze, Referenzgene und allgemeine Auswertung

Zusétzlich zu den TLDA-Messungen wurde die Expression des Referenzgens PPIA mit dem
entsprechenden ,, TagMan Gene Expression Assay“ am LightCycler 480 quantifiziert. Die-
ser ,,Assay“ beinhaltete die gleichen Primer und Sonden, wie sie in den TLDAs verwendet
wurden. Die mittels ,, TagMan Gene Expression Assays“ bestimmten CT-Werte waren, trotz
gleicher eingesetzter cDNA- (RNA-) Menge pro Reaktionsansatz, im Mittel 4,9 (Median:
4,8) CT hoher als die mittels TLDAs gemessenen. Da die Nachweisgrenze der Messungen
am LightCycler 480 erfahrungsgemafl bei einem CT von 35 liegt, wurde sie fiir die mittels
TLDAs gemessenen Werte fiunf CT eher, also bei CT = 30, definiert. Die Gene BIRCS,
IL13RA2 und NMU wurden darauf basierend von der weiteren Auswertung ausgeschlossen,

da ihre Expression in 63, 54 bzw. 67 der gemessenen 72 Proben unter der Nachweisgrenze
(CT > 30) lag.
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Das Referenzgen PPIA (medianer CT = 18,8; CT-Bereich = 17,2 —20,8) war deutlich hoher
exprimiert als TBP (medianer CT = 25,6; CT-Bereich = 23,2 — 27,9). Fiir die Auswertung
der Expressionsdaten der Targetgene wurde PPIA als Referenzgen verwendet.

Die in den TLDA-Analysen ermittelten Expressionswerte der 18 auswertbaren Targetgene
zeigten eine mittlere bis sehr starke, sehr signifikante (p < 0,010) Korrelation zu den mittels
»Microarrays“ gemessenen Expressionswerten (Tab. 4.9).

Tab. 4.9: Korrelation der mittels ,,Microarrays*“ und ,,TagqMan Low Density Arrays*
gemessenen Expressionswerte in primaren klarzelligen Nierenzellkarzinomen und
pulmonalen Metastasen. Die Korrelationskoeffizienten und Irrtumswahrscheinlichkeiten wur-
den mittels Spearman-Test berechnet. Die Werte auflerhalb der Klammer entsprechen der Kor-
relation zwischen den TLDA-Ergebnissen und dem Mittelwert aller auswertbaren, also nicht
gefilterten, ,Microarray“-Sondensets des jeweiligen Gens. In Klammern ist, fiir den Fall meh-
rerer auswertbarer Sondensets, der Bereich der Korrelationskoeffizienten bei Betrachtung der
einzelnen Sondensets angegeben. (TLDA = ,TagMan Low Density Array“; ** p < 0,010)

Korrelationskoeffizienten

Gensymbol Metastasen primire Nierenzellkarzinome
CA4 0,87 (0,77-0,90) ** 0,94 (0,90-0,95) **
CAPNG6 0,96 (0,76-0,96) ** 0,86 (0,84-0,86) **
CENPV 0,93 (0,92-0,93) ** 0,84 (0,82-0,84) **
DARC 0,96 ** 0,62 **

DKK3 0,91 (0,77-0,94) ** 0,57 (0,56-0,58) **
EDNRB 0,93 (0,93-0,94) ** 0,92 (0,88-0,93) **
EMCN 0,96 (0,93-0,96) ** 0,79 (0,79-0,84) **
FABP7 0,98 (0,98-0,98) ** 0,75 (0,73-0,79) **
IGFBP5 0,79 (0,48-0,92) ** 0,79 (0,74-0,84) **
LDB2 0,89 ** 0,79 **

PARM1 0,89 (0,89-0,89) ** 0,79 (0,77-0,84) **
PECAM]1 0,92 (0,85-0,94) ** 0,82 (0,70-0,91) **
RGS5 0,96 (0,87- 0,97) ** 0,86 (0,79-86) **
SAA1/2 0,93 (0,88-0,97) ** 0,74 (0,72-0,74) **
SYNPO2 0,94 (0,69-0,95) ** 0,73 (0,55-0,72) **
TIMP3 0,85 (0,74-0,88) ** 0,84 (0,76-0,86) **
TSPAN7 0,96 ** 0,88 **

UCHLI1 0,91 ** 0,90 **

Spate vs. frithe Metastasierung

Fir den Vergleich spéte vs. frithe Metastasierung wurden in den TLDA-Analysen weni-
ger strenge DFS-Grenzen gewahlt (DFS > 24 vs. < 24 Monate) als in den ,Microarray*-
Analysen. Die differenzielle Expression in spét vs. frith entwickelten Metastasen wurde fiir
alle elf ausgewdhlten und auswertbaren Gene bestatigt (Tab. 4.10). Fiir den Vergleich spét
vs. frith metastasierte Primértumoren wurde eine differenzielle Expression mit mindestens
einem statistischen Trend (p < 0,100) fiir sechs der elf Gene (55 %) bestéatigt (Tab. 4.10).
Die Expression von neun der elf untersuchten Gene in Metastasen zeigte eine tendenzielle
(p < 0,100), schwache bis starke Korrelation zum DFS, wiahrend in den Primértumoren die
Expression zweier Gene eine schwache Korrelation zum DFS aufwies (p < 0,100; Tab. 4.11).
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Tab. 4.11: Korrelation der mittels ,,TagMan Low Density Arrays*“ quantifizierten Ex-
pression ausgewihlter Gene in Metastasen bzw. priméren klarzelligen Nierenzellkar-
zinomen zum rezidivfreien Uberleben der Patienten. Die Korrelationskoeffizienten und
Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mittels Spearman-Test berechnet. (n.s. = nicht signifikant;
T'p < 0,100; * p < 0,050; ** p < 0,010; *** p < 0,001)

Korrelationskoeffizient

Gensymbol Metastasen primire Nierenzellkarzinome
DARC n.s. n.s.
DKK3 n.s. 0,45 **
EDNRB 0,46 * n.s.
EMCN 0,52 * n.s.
LDB2 0,38 T 0,317
PARM]1 0,44 T n.s.
PECAM1 0,49 * n.s.
RGS5 0,77 *** n.s.
SYNPO2 0,42 T 1.s.
TIMP3 0,46 * n.s.
TSPAN7 0,47 * n.s.

Nicht metastasierte vs. metastasierte primére Nierenzellkarzinome

Fiir die Validierung des Vergleichs nicht metastasierte vs. metastasierte primére kzNZK wur-
den neun Gene ausgewahlt, wobei die mittels TLDAs gemessenen Expressionswerte von NMU
nicht auswertbar waren. Zwei dieser Gene, RGS5 unf TIMP3, wurden bereits fir die Validie-
rung des Vergleichs spéate vs. frithe Metastasierung ausgewahlt. Aulerdem war EMCN, das
ebenfalls urspriinglich zur Validierung des Vergleichs spéte vs. frithe Metastasierung ausge-
wahlt wurde, zwischen nicht metastasierten und metastasierten kzNZK in den ,,Microarray*-
Analysen differenziell exprimiert. In den TLDA-Messungen wurde die differenzielle Expres-
sion zwischen nicht metastasierten und metastasierten primiren kzNZK fir fiinf von die-
sen insgesamt neun auswertbaren Genen (56 %) mit mindestens einem statistischen Trend
(p < 0,100) bestatigt (Tab. 4.12). Sechs weitere Gene, die urspriinglich ebenfalls im Vergleich
spat vs. frith bzw. nicht vs. spat metastasierte kzNZK als differenziell exprimiert identifiziert
wurden, zeigten zwar nicht in den ,,Microarray“-Daten, aber in den TLDA-Messungen einen
zumindest tendenziellen (p < 0,100) Expressionsunterschied zwischen nicht metastasierten
und metastasierten kzZNZK (CA4, EDNRB, LDB2, PARM1, PECAM1, TSPANT; Tab. 4.12).
Vier der untersuchten Gene zeigten zudem in den ,,Microarray“-Analysen eine differenzielle
Expression in nicht vs. spat metastasierten kzZNZK. Fiir drei der vier Gene wurde diese in
den TLDA-Analysen bestatigt (Tab. 4.12).
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Tab. 4.12: Validierung der ,Microarray*“-Daten mittels ,TagMan Low Density Ar-
rays“ fiir die Vergleiche (A) nicht metastasierte vs. metastasierte und (B) nicht
vs. spat metastasierte primire klarzellige Nierenzellkarzinome. Fiir die nicht metas-
tasierten Tumoren ist jeweils die mediane Nachbeobachtungszeit nach Nephrektomie, fiir die
metastasierten Tumoren das rezidivfreie Uberleben angegeben. Gezeigt sind jeweils die n-fachen
Expressionsédnderungen zwischen den Mittelwerten der verglichenen Gruppen sowie die zuge-
horigen Irrtumswahrscheinlichkeiten. Fiir den Vergleich nicht metastasierte vs. metastasierte
Tumoren wurden die Irrtumswahrscheinlichkeiten mittels t-Test (,,Microarray®, Mittelwert al-
ler Sondensets des jeweiligen Gens mit signifikantem Unterschied der Expressionswerte) bzw.
U-Test (TLDAs) berechnet. Fiir den Vergleich nicht vs. spit metastasierte kzZNZK wurden die
Irrtumswahrscheinlichkeiten im PostHoc-Test nach dem Drei-Gruppenvergleich nicht vs. spét vs.
frith metastasierte kzZNZK erhalten (,,Microarray“: ANOVA & Tukey-HSD, Mittelwert aller Son-
densets des jeweiligen Gens mit signifikantem Unterschied der Expressionswerte in der ANOVA;
TLDA: Kruskal-Wallis- & U-Test). (DFS = rezidivfreies Uberleben; kzZNZK = klarzelliges Nie-
renzellkarzinom; Mon. = Monate; Nachbeob. = Nachbeobachtungszeit; n.s. = nicht signifikant;
TLDAs = , TagMan Low Density Arrays“; ! Mittelwert aller auswertbaren Sondensets)

sMicroarrays* TLDAs
n-fache n-fache

Gensymbol Anderung ! q-Wert Anderung p-Wert
A nicht metastasierte vs. (spat und friih) metastasierte primére kzNZK
Probenzahl 7 vs. 17 16 vs. 36
mediane Nachbeob./DFS [Mon.] 140 vs. 45 124 vs. 15
(Bereich [Mon.]) (99 - 155) vs. (0 — 106) (92 — 155) vs. (0 — 106)
CA4 1,5 n.s. 3,8 0,005
CAPN6 2.6 0,036 2.4 n.s.
CENPV 5,2 0,020 2,5 0,001
EDNRB 3,0 n.s. 1,8 0,029
EMCN 5,8 0,020 2,0 0,009
FABP7 21,7 0,020 1,3 n.s.
IGFBP5 3,1 0,020 1,5 n.s.
LDB2 3,4 n.s. 1,4 0,032
PARM]1 2,3 n.s. 1,4 0,057
PECAM!I 2,4 n.s. 1,4 0,052
RGS5 3,7 0,034 1,6 0,074
SAA1/2 -4.8 0,030 -5,3 n.s.
TIMP3 2,5 0,030 1,6 0,018
TSPAN7 4.1 n.s. 1,8 0,016
UCHL1 -4.9 0,062 -4.4 0,018
B nicht vs. spiat metastasierte primiare kzNZK
Probenzahl 7vs. 9 16 vs. 14
mediane Nachbeob./DFS [Mon.] 140 vs. 82 124 vs. 72
(Bereich [Mon.]) (99 - 155) vs. (45 — 106) (92 - 155) vs. (32 — 106)
CA4 2,7 0,041 3,5 0,061
CENPV 4.3 0,014 2,4 0,009
EMCN 3.9 0,046 1,8 0,081
IGFBP5 2,8 0,029 1,3 n.s.
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Kontinuierliche Deregulation der Expression

Die mittels TLDAs quantifizierte Expression wies fiir zehn von 18 auswertbaren Genen (56 %)
eine kontinuierliche Abfolge ihrer Mittelwerte von nicht metastasierten iiber spiat metasta-
sierte zu frith metastasierten primiren kzNZK auf (Abb. 4.6). Dies war auch fiir Gene der
Fall, die zwischen den einzelnen Subgruppen, z. B. spét vs. frith metastasierten kzNZK,
keinen statistisch signifikanten Expressionsunterschied aufwiesen (z. B. EDNRB, PARMI,
RGS5). Drei weitere Gene zeigten eine vergleichbare Expression in nicht und spiat metas-
tasierten (DKK3) bzw. spét und frith metastasierten kzZNZK (CA4, CENPYV). Die anderen
fiinf Gene zeigten keinen eindeutigen Trend (Abb. 4.6 bzw. nicht gezeigt).

Basierend auf ihrer potenziellen Féhigkeit, nicht, spat und frith metastasierte primére
kzNZK zu differenzieren, ihrer funktionellen Relevanz sowie ihrer Expressionshohe wurden
CA4, DKK3, EDNRB, PECAM1, TIMP3 und TSPANT7 fiur weiterfithrende Analysen aus-
gewahlt. Die medianen in den TLDA-Analysen gemessenen CT-Werte betrugen 26,7 fiir
CA4, 24,1 fir DKK3, 23,8 fir EDNRB, 20,8 fir PECAM]I, 21,6 fiir TIMP3 und 25,0 fiir
TSPANY. In den weiterfithrenden Analysen sollte gepriift werden, inwiefern diese Gene fiir
eine Prognoseabschéatzung im kzZNZK geeignet sind.

4.2.2 Quantitative PCR — Untersuchung der Expression
ausgewahlter Gene

Die Expression der Gene CA4, DKK3, EDNRB, PECAM1 und TIMP3 wurde auf mRNA-
Ebene in einem grofleren Probenkollektiv von 86 priméren kzNZK sowie in bis zu 30 autolo-
gen nichtmalignen Nierengeweben mittels ,TaqMan Gene Expression Assays® am
LightCycler 480 quantifiziert. Zweiundzwanzig dieser Tumoren waren bereits in den 52 pri-
maéaren kzNZK des vorherigen , Screenings® enthalten. Die Patienten wurden im Zeitraum von
April 1994 bis Mérz 2001 in der urologischen Klinik des Universitédtsklinikums Dresden ne-
phrektomiert. Das mediane Alter bei Nephrektomie betrug 64 (32 - 88) Jahre. Die Angaben
iiber Geschlechterverteilung und Héaufigkeit der klinischen Parameter sind in Tab. 4.13 auf-
gefithrt. Fir 85/86 Patienten waren Nachbeobachtungsdaten vorhanden, wobei der mediane
Nachbeobachtungszeitraum 92 (9 — 152) Monate betrug. Neun Patienten (10 %) hatten initia-
le Metastasen (3x distante, 6x Lymphknotenmetastasen), 23 Patienten (27 %) entwickelten
ein Rezidiv im weiteren Verlauf der Erkrankung (21 Metastasen, 3 Lokalrezidive; medianes
DFS = 23 Monate). Die Hauptmetastasierungsorte waren die Lunge (43 %), die Knochen
(26 %) und die Lymphknoten (26 %). Achtundzwanzig der 86 Patienten (33 %) sind ver-
storben, 14 (50 %) davon kzNZK-bedingt. Fiinf der 86 Patienten erhielten nachweislich eine
medikamentose Therapie (Immunchemotherapie, Vakzinierung), drei eine Strahlentherapie
im Verlauf der Erkrankung. Einschlusskriterien fiir die Verwendung der Gewebeproben wa-
ren das Vorhandensein kryokonservierten Gewebes mit einem Tumorzellgehalt von > 70 %,
aus dem eine ausreichende Menge RNA isoliert werden konnte (> 100 ng). Des weiteren
wurden nur Proben von Patienten einbezogen, von denen Nachbeobachtungsdaten verfiighar
waren bzw. die initial schon Metastasen aufwiesen.
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Abb. 4.6: Relative Expression ausgewihlter Targetgene in nicht, spiat und friih me-
tastasierten primiren klarzelligen Nierenzellkarzinomen sowie in friih und spit ent-
wickelten Metastasen. Die Expressionswerte wurden mittels ,, TagMan Low Density Arrays®
gemessen. Die Gruppeneinteilung der x-Achse ist unter der jeweiligen Bildspalte angegeben.
Fiir jedes Gen und jede Gruppe ist jeweils die mittlere Expression (Kreis) sowie deren 95 %-
Konfidenzintervall dargestellt. ,,Spit“ bedeutet ein rezidivireies Uberleben > 24 Monate, ,friih®
eines < 24 Monate. (kzZNZK = klarzelliges Nierenzellkarzinom; met. = metastasiert, Mets = Me-
tastasen; n = Probenzahl)
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Eine signifikant unterschiedliche Expression in Abhéangigkeit vom DFS oder klinischen Pa-
rametern wurde nur fir EDNRB und PECAMI beobachtet (Tab. 4.13). Beide Gene waren
nur bei Verwendung der strenger DFS-Kriterien in spét metastasierten primaren kzNZK
(DFS > 36 Monate) tendenziell bzw. signifikant hoher exprimiert als in frith metastasierten
(DFS < 12 Monate; Tab. 4.13). Bei einer DFS-Grenze von 24 Monaten zeigte sich kein sta-
tistisch signifikanter Unterschied. Dartiber hinaus zeigte PECAMI1 einen statistischen Trend
hinsichtlich einer schwachen Korrelation mit dem DFS (p = 0,39; p = 0,090). Weiterhin be-
saBen nicht metastasierte kzNZK eine signifikant hohere EDNRB- und PECAMI-Expression
als initial bzw. im Verlauf metastasierte primére kzZNZK (Tab. 4.13). Patienten mit gerin-
gerem klinischen Stadium, geringerem Tumorgrad bzw. ohne Veneninfiltration wiesen eine
signifikant oder tendenziell hohere EDNRB-Expression in ihrem Primértumor auf als Pati-
enten mit héherem Stadium, hoherem Grad bzw. mit Veneninfiltration (Tab. 4.13).

Ein signifikanter Unterschied im Uberleben der Patienten in Abhéngigkeit von der Express-
ionshohe war fiir CA4, EDNRB und PECAM!1 zu beobachten. Hierfiir wurde die Expression
der Tumoren fiir jedes der fiinf Gene in zwei (< vs.> Median) bzw. drei Gruppen (Teilung
am 33. und 67. Perzentil bzw. etwa am oberen und unteren Quartil) unterteilt und gepriift,
ob sich das DSF, TSS und OS der Patienten in diesen Gruppen unterschied (Abb. 4.7).
Es war ein signifikant ldngeres DFS der Patienten mit zunehmender EDNRB-Expression zu
verzeichnen (Abb. 4.7). Auch der Fisher-Test ergab hier einen tendenziellen bzw. signifikan-
ten Unterschied der Ereigniszahl zwischen Patienten mit der hochsten EDNRB-Expression
(> 75. Perzentil) und solchen mit einer mittleren (p = 0,085) bzw. geringen (p = 0,005)
Expression. Dartiber hinaus hatten Patienten mit einer hoheren als der medianen EDNR B-
bzw. PECAMI-Expression ein signifikant langeres TSS (Abb. 4.7) sowie ein signifikant lan-
geres OS (p = 0,012 bzw. p = 0,013). AuBlerdem stieg die Lange des TSS signifikant mit
zunehmender CA4-Expression (Abb. 4.7). Die medianen Uberlebenszeiten waren innerhalb
des zur Verfiigung stehenden Nachbeobachtungszeitraums fiir keinen Parameter erreicht. Fir
alle anderen Gene ergab sich kein signifikanter Unterschied der Uberlebenszeiten in Abhén-
gigkeit von der Expressionshohe.

Eine multivariate Cox-Regressionsanalyse zeigte, dass die EDNRB-Expression zudem einen
von klinischen Parametern unabhéngigen Einfluss auf das DFS hatte (Tab. 4.14). Patienten
mit einer Expressionshohe < 20. bzw. > 20. & < 75. Perzentil hatten im Vergleich zu Pa-
tienten mit einer EDNRB-Expression > 75. Perzentil ein 14,65-fach bzw. 4,01-fach erhohtes
Risiko, ein Rezidiv zu erleiden (Tab. 4.14). Des weiteren hatte sowohl die EDNRB- als auch
die PECAMI-Expression einen zu klinischen Parametern zusétzlichen Einfluss auf das TSS
der Patienten. Patienten mit einer geringeren als der medianen Expressionshohe hatten ein
um das 6,60 [95 %-Konfidenzintervall (CI) = 1,44 — 30,15]-fache (EDNRB; p = 0,015; nicht
gezeigt) bzw. um das 9,56 (95 %-CI = 2,25 — 40,75)-fache (PECAM]I; p = 0,002; nicht gezeigt)
erhohtes Risiko, an ihrem kzNZK zu versterben. Bei der Einbeziehung beider molekularen
Parameter in ein multivariates Modell behielt PECAM1 seinen unabhéngigen prognostischen
Einfluss mit der gleichen HR und Irrtumswahrscheinlichkeit (Tab. 4.14). EDNRB hatte in
diesem Fall keinen unabhéangigen Einfluss mehr auf das TSS.

63



ERGEBNISSE

Tab. 4.13: Expression der Gene EDNRB und PECAMI1 in primiren klarzelligen Nie-
renzellkarzinomen in Abhingigkeit von klinischen Parametern, der Metastasierung
und dem rezidivfreien Uberleben. Die Expressionswerte wurden mittels quantitativer PCR
gemessen. Gezeigt ist jeweils die mittlere relative Expression der Gene in den verglichenen Grup-
pen sowie die zugehorigen mittels U-Test berechneten Irrtumswahrscheinlichkeiten. (DFS = re-
zidivfreies Uberleben; klin. = klinisch; kzNZK = klarzelliges Nierenzellkarzinom; Metastasierung
= distante und/oder Lymphknotenmetastasierung initial oder im Verlauf; n = Probenzahl; rel.
Expr. = relative Expression; ! Nachbeobachtungszeit bei nicht metastasierten priméren kzNZK
60 — 152 Monate; 2 vorheriger Kruskal-Wallis-Test gegen nicht metastasierte primére kzZNZK mit
p < 0,050)

Proben- EDNRB PECAM1

anzahl rel. Expr. rel. Expr.
Parameter (% vonn = 86) (*107%) p-Wert (*1072) p-Wert
Geschlecht n.s. n.s.
ménnlich 54 (63) 5,4 17,6
weiblich 32 (37) 6,2 19,1
Tumorstadium n.s. n.s.
pT1/2 66 (77) 5,9 17,8
pT3/4 20 (23) 5,0 19,0
klin. Stadium 0,058 n.s.
TNM I/11 58 (67) 5,8 18,3
TNM III/IV 26 (30) 5,4 17,5
Tumorgrad 0,003 n.s.
G1/2 70 (81) 6,5 18,9
G3 16 (19) 2,4 14,7
Veneninvasion 0,009 n.s.
Vo 62 (72) 6,1 17,4
V1 17 (20) 4,1 20,6
Primar-
metastasierung 0,032 0,028
NO MO 75 (87) 5,8 18,8
N+ und/oder M1 9 (10) 4,7 12,4
Metastasierung 0,008 n.s.
nein ! 50 (58) 6,1 18,2
ja 25 (30) 4,7 17,9
DFS 0,075 2 0,029 2
> 36 Monate 13 (15) 6,0 27,6
< 12 Monate 7 (8) 3,8 11,0
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Abb. 4.7: Rezidivfreies und tumorspezifisches Uberleben von Patienten mit klarzelli-
gem Nierenzellkarzinom in Abhingigkeit von der (A, B) EDNRB-, (C) PECAM1-
und (D) CA4-Expression ihrer Primirtumoren. Die Expressionswerte wurden mittels
quantitativer PCR gemessen. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mittels Log-Rank-Test
berechnet. Die jeweils unter den Bildern stehenden Tabellen zeigen die in die Analysen einbezo-
genen Patientenzahlen, die Anzahl der eingetretenen Ereignisse in jeder Gruppe sowie die 5- und
10-JUR. (JUR = Jahresiiberlebensrate; kum. = kumulatives; n = Patientenzahl; ! Log-Rank-
Trendtest)
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Tab. 4.14: Uni- und multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir das (A) rezidivfreie und
(B) tumorspezifische Uberleben unter Einbeziehung klinischer Parameter sowie der
CA4-, EDNRB- und PECAMI1-Expression. Die Expressionswerte wurden mittels quanti-
tativer PCR gemessen. Die angegebenen Patientenzahlen gelten fiir die multivariate Analyse. Die
HR bezieht sich auf den jeweils angegebenen Vergleich. (CI = Konfidenzintervall; HR = ,hazard
ratio®; kont. = Parameter als kontinuierliche Grofle einbezogen; m = ménnlich; n = Patienten-
zahl; NA = nicht in multivariate Analyse einbezogen; n.s. = nicht signifikant; P. = Perzentil;
w = weiblich; ' Lymphknotenstatus und distante Metastasierung nicht einzeln, sondern in Kom-
bination in die multivariate Analyse einbezogen, da nur zwei Patienten einen M1-Tumor besafien)

Parameter univariate Analyse multivariate Analyse
(Bezugsgrofle) HR (95 %-CI) p-Wert HR (95 %-CI) p-Wert
A rezidivfreies Uberleben (n = 74, 18 Ereignisse)

Geschlecht (m vs. w) 1,47 (0,56 — 3,83) n.s. NA NA
Tumorstadium

(pT3/4 vs. pT1/2) 1,58 (0,61 — 4,12)  n.s. NA NA
Tumorgrofe (kont.) [cm] 1,20 (1,01 — 1,43) 0,036 1,34 (1,09 — 1,64) 0,005
N (N+ vs. NO) 5,95 (1,79 —20,78) 0,005 12,13 (2,24 — 65,75) 0,004
V (V1 vs. V0) 2,91 (1,12 — 7,60) 0,029 1,92 (0,64 — 5,77) n.s.
Tumorgrad (G3 vs. G1/2) 2,98 (1,18 — 7,52) 0,021 2,14 (0,71 — 6,42) 1.8.
Tumornekrose

(> 10 % vs. <10 %) 1,66 (0,68 — 4,05) n.s. NA NA
EDNRB 0,017 0,009
(< 20. vs. > 75. P.) 13,33 (1,66 — 107,49) 0,015 14,65 (1,72 — 124,73) 0,014
(>20. & < 75.vs. >75.P.) 504 (0,65-39,09) n.s. 4,01 (0,50 — 31,90) n.s.

B tumorspezifisches Uberleben (n = 79, 13 Ereignisse)

Geschlecht (m vs. w) 2,05 (0,57 — 7,36) n.s. NA NA
Tumorstadium

(pT3/4 vs. pT1/2) 1,91 (0,64 - 5,69)  n.s. NA NA
TumorgroBe (kont.) [cm] 1,30 (1,08 — 1,58) 0,007 1,55 (1,23 — 1,97) < 0,001
N (N+ vs. NO) 8,12 (2,12 - 31,13) 0,021 NA ! NA !
M/N (M1/N+ vs. MO/NO) 10,55 (2,97 — 37,40) < 0,001 2,03 (0,36 — 11,54) n.s.
V (V1 vs. VO) 1,57 (0,48 —5,15)  n.s. NA NA
Tumorgrad (G3 vs. G1/2) 3,95 (1,37 - 11,39) 0,011 4,53 (1,38 — 14,90) 0,013
Tumornekrose

(> 10 % vs. < 10 %) 2,94 (0,92 — 9,41) 0,069 1,19 (0,28 — 5,08) n.s.
CA4 n.s. NA NA
(< 33. vs.> 67. P.) 4,32 (0,89 — 21,05) 0,070 NA NA
(> 33. & < 67. vs.> 67. P.) 2,52 (0,49 — 12)97)  n.s. NA NA
EDNRB

(< vs. > Median) 4,71 (1,31 - 16,95) 0,018 2,33 (0,39 — 13,95) n.s.
PECAM]1

(< vs. > Median) 3,20 (1,00 — 10,25) 0,050 9,56 (2,25 — 40,75) 0,002
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Im Vergleich zum nichtmalignen Gewebe war die CA4-, DKK3-, EDNRB- und TIMP3-
Expression in priméren kzNZK statistisch signifikant herunterreguliert. PECAMI1 war in
kzNZK statistisch signifikant hoher exprimiert als in nichtmalignen Nierengeweben (Abb. 4.8).
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Abb. 4.8: Relative Expression von CA4, DKK3, EDNRB, PECAM]1 und TIMP3 in
klarzelligen Nierenzellkarzinomen und autologen nichtmalignen Nierengeweben. Die
Expressionswerte wurden mittels quantitativer PCR, gemessen. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten
wurden mittels U-Test berechnet. (n = Probenzahl; Tf = nichtmalignes Gewebe; Tu = Tumor)

4.2.3 Immunhistochemische PECAMI1-Farbung

PECAM1, besser bekannt als CD31, wird fir die immunhistochemische Beurteilung der
MVD herangezogen. Hier sollte gepriift werden, ob sich die auf der mRNA-Ebene beobach-
teten Unterschiede in der PECAMI-Expression auf Proteinebene bestétigen lassen.

Fiir die Auswertung der PECAM1-Farbung standen 109 kzNZK, neun papillire NZK und
zehn Onkozytome sowie 124 autologe nichtmaligne Nierengewebeproben von insgesamt 128
Patienten zur Verfiigung. Dariiber hinaus konnten 163 Metastasen von 83 kzNZK-Patienten
in die Auswertung einbezogen werden. Im Median standen dabei pro Patient zwei Metasta-
sen (0 — 8) zur Verfiigung. In 108/109 kzNZK, allen papilléren NZK und allen Onkozytomen
sowie in 123/124 nichtmalignen Nierengeweben wurden PECAMI1-positive Gefafistrukturen
nachgewiesen (Abb. 4.9 A; Abb. 4.10). Im Gegensatz zu den Tumorproben zeigten die Geféfle
der nichtmalignen Proben meist nur eine schwache und punktuelle Farbung der Gefafle. Die
nichtmalignen Gewebe zeigten dariiber hinaus eine Farbung der Kapillaren der Glomeruli.
Die mediane MVD war in kzNZK, Onkozytomen und nichtmalignen Nierengeweben ver-
gleichbar und betrug 212 (0 — 624), 238 (63 — 332) bzw. 211 (0 — 554) Gefifle/mm?. Papillire
NZK besaBen eine geringere mediane MVD von 79 (16 — 329) Geféfien/mm?. Dementspre-
chend bestand sowohl bei der Betrachtung aller als auch der gepaarten Proben kein signi-
fikanter Unterschied in der MVD der kzNZK und der der nichtmalignen Nierengewebe (U-
bzw. Wilcoxon-Test: p > 0,050).
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Abb. 4.9: Immunhistochemische Farbung von (A) PECAMI1 und (B — D) TSPANTY
in primiren klarzelligen Nierenzellkarzinomen. Die in A und B gezeigten Ausschnitte
représentieren ein und dasselbe Tumorareal eines Patienten mit initialen pulmonalen Metastasen,
dessen Priméartumor sowohl PECAMI- als auch TSPAN7-positive Gefaflstrukturen aufwies. C
zeigt einen Tumor mit TSPANT7-positiven Tumorzellen und D einen TSPAN7-negativen Tumor.
Die PECAMI1- bzw. TSPAN7-Farbung ist braun dargestellt, die Zellkerne sind blau geférbt.

Fiir die kzNZK-Patienten wurde untersucht, ob die MVD in den Metastasen und primaren

kzNZK mit klinischen Parametern bzw. mit der Prognose der Patienten assoziiert ist. Fiir
106 von 109 Patienten mit priméren kzNZK waren klinische Daten verfiighar, wobei von 94
dieser 106 Patienten auflerdem Nachbeobachtungsdaten vorlagen. Die mediane Nachbeob-

achtungszeit betrug 59 (1 — 183) Monate.

Spat entstandene Metastasen wiesen eine signifikant hohere MVD auf als frith entstan-
dene (DFS > 24 vs. < 24 Monate; Abb. 4.11 A). Die mediane MVD in priméren kzNZK
nahm zwar von nicht metastasierten tiber spiat metastasierte (DFS > 24 Monate) zu frith
metastasierten Tumoren (DFS < 24 Monate) kontinuierlich ab, zeigte aber keinen statis-
tisch signifikanten Unterschied zwischen diesen Gruppen (Abb. 4.11 B; Tab. 4.15). Auch bei
Verwendung strengerer DFS-Kriterien (DFS > 36 vs. < 12 Monate; Tab. 4.15) erreichte der
MVD-Unterschied zwischen den drei Primartumorsubgruppen keine statistische Signifikanz.
Die MVD der Metastasen zeigte zudem eine sehr schwache (p = 0,20), aber statistisch signi-
fikante (p = 0,010) positive Korrelation zum DFS. Die MVD der priméren kzNZK korrelierte

nicht mit dem DFS der Patienten.
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Abb. 4.10: Immunhistochemische Farbung von PECAMI1 und TSPANY in (A) einem
papilldren Nierenzellkarzinom, (B) einem Onkozytom und (C) einem nichtmalignen
Nierengewebe. Die reprisentativ fiir die PECAMI1- und TSPANT7-Farbung gezeigten Gewebe-
areale stammen jeweils aus demselben Praparat. Das gezeigte nichtmaligne Gewebe ist autolog
zu dem klarzelligen Nierenzellkarzinom aus Abb. 4.9 C. Die PECAM1- bzw. TSPAN7-Féarbung
ist braun dargestellt, die Zellkerne sind blau gefarbt.
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Priméare kzNZK von Patienten, die im Krankheitsverlauf keine manifesten Metastasen
entwickelten (nicht metastasiert), besafien eine hohere mediane MVD als solche, die initial
oder im weiteren Krankheitsverlauf Metastasen bildeten (metastasierte kzZNZK) und diese
wiederum eine hohere MVD als Metastasen. Wahrend zwischen den erstgenannten Gruppen
kein signifikanter Unterschied bestand (Tab. 4.15), unterschied sich die MVD nicht metas-
tasierter bzw. metastasierter primérer kzNZK statistisch signifikant von der in Metastasen
(Abb. 4.11 C). Auch bei getrennter Betrachtung der hiufigsten Metastasenlokalisationen
(35x Lymphknoten, 39x Lunge, 25x Nebenniere, 13x Knochen) bestéatigte sich deren signifi-
kant geringere MVD im Vergleich zu metastasierten primaren kzNZK (U-Test: p < 0,050).
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Abb. 4.11: Mikrogefafldichte von Metastasen und Primértumoren des klarzelligen Nie-
renzellkarzinoms in Abhiingigkeit (A, B) vom rezidivfreien Uberleben der Patienten
und (C) vom Metastasierungszustand. Die Mikrogefafidichte wurde immunhistochemisch
bestimmt. Der Nachbeobachtungszeitraum fiir Patienten mit nicht metastasierten kzZNZK betrug
70 — 163 Monate. Fiir die in B im Vergleich zu C fehlenden metastasierten kzNZK war das ge-
naue DFS unbekannt. (DFS = rezidivfreies Uberleben; kzNZK = klarzelliges Nierenzellkarzinom:;
met. = metastasiert; Mets = Metastasen; Mon. = Monate; n = Probenzahl; n.s. = nicht signi-
fikant; ! Irrtumswahrscheinlichkeit mittels Kruskal-Wallis-Test bzw. 2 U-Test nach vorherigem
Kruskal-Wallis-Test mit p < 0,050 berechnet)
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Des weiteren war die MVD des Primartumorpréaparats statistisch signifikant oder tenden-
ziell hoher in Patienten mit einem niedrigeren klinischen Stadium, einem geringen Tumor-
stadium (geringer lokaler Tumorausdehnung) bzw. ohne initiale Lymphknotenmetasierung

(Tab. 4.15).

Tab. 4.15: Abhangigkeit der Mikrogefafidichte in primaren klarzelligen Nierenzellkarzi-
nomen von klinischen Parametern und dem rezidivfreien Uberleben der Patienten.
Die Mikrogefafidichte wurde immunhistochemisch bestimmt. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten
wurden mittels U- bzw. ! Kruskal-Wallis-Test (gegen nicht metastasierte Tumoren) berechnet.
(DFS = rezidivfreies Uberleben; klin. = klinisch; kzZNZK = klarzelliges Nierenzellkarzinom; Me-
tastasierung = distante und/oder Lymphknotenmetastasierung initial oder im Verlauf; n = Pro-
benzahl; 2 Nachbeobachtungszeit 70 — 163 Monate)

Probenanzahl mediane Mikrogefaf3-
Parameter (% von n = 106) dichte [Gefile/mm?] p-Wert
Geschlecht n.s.
méannlich 74 (68) 189
weiblich 34 (32) 237
Tumorstadium 0,053
pT1/2 56 (53) 258
pT3/4 49 (46) 181
klin. Stadium 0,023
TNM I/1I 35 (33) 279
TNM III/IV 58 (55) 182
Tumorgrad n.s.
G1/2 70 (66) 245
G3 36 (34) 182
Veneninvasion n.s.
Vo0 36 (34) 238
V1 32 (30) 171
Lymphknotenstatus 0,048
NO 74 (70) 212
N+ 16 (15) 116
initiale distante Metastasen n.s.
MO 67 (63) 212
M1 29 (27) 189
Primirmetastasierung n.s.
NO MO 55 (52) 232
N+ und/oder M1 38 (36) 182
Metastasierung n.s.
nicht metastasiert 2 21 (20) 299
metastasiert 82 (77) 217
DFS n.s. !
> 36 Monate 18 (17) 235
< 12 Monate 46 (43) 186
DFS n.s. !
> 24 Monate 23 (22) 236
< 24 Monate 54 (51) 182
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Fiir die Uberlebensanalysen wurden die priméren kzNZK in Abhingigkeit von ihrer MVD
in zwei Gruppen (< bzw. > Median) geteilt. Patienten mit einer hoheren als der medianen
MVD hatten ein langeres DFS, TSS und OS als Patienten mit einer geringeren als der
medianen MVD, wobei diese Unterschiede keine statistische Signifikanz erreichten (nicht
gezeigt). Die rezidivfreie 10-Jahresiiberlebensrate lag fiir Patienten mit einer hoheren als
der medianen MVD bei 39 %, fiir Patienten mit einer geringeren als der medianen MVD
bei 24 %. Die tumorspezifischen 10-Jahresiiberlebensraten betrugen entsprechend 84 % bzw.
70 %, die 10-Jahres-Gesamtiiberlebensraten 80 % bzw. 65 %.

4.2.4 Immunhistochemische TSPANT7-Farbung

In den untersuchten Praparaten wurden sowohl TSPANT7-positive Tumor- (kzNZK, papil-
lare NZK, Onkozytome) bzw. Tubulizellen (nichtmaligne Nierengewebe) als auch TSPANT-
positive Geféfle beobachtet. Aulerdem waren die Kapillaren der Glomeruli der nichtma-
lignen Gewebe TSPANT7-positiv und in einigen Tumorpréiparaten wurden TSPANT7-positive
Immunzellen wie Makrophagen verzeichnet.

TSPANT7-Farbung von Tubuli- bzw. Tumorzellen

Fiir die Auswertung standen 114 kzNZK, acht papillire NZK und elf Onkozytome sowie
119 autologe nichtmaligne Nierengewebe von insgesamt 133 Patienten zur Verfiigung. Des
weiteren waren 181 Metastasen von 95 kzNZK-Patienten verfiigbar. Zum Vergleich mit den
Tumorzellen wurden die Tubulizellen der nichtmalignen Nierengewebe herangezogen, da sie
Ursprungsort des NZK sind.

Die hauptsachliche TSPAN7-Lokalisation in den Tumor- und Tubulizellen war das Zy-
toplasma, wobei das Farbemuster in den Tubulizellen nichtmaligner Gewebe und in On-
kozytomzellen haufig inhomogen und granular war (Abb. 4.9 C, S. 68; Abb. 4.10, S. 69).
Eine zytoplasmatische TSPAN7-Farbung der Tumor-/Tubulizellen war in 10/114 (9 %), 4/8
(50 %), 10/11 (91 %) bzw. 118/119 (99 %) kzNZK, papillaren NZK, Onkozytomen bzw.
nichtmalignen Geweben zu beobachten. Die mediane Farbeintensitit betrug 1,0 (1,0 — 2,0),
1,5 (1,0 — 2,0), 1,5 (1,0 — 2,0) bzw. 2,0 (1,0 — 3,0). Eine iiberwiegend schwache bis mittle-
re membranire Farbung wurde lediglich in kleinen Bereichen einzelner Zellen (im Median
5 — 10 %) beobachtet und war daher schwierig zu beurteilen. Eine solche Farbung zeigten
10/114 (9 %), 2/8 (25 %), 9/11 (82 %) bzw. 114/119 (96 %) kzNZK, papillire NZK, On-
kozytome bzw. nichtmaligne Nierengewebe. Weiterhin trat in mehreren Tumorproben und
einigen nichtmalignen Geweben eine nukledare Farbung auf. Nach Riicksprache mit einer er-
fahrenen Pathologin erwies sich diese jedoch als unspezifisch und wurde nicht in die weitere
Auswertung einbezogen.

Da in den NZK insgesamt nur ein geringer Teil der einzelnen Zellkompartimente
TSPANT-positiv war, wurden fiir die weitere Auswertung alle positiven Zellkompartimen-
te kombiniert und nur zwischen TSPANT7-positiven und -negativen Tumoren unterschieden.
Demnach zeigten alle nichtmalignen Nierengewebe (119/119) und Onkozytome (11/11) eine
TSPANT7-Farbung der Tubuli- bzw. Tumorzellen. Im Gegensatz dazu wiesen nur 4/8 (50 %)
der untersuchten papillaren und nur 18/114 (16 %) der kzNZK TSPANT7-positive Tumorzellen
auf. Der kzZNZK-Anteil mit TSPANT7-positiven Tumorzellen war statistisch signifikant gerin-
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ger als der Anteil nichtmaligner Gewebe mit TSPAN7-positiven Tubulizellen (Kolmogorov-
Smirnov-Test: p < 0,001). Weiterhin zeigten 41/181 (23 %) kzNZK-Metastasen eine posi-
tive TSPAN7-Farbung der Tumorzellen. Der Anteil der Metastasen mit TSPANT7-positiven
Tumorzellen war dabei nicht signifikant hoher als der der priméren kzNZK (Kolmogorov-
Smirnov-Test: p > 0,050).

AuBerdem wurden keine signifikanten Unterschiede in der TSPANT-Positivitat der kzNZK-
Zellen in Abhéngigkeit von klinischen Parametern (T, N, M, TNM, G) oder der Prognose
der Patienten (DFS, TSS, OS) festgestellt (p > 0,050).

TSPANT7-Farbung von Gefaf3strukturen

TSPANT-positive Gefafistrukturen wurden in den kzNZK, den papilliren NZK, den Onkozy-
tomen und den nichtmalignen Nierengeweben nachgewiesen. Lediglich in den kzZNZK konnten
die TSPANT-positiven Gefafle valide gezahlt werden, da hier die Farbung der Tumorzellen
negativ oder schwach war und somit die Positivitit der Geféfle nicht iiberdeckte. Acht-
undachtzig der 106 (83 %) auswertbaren priméren kzNZK und 100 der 160 (63 %) auswert-
baren kzNZK-Metastasen wiesen TSPANT7-positive Gefifle auf. Die Metastasen stammten
von 91 kzNZK-Patienten, wobei im Median pro Patient eine Metastase (1 — 8) vorhanden
war. Im Median besaflen sowohl die TSPANT7-gefafipositiven priméren kzNZK als auch die
kzNZK-Metastasen vier (1 — 40 bzw. 1 — 90) TSPANT7-positive Gefafie in einer Gewebestan-
ze. Fir 95/106 kzNZK-Patienten waren Nachbeobachtungsdaten vorhanden. Die mediane
Nachbeobachtungszeit betrug 60 (1 — 184) Monate.

Spét entstandene Metastasen besaflen eine signifikant hohere Anzahl TSPANT7-positiver
GefiaBe als frith entstandene (DFS > 24 vs. < 24 Monate; Abb. 4.12 A). In priméren kzNZK
war kein signifikanter Unterschied in der Zahl TSPANT-positiver Gefafle zwischen spater und
frither Metastasierung feststellbar. Dies galt sowohl fiir eine DFS-Grenze von 24 Monaten
als auch fir strengere DFS-Kriterien (DFS > 36 vs. < 12 Monate; Abb. 4.12 B; Tab. 4.16).
Die Zahl TSPANT7-positiver Geféfle in den Metastasen zeigte eine schwache (p = 0,29), aber
statistisch hochst signifikante (p < 0,001) positive Korrelation zum DFS. In den priméren
kzNZK korrelierte die Zahl TSPANT-positiver Gefafle nicht mit dem DFS der Patienten.

Sowohl friih als auch spat metastasierte primare kzNZK wiesen eine statistisch signifikant
geringere Anzahl TSPANT-positiver Gefafle auf als nicht metastasierte kzZNZK (Abb. 4.12 B).
Des weiteren nahm die Anzahl TSPAN7-positiver Geféfle kontinuierlich und statistisch sig-
nifikant ab von nicht metastasierten primaren kzNZK iiber metastasierte priméare kzZNZK zu
Metastasen (Abb. 4.12 C). In diesen Vergleich wurden alle verfiigbaren Metastasen unabhén-
gig von ihrer Lokalisation einbezogen. Bei Betrachtung einzelner Metastasenlokalisationen
zeigte sich ebenfalls eine signifikant bzw. tendenziell geringere Zahl TSPANT7-positiver Ge-
fafle in Lymphknoten- (n = 38; p = 0,004), pulmonalen (n = 29; p = 0,059) und osséren
Metastasen (n = 8; p = 0,055) im Vergleich zu metastasierten priméren kzNZK.

Patienten mit einem niedrigen Tumorstadium, einem niedrigen klinischen Stadium, ohne
initiale Lymphknotenmetastasierung bzw. ohne Metastasierung im weiteren Krankheitsver-
lauf wiesen eine statistisch signifikant hohere Anzahl an TSPAN7-positiven Gefaflen in ihrem
Primartumor auf als die jeweilige Vergleichsgruppe (Tab. 4.16).

Fiir die Uberlebensanalysen wurden die priméren kzNZK nach der Anzahl ihrer Gewebe-
stanzen mit TSPANT7-positiven Gefalen in zwei Gruppen geteilt. Patienten, die in beiden
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untersuchten Stanzzylindern TSPANT7-positive Geféfle aufwiesen, besafien ein statistisch sig-
nifikant langeres DFS, T'SS (Abb. 4.13) und OS (p = 0.012) als Patienten mit nur einem
oder keinem TSPANT-gefafipositiven Stanzzylinder. Das mediane DFS betrug fiir Patienten
mit zwei TSPANT7-gefafipositiven Stanzen 128 Monate (95 %-CI = 58 — 198 Monate) und
fiir Patienten mit nur einer oder keiner TSPAN7-geféBpositiven Stanze 49 Monate (95 %-CI
= 34 — 63 Monate). Medianes T'SS und OS waren in der zur Verfiigung stehenden Nachbe-
obachtungszeit noch nicht erreicht.
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Abb. 4.12: Anzahl TSPAN7-positiver Gefafle in Metastasen und Primartumoren des
klarzelligen Nierenzellkarzinoms in Abhingigkeit (A, B) vom rezidivfreien Uberle-
ben und (C) vom Metastasierungszustand der Patienten. Die Zahl TSPANT7-positiver
Gefafle wurde immunhistochemisch bestimmt. Der Nachbeobachtungszeitraum fiir Patienten mit
nicht metastasierten kzZNZK betrug 70 — 163 Monate. Die Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden
mittels U-Test berechnet. Fiir einen Patienten mit metastasiertem kzNZK war das DFS nicht
genau spezifiziert, so dass dieser Patient zwar in (C), aber nicht in (B) einbezogen wurde.
(DFS = rezidivfreies Uberleben; kzNZK = klarzelliges Nierenzellkarzinom; met. = metastasiert;
Mon. = Monate; n = Probenzahl; ! vorheriger Kruskal-Wallis-Test gegen nicht metastasierte
primére kzNZK mit p < 0,050)
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Tab. 4.16: Abhangigkeit der Anzahl TSPANT7-positiver Gefafle in primaren klarzelligen
Nierenzellkarzinomen von klinischen Parametern und dem rezidivfreien Uberleben
der Patienten. Die Zahl TSPANT7-positiver Geféafie wurde immunhistochemisch bestimmt. Die
Irrtumswahrscheinlichkeiten wurden mittels U-Test berechnet. (DFS = rezidivfreies Uberleben;
klin. = klinisch; Metastasierung = distante und/oder Lymphknotenmetastasierung initial oder
im Verlauf; pos. = positive; ! Nachbeobachtungszeit 70 — 163 Monate; ? vorheriger Kruskal-
Wallis-Test gegen nicht metastasierte primére Nierenzellkarzinome mit p < 0,050)

Probenanzahl Anzahl TSPANT-pos.

Parameter (% von n = 106) Gefiafle (Median) p-Wert
Geschlecht n.s.
ménnlich 74 (70) 3,0

weiblich 32 (30) 3,5

Tumorstadium 0,013
pT1/2 53 (50) 4,0

pT3/4 52 (49) 1,8

klin. Stadium 0,002
TNM I/11 32 (30) 5,5

TNM III/IV 61 (58) 2,0

Tumorgrad n.s.
G1/2 69 (65) 3,0

G3 37 (35) 3,5

Veneninvasion n.s.
Vo 36 (34) 3,5

V1 35 (33) 2,5

Lymphknotenstatus 0,044
NO 71 (67) 3,5

N+ 18 (17) 0,5

initiale distante Metastasen n.s.
MO 64 (60) 3,0

M1 31 (29) 3,5

Primirmetastasierung n.s.
NO MO 51 (48) 3,5

N+ und/oder M1 42 (40) 2,8

Metastasierung 0,003
nicht metastasiert ! 19 (17) 6,0

metastasiert 81 (76) 2,5

DFS n.s. 2
> 36 Monate 19 (18) 2,5

< 12 Monate 48 (45) 3,0

DFS n.s. 2
> 24 Monate 23 (22) 2,5

< 24 Monate 57 (54) 3,0
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Abb. 4.13: Rezidivfreies und tumorspezifisches Uberleben von Patienten mit klarzel-
ligem Nierenzellkarzinom in Abhingigkeit von der Anzahl TSPANT-gefaf3positiver
Stanzzylinder ihrer Primiartumoren. Die TSPANT7-Positivitiat wurde immunhistochemisch
bestimmt. Die Patienten wurden in zwei Gruppen eingeteilt, je nachdem, ob beide bzw. nur eine
oder keine der zwei untersuchten Gewebestanzen TSPAN7-positive Gefafle aufwies. Die Irrtums-
wahrscheinlichkeiten wurden mittels Log-Rank-Test berechnet. Die jeweils unter den Bildern
stehenden Tabellen zeigen die in die Analysen einbezogenen Patientenzahlen, die Anzahl der
eingetretenen Ereignisse in jeder Gruppe sowie die 5- und 10-JUR. (Anz. = Anzahl; gefifipos.
= gefifipositiv; JUR = Jahresiiberlebensrate; kum. = kumulative; n = Patientenzahl)

Kombination von PECAM1- und TSPAN7-Farbung

Fir 100 primére kzNZK und 156 kzNZK-Metastasen lagen sowohl Daten der PECAMI1- als
auch der TSPANT7-Féarbung vor. Die Zahl PECAMI1-positiver Geféfle reprasentiert dabei die
Gesamtzahl der GefaBe. In 99/100 Primértumoren und 155/156 Metastasen war die Zahl
der TSPANT7-positiven Gefafle deutlich geringer als die der PECAM]1-positiven Gefafle. Das
mediane Verhéltnis von TSPAN7- zu PECAMI1-positiven Gefaflen betrug 0,06 (0 — 0,33)
bzw. 0,03 (0 — 0,51). Die Zahl PECAMI1-positiver Gefafle, und somit auch die MVD, zeigte
eine mittlere, hochst signifikante Korrelation zur Zahl TSPANT7-positiver Gefae (p = 0,50;
p < 0,001).

Eine hohe MVD bzw. eine héhere Zahl TSPANT7-gefaflpositiver Stanzzylinder war mit
einem langen DFS, TSS und OS der Patienten assoziiert. Statistische Signifikanz erreichten
diese Unterschiede jedoch nur fiir TSPAN7. Hier wurde nun untersucht, ob das Verhaltnis
der Zahl TSPANT-positiver zu PECAMI1-positiven Gefafien einen signifikanten Einfluss auf
das Uberleben der kzNZK-Patienten hat. Nach Einteilung der Patienten in zwei Gruppen
basierend auf dem medianen TSPANT7/PECAM1-Verhéltnis zeigte sich kein Unterschied im
DFS oder TSS der Patienten in den beiden Gruppen (p > 0,050).

76



ERGEBNISSE

Prognostische Relevanz von TSPANT

Da sich das DFS und das TSS von kzNZK-Patienten in Abhéngigkeit von der MVD oder
dem Verhéltnis TSPAN7/PECAMI1-positiver Geféle nicht signifikant unterschieden, wur-
de im Folgenden nur TSPAN7 in die multivariaten Analysen einbezogen. Univariate Cox-
Analysen zeigten, dass das Vorhandensein TSPANT7-positiver Geféfie in beiden untersuchten
Gewebestanzen im Vergleich zu keiner oder nur einer TSPANT-gefafipositiven Stanze mit
einem langeren DFS und TSS der Patienten assoziiert war (Tab. 4.17). In anschlieenden
multivariaten Analysen zeigte lediglich das Tumorstadium einen von den anderen Variablen
unabhéangigen Einfluss auf das DFS. TSPAN7 war somit kein unabhéngiger prognostischer
Marker fiir das DF'S. Die Veneninvasion V wurde zur Modellerstellung nicht in die multivaria-
te Analyse einbezogen, da hier nur Daten fiir 41 Patienten verfiighar waren. Die Betrachtung
dieser geringen Patientenzahl ergab allerdings auch das pathologische Tumorstadium als ein-
zigen unabhéngigen prognostischen Marker fiir das DFS (nicht gezeigt). Auf das TSS hatte
TSPANT, nach der Adjustierung auf prognostisch relevante klinische Parameter, allerdings
einen unabhéngigen Einfluss (Tab. 4.17).

Tab. 4.17: Uni- und multivariate Cox-Regressionsanalyse fiir (A) das rezidivfreie und
(B) das tumorspezifische Uberleben unter Einbeziehung klinischer Parameter und
der Zahl TSPANT-gefiéf3positiver Gewebestanzen. Die TSPANT7-Positivitit wurde immun-
histochemisch bestimmt. Die angegebenen Patientenzahlen gelten fiir die multivariate Analyse.
Die HR bezieht sich auf den jeweils angegebenen Vergleich. Die TSPAN7-Gefafipositivitat wurde
in Abhéngkeit davon, ob null oder eine bzw. zwei von zwei Stanzen TSPANT7-positive Gefafle auf-
wiesen, in zwei Gruppen unterteilt. (CI = Konfidenzintervall; HR = ,hazard ratio*; kont. = Pa-
rameter als kontinuierliche Gréfle einbezogen; m = ménnlich; n = Patientenzahl; NA = nicht in
multivariate Analyse einbezogen; n.s. = nicht signifikant; w = weiblich; ! nicht in multivariate
Analyse einbezogen, da nur Daten fiir 41 Patienten verfiigbar; 2 nicht in multivariate Analyse
einbezogen, da sonst Koeffizienten nicht konvergierten)

Parameter univariate Analyse multivariate Analyse
(Bezugsgrofle) HR (95 %-CI) p-Wert HR (95 %-CI) p-Wert
A rezidivfreies Uberleben (n = 62, 34 Ereignisse)

Geschlecht (m vs. w) 1,07 (0,57 - 2,01)  n.s. NA NA
Tumorstadium

(pT3/4 vs.pT1/2) 2,97 (1,58 = 5,56) 0,001 3,04 (1,51 - 6,10) 0,002
TumorgroBe (kont.) [cm] 1,14 (1,02 - 1,26) 0,017 1,10 (0,93 — 1,22)  n.s.
N (N+ vs. NO) 2,81 (1,04 - 7,60) 0,041 1,20 (0,38 - 3,83)  n.s.
V (V1 vs. VO) 3,30 (1,52 - 7,15) 0,002 NA ! NA !
Tumorgrad (G3 vs. G1/2) 2,08 (0,98 — 4,42) 0,058 2,16 (0,68 - 6,90) n.s.
TSPANT (< 1 vs. 2 gefaf3-

positive Stanzen) 1,88 (0,99 — 3,57) 0,054 1,30 (0,61 —2,76)  n.s.
B tumorspezifisches Uberleben (n = 77, 10 Ereignisse)

Geschlecht (m vs. w) 2,41 (0,68 — 8,56)  n.s. NA NA
Tumorstadium

(pT3/4 vs. pT1/2) 5,38 (1,51 - 19,12) 0,009 6,47 (0,76 — 54,87) 0,087
Tumorgréfe (kont.) [cm] 1,31 (1,13 - 1,51) < 0,001 NA 2 NA 2
N (N+ vs. NO) 9,00 (2,70 — 29,74) < 0,001 9,30 (1,70 - 50,91) 0,010
M (M1 vs. MO) 4,50 (1,55 - 13,09) 0,006 1,82 (0,44 - 7,57)  n.s.
V (V1 vs. VO0) 1,87 (0,55 — 6,40)  n.s. NA NA
Tumorgrad (G3 vs. G1/2) 5,75 (2,00 - 16,64) 0,001 6,10 (1,41 - 26,41) 0,016
TSPANT (< 1 vs. 2 gefaf3-

positive Stanzen ) 2,81 (0,99 - 7,92) 0,051 7,85 (1,43 — 43,05) 0,018
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5 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden genomweite Expressionsanalysen an pulmonalen kzNZK-
Metastasen und primaren kzZNZK mit unterschiedlich langen DF'S durchgefithrt. Dabei sollten
Gene identifiziert werden, die mit der Latenzphase der Tumorzellen im Sekundérorgan und
somit mit dem DFS der Patienten assoziiert sind. Diese in den Metastasen und Primartumo-
ren deregulierten Gene sind potenziell funktionell an der Auspragung der Tumorzelllatenz
beteiligt und prognostisch nutzbar. Um weiterhin Patienten identifizieren zu koénnen, die
im Krankheitsverlauf keine manifesten Metastasen entwickeln, wurden diese metastasierten
priméren kzNZK mit nicht-metastasierten Tumoren verglichen. Durch den Abgleich mit Li-
teraturdaten und die Erstellung von Vorhersagemodellen sowie basierend auf funktionellen
Aspekten wurden Gene ausgewéhlt, deren differenzielle Expression und prognostische Eig-
nung mit unabhangigen Methoden an grofien Patientenkollektiven untersucht wurden.
Bevor die Ergebnisse der ,,Microarray“- und Validierungstudien diskutiert werden, folgen
zunichst einige allgemeine Uberlegungen zur Auswertung von , Microarray“-Analysen.

5.1 ,,Microarray‘“-Analysen

5.1.1 Biostatistische Auswertung der ,,Microarray*“-Daten

Trotz langjahriger Erfahrungen in der ,Microarray“-Technologie und grofler Anstrengungen
hinsichtlich einer Standardisierung existieren bisher keine Richtlinien zur Datenauswertung.
Problematisch ist insbesondere die Expressionsanalyse einer Vielzahl von Genen an einer
in Relation dazu sehr geringen Probenzahl. Es wurden verschiedene Préprozessierungs- und
Auswertealgorithmen vorgeschlagen, die haufig unterschiedliche Ergebnisse liefern [Millenaar
et al., 2006; Cui & Churchill, 2003; Quackenbush, 2001]. Generell tendiert man zur Wahl des
Algorithmus mit einem ,,biologisch sinnvollen* Ergebnis. Konsensus ist mittlerweile lediglich
eine Korrektur der verwendeten statistischen Tests fiir multiples Testen.

Hintergrundkorrektur, Normalisierung und Signalberechnung

Bereits verschiedene Algorithmen fiir Hintergrundkorrektur, Normalisierung und Signalbe-
rechnung konnen in den Folgeanalysen zu deutlichen Unterschieden in den differenziell expri-
mierten Genen fiithren [Millenaar et al., 2006; Seo & Hoffman, 2006]. Der wichtigste Unter-
schied der verschiedenen Methoden zur Auswertung von ,Microarrays® der Fa. Affymetrix
liegt dabei in der grundsétzlichen Entscheidung, ob die ,mismatch“-Sonden in die Signalbe-
rechnung einbezogen werden. Zur Korrektur unspezifischer Bindungen, fiir die sie urspriing-
lich vorgesehen waren [Affymetrix, 2004], erscheinen die ,mismatch“-Sonden eher ungeeig-
net, da sie héufig ein hoheres Signal als die zugehorigen ,perfect match“-Sonden liefern
[Millenaar et al., 2006]. Dementsprechend liefern die Verfahren, die eine Signalberechnung
nur auf Grundlage der ,perfect match“-Sonden durchfithren (z. B. RMAExpress; dChip PM)
[Irizarry et al., 2003; Li & Wong, 2003], reproduzierbarere Ergebnisse. Die mittels RMAFEx-
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press berechneten Expressionswerte korrelieren dabei am starksten mit den entsprechenden
qPCR-Daten [Millenaar et al., 2006; Seo & Hoffman, 2006].

Weiterhin liefert die im RMAExpress-Algorithmus implementierte Quantilnormalisierung,
im Gegensatz zur Signalskalierung auf eine einheitliche mittlere Intensitét [Li & Wong, 2003]
und zur Intensitdtsanpassung anhand von nicht-regulierten Genen [Affymetrix, 2004], eine
gute Korrektur der technischen Varianz unabhéngig von der Signalintensitét [Bolstad et al.,
2003]. Aus den genannten Grinden wurde in der vorliegenden Arbeit der RMAExpress-
Algorithmus zur Hintergrundkorrektur, Normalisierung und Signalberechnung verwendet.

Statistische Tests zur Identifikation differenziell exprimierter Gene

Meist werden zur Auswertung von ,,Microarray“-Daten parametrische Tests wie t-Test und
ANOVA verwendet, da diese fiir normalverteilte Daten mit homogener Varianz weniger falsch
negative Ergebnisse liefern als nicht-parametrische Tests. In ,,Microarray“-Analysen werden
diese strengen Voraussetzungen selbst nach logs-Transformation der Daten allerdings nie-
mals von allen betrachteten Genen erfiillt. Auch die Forderung nach Unabhéangigkeit der
durchgefiithrten Tests trifft im Fall von Expressionsanalysen nicht vollstdndig zu. Deshalb
werden diese parametrischen Tests z. B. durch eine empirische Berechnung der Irrtumswahr-
scheinlichkeiten mittels Permutationsanalyse, die keine spezifische Verteilungsfunktion und
keine Unabhéngigkeit der Daten fordert, modifiziert [Peng & Stromberg, 2003; Dudoit et al.,
2002].

Da in ,Microarray“-Analysen ein statistischer Test auf tausende Gene gleichzeitig ange-
wendet wird, steigt die Wahrscheinlichkeit p, ein falsch positives Ergebnis zu erhalten. Von
1.000 durchgefithrten Tests, deren p-Werte jeweils auf dem Signifikanzniveau 0,05 kontrol-
liert werden, liefern 5 %, also 50 Tests, ein falsch positives Ergebnis. Um diese Rate moglichst
gering zu halten, muss die Irrtumswahrscheinlichkeit p fiir multiples Testen korrigiert wer-
den. Neben der in dieser Arbeit verwendeten FDR, die die Rate an falsch positiven unter
allen positiven Ergebnissen reprasentiert [Benjamini & Hochberg, 1995], existiert hierfir die
sog. FWER (,family-wise error rate“). Sie kontrolliert die Wahrscheinlichkeit, mindestens
ein falsch positives Ergebnis innerhalb aller durchgefithrten Tests m zu erhalten (q = p/m).
Sie ist konservativer als die FDR und liefert somit weniger statistisch signifikante Ergebnisse
[Dudoit et al., 2002]. Bei Kontrolle der FWER sind somit viele der als signifikant ermittelten
Gene auch tatsachlich signifikant unterschiedlich exprimiert, wahrend bei der FDR-Kontrolle
moglichst viele der tatsachlich statistisch signifikant unterschiedlich exprimierten Gene auch
als solche erkannt werden. Die auch in der vorliegenden Arbeit verwendete FDR-Kontrolle
ist insbesondere fiir ,Microarray“-Analysen an heterogenen humanen Proben besser geeignet
als die der FWER, da man so eine groflere Zahl potenzieller Kandidatengene identifizieren
und damit auch globale Effekte bewerten kann [Reiner et al., 2003]. Da die FDR von der
Verteilung der nominalen (nicht-korrigierten) p-Werte abhéngt, ist sie je nach dem Anteil der
positiven an allen durchgefiihrten Tests unterschiedlich konservativ. Fiir einen geringen An-
teil positiver Tests (signifikant unterschiedlich exprimierter Gene) nihert sie sich der FWER
an, fiir einen hohen Anteil der Irrtumswahrscheinlichkeit ohne Korrektur p [Reiner et al.,
2003].
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Anzahl der Replikate

Entgegen dem gangigen Verfahren, Ergebnisse durch Verwendung einer moglichst grofien
Probenzahl abzusichern, werden bei kostenintensiven ,Microarray“-Analysen oft eher kleine
Probenzahlen untersucht. Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Probenzahlen sind fiir
die Untersuchung humaner Gewebeproben durchaus gangig [z. B. Yao et al., 2008; Kim et al.,
2007]. Beispielsweise identifizierten Yao et al. [2008] eine prognoserelevante Gensignatur in
kzNZK durch den Vergleich von 16 metastasierten und 11 nicht metastasierten Tumoren.

Ob die verwendete Probenzahl fiir die durchgefithrten Analysen ausreicht, lasst sich an-
hand der grafischen Darstellung des relativen Variationskoeffizienten der Expression ausge-
wéhlter Gene in Abhangigkeit von einer steigenden Zahl an Replikaten abschéitzen [Affyme-
trix, 2004]. Abb. 5.1 zeigt dies exemplarisch fiir die Gruppen der frithen Metastasen und friith
metastasierten Primédrtumoren anhand der Expression von sechs Genen unterschiedlicher
Expressionshohe. Die Diagramme fiir die spat entwickelten Metastasen sowie die nicht me-
tastasierten und spat metastasierten Primartumoren waren zu den dargestellten vergleichbar
(nicht gezeigt). Der Variationskoeffizient erreicht mit einer steigenden Probenzahl fiir fast al-
le Gene einen nahezu konstanten Wert. Somit sollte eine grofiere Probenzahl die Ergebnisse
von ANOVA und t-Test, deren TestgroBe die der mittleren Abweichung verwandte Stan-
dardabweichung ist und die zur Identifikation differenziell exprimierter Gene herangezogen
wurden, nicht deutlich beeinflussen [Affymetrix, 2004].
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Abb. 5.1: Relativer Variationskoeffizient (mittlere Abweichung/Mittelwert) der mit-
tels ,,Microarrays“ gemessenen Expressionswerte ausgewihlter Gene in (A) friih
entwickelten Metastasen und (B) friih metastasierten priméiren klarzelligen Nieren-
zellkarzinomen in Abhingigkeit von der Anzahl der biologischen Replikate. Die Zahl
der biologischen Replikate entspricht der Zahl der in der jeweiligen Gruppe untersuchten Pro-
ben. Die dargestellten Daten beziehen sich auf Gene, deren mittlere Expressionshohe tber alle
HArrays® etwa dem 10., 20., 40., 60., 80. bzw. 100. Perzentil entsprachen.
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Auswertung der ,,Microarray“-Daten von Metastasen und Primartumoren

Differenziell exprimierte Gene kénnen anhand (1) eines minimalen n-fachen bzw. (2) eines
statistisch signifikanten Expressionsunterschieds zwischen den verglichenen Gruppen identi-
fiziert werden. Die n-fache Anderung sagt allerdings nichts iiber die Streuung der Werte aus,
die statistische TestgroBe nichts iiber das Ausmafl der Anderung [Blalock, 2003]. AuBierdem
sind statistische Tests allein bei einer geringen Probenzahl nicht verlasslich [Blalock, 2003].
In der vorliegenden Arbeit wurde daher eine Kombination beider Méglichkeiten verwendet.

Generell ist es sinnvoll, zundchst die Gene mit einer hohen Variationsbreite ihrer Expres-
sion in den untersuchten Proben zu identifizieren und erst nach diesem Filtern statistische
Tests anzuwenden [Quackenbush, 2001]. In der vorliegenden Arbeit wurden fiir diese Se-
lektion zwei verschiedene Vorgehensweisen angewendet. Beim Vergleich spéter und frither
Metastasen wurden zunéchst gezielt die Gene mit einer grofien n-fachen Expressionsénde-
rung herausgesucht. Die n-fache Anderung liefert bei der geringen untersuchten Probenzahl
(6 vs. 5 Proben) wahrscheinlich robustere Ergebnisse als statistische Tests, die deshalb erst
im nachsten Schritt angewendet wurden. Von den 2557 Sondensets, die eine mindestens 1,8-
fache Expressionsianderung zeigten, waren 414 (16 %) statistisch signifikant unterschiedlich
exprimiert (q < 0,050). Bei diesem Anteil an positiven unter allen durchgefiihrten Tests ist
die FDR~Korrektur noch streng genug [Dudoit et al., 2002].

In den Primértumoranalysen waren die Expressionsunterschiede zwischen den einzelnen
Gruppen sehr gering (nicht gezeigt) und kénnen somit leicht durch technische Varianzen ver-
falscht werden. Durch eine geeignete ,batch“-Korrektur [Kitchen et al., 2010; Walker et al.,
2008] konnen die Daten von solchen Einfliissen bereinigt werden. In der vorliegenden Arbeit
wurden die Reagenziencharge, die Probenquelle und der Zeitpunkt der Probenbearbeitung als
wichtigste Einflussfaktoren in die ,,batch“-Korrektur einbezogen. Nach der ,,batch“-Korrektur
waren signifikante Expressionsunterschiede zwischen den verglichenen Primartumorgruppen
in Abhéngigkeit vom DFS sichtbar, die auch im biologischen Kontext sinnvoll erschienen.

Anhand der nach der ,batch“-Korrektur identifizierten differenziell exprimierten Gene
konnten die Proben auch anhand ihrer unkorrigierten Expressionswerte anndhernd in die
korrekten Gruppen klassifiziert werden (Abb. 5.2). Dies lasst darauf schlieflen, dass die mit-
tels ,,batch“-Korrektur herausgearbeiteten Effekte tatsachlich bereits vorher vorhanden und
nicht durch die ,batch“-Korrektur bedingt waren.

Die n-fachen Expressionsunterschiede zwischen den verschiedenen Primartumorgruppen
waren auch nach der ,batch“-Korrektur gering. Zudem wurden hier mehr Proben in die
einzelnen Gruppen einbezogen (7 vs. 9 vs. 8 Proben) als beim Vergleich der Metastasen.
Deshalb wurden hier — nach vorherigem Filtern der Daten, um die FDR-Korrektur nicht zu
konservativ zu gestalten — zunachst die statistisch signifikant unterschiedlich exprimierten
Gene identifiziert. Aus diesen wurden anschliefend die Gene herausgesucht, die eine mini-
male intensitatsabhéngige Expressionsdnderung zwischen den Gruppen aufwiesen. Geringe
Expressionswerte besitzen natiirlicherweise groflere Streuungen, so dass gering exprimierte
Gene per Zufall eine grofie n-fachen Anderung aufweisen kénnen [Kadota et al., 2008]. Aus
diesem Grund wurden fiir gering exprimierte Gene hohere minimale n-fache Anderungen
gefordert als fiir hoch exprimierte. Durch dieses Vorgehen wurden gering exprimierte Gene
mit hoher Streuung gezielt aus der Analyse ausgeschlossen. Solche Gene wiren aufgrund
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Abb. 5.2: Hierarchisches Clustern der nicht-“batch“-korrigierten Expressionsdaten der
primiren klarzelligen Nierenzellkarzinome. Das Clustern erfolgte anhand der 356 in nicht
vs. spat vs. frith metastasierten Primartumoren differenziell exprimierten Gene (457 Sondensets),
die anhand der ,,batch“-korrigierten Expressionsdaten ermittelt wurden. Die Proben sind mit den
,Microarray“-Bezeichnungen gekennzeichnet. In Klammern ist das rezidivfreie Uberleben des
jeweiligen Patienten bis zur Metastasendiagnose in Monaten angegeben. (kzNZK = klarzelliges
Nierenzellkarzinom; ohne = nicht metastasiert mit einer Nachbeobachtungszeit > 99 Monate)

der hohen Varianz ihrer Expressionswerte wahrscheinlich zu wenig verlasslich fiir spatere

prognostische Tests.

5.1.2 Spate vs. frithe pulmonale Metastasen — potenziell
funktionell an der Tumorzelllatenz beteiligte Gene

In der vorliegenden Arbeit wurden zunédchst Expressionsmuster identifiziert, die spat und
frith entstandene Metastasen unterschieden. Diese Expressionsmuster charakterisieren den
vorherzusagenden Phéanotyp. Sie sollten somit auch funktionell an dessen Entstehung, also
dem Metastasenwachstum, und moglicherweise auch an der Regulation der Latenzphase der
Tumorzellen im Sekundérorgan beteiligt sein. Die vorherige Untersuchung von Metastasen
zum spéateren Vergleich mit Primartumoren bietet somit den Vorteil, potenziell funktionell
wichtige Kandidatengene zu identifizieren. Wiirde man lediglich Primartumoren untersu-
chen, waren diese Muster vielleicht durch andere, funktionell nicht relevante Sekundareffekte
iiberdeckt. Die untersuchten Metastasen stellten ein sehr seltenes, homogenes Kollektiv dar
und waren somit viel versprechend zur Identifikation neuer molekularer Marker.

In den Vergleich spat vs. frith entwickelte Metastasen wurden solche Tumorherde einbezo-
gen, die sich frithestens 60 Monate nach Entfernung des Primartumors entwickelt hatten bzw.
solche, die innerhalb von neun Monaten nach Nephrektomie manifest waren. Klinisch gelten
letztere als synchrone Metastasen, deren Wachstum wahrscheinlich bereits bei Anwesenheit
des Primartumors eingesetzt hat. Aufgrund ihrer zu geringen Groflie vor der Nephrektomie
werden solche synchronen Metastases oft erst nach der Nephrektomie diagnostiziert. Ob es
sich hier auch biologisch um synchrone Metastasen handelt, ist unklar. In der Klinik wird
ein Uberlebensvorteil fiir Patienten mit einem DFS > 2 Jahren gegeniiber solchen mit einem
DFS < 2 Jahren beobachtet [van der Poel et al., 1999]. Die in den ,Microarray“-Analysen
gewéhlten DFS-Grenzen liegen damit sicher in dem prognostisch giinstigen bzw. ungiinstigen
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Bereich. Mit diesen Extremgruppen kénnen existierende Expressionsunterschiede auch bei
der geringen Zahl der verwendeten Proben valide identifiziert werden.

Potenziell mit der Latenzphase assoziierte Gene

Die 306 zwischen spéat und friith entwickelten pulmonalen Metastasen differenziell exprimier-
ten Gene sowie eine auf diesen basierende 6-Gensignatur differenzierten die Metastasensub-
gruppen vollstandig voneinander. Auflerdem wurden weitere unabhéngige Metastasen der
richtigen Subgruppe zugeordnet, was die Validitat dieser Expressionsmuster zur Unterschei-
dung spéter und frither Metastasen unterstreicht.

Die Proteine dieser 306 Gene sind in Prozesse involviert, die in Tumorwachstum und
Metastasierung eine wichtige Aufgabe erfiillen. Dazu gehéren Angiogenese, Zellmotilitat,
Zelladhasion und Signaltransduktion. Fiir viele dieser Gene ist weiterhin bekannt, dass ih-
re Proteine eine Rolle in der Metastasierung spielen. So waren beipielsweise die Gene des
antiproliferativ wirkenden Rezeptors DARC, der Metalloproteinase-Inhibitoren TIMP2 und
TIMP3 sowie ID3 in spaten Metastasen heraufreguliert. DARC auf Endothelzellen wech-
selwirkt mit CD82 auf Tumorzellen und inhibiert somit die Proliferation und induziert die
Seneszenz der Tumorzellen im Blutstrom, was eine weitere Metastasierung verhindert [Ban-
dyopadhyay et al., 2006]. ID3 kann den Zellzyklus nach einer Latenzphase reinitiieren [Gupta
et al., 2007]. Eine hohe Expression von DARC oder ID3 kénnte somit in der Induktion bzw.
dem anschlieBenden Austritt aus der Latenz eine Rolle spielen.

Bisher wurden keine ,,Microarray“-Studien zum kzNZK oder anderen Tumorentitaten pu-
bliziert, in denen Metastasen hinsichtlich des DFS differenziert wurden. Allerdings wurden
in verschiedenen Tierexperimenten Tumorzellen, die latente Tumorzellen oder Mikrometas-
tasen bedingten mit solchen verglichen, die ohne Latenzphase (spontan) das Wachstum von
Makrometastasen induzierten. In diesen Experimenten wurde also der Ausgangszustand, die
latenten Tumorzellen oder Mikrometastasen, in der vorliegenden Arbeit hingegen der End-
zustand, die manifesten Metastasen, betrachtet. Kluger et al. [2005] und Minn et al. [2005a]
verglichen die Expressionsprofile humaner Mammakarzinomzellen (GI101A, MDA-MB-231)
mit denen durch in vivo-Selektion aus ihnen hervorgegangenen Tochterzelllinien mit deut-
lich erhohtem pulmonalen Metastasierungspotenzial. Die Tochterzellen induzierten spontane
Makrometastasen, wahrend die parentalen Zellen latente Tumorzellen bzw. Mikrometasta-
sen bedingten. In den Vergleichen von parentalen und Tochterzelllinien identifizierten Minn
et al. [2005a] 94 und Kluger et al. [2005] 102 differenziell exprimierte Gene. In der vor-
liegenden Arbeit waren sechs (ATPI11A, GSN, LBH, OLFML2A, PDGFA, SPARC) bzw.
fiunf dieser Gene (APOE, CSRP1, GAS6, HNMT, TPM?2) auch zwischen spéten und frithen
kzNZK-Metastasen differenziell exprimierten.

Diese Gene waren also sowohl in latenten Tumorzellen vs. spontanen Makrometastasen
als auch in spéaten vs. frithen Metastasen differenziell exprimiert. Sie verdndern somit ihre
Expression vermutlich nicht grundsétzlich beim Ubergang vom latenten in den manifesten
Zustand. Damit stellen diese Gene potenzielle tumorintrinsische Faktoren dar, die bereits den
vom Primértumor abgesiedelten Zellen eigen sind und die Latenzzeit ,vorherbestimmen®.

Funktionell interessant erscheint in diesem Zusammenhang GAS6. Es wird von Osteo-
blasten produziert und trégt zur Bildung einer Nische fiir himatopoetische Stammzellen im
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Knochenmark bei [Shiozawa et al., 2010]. Durch Bindung an die Rezeptortyrosinkinase AXL
inhibierte GAS6 aufierdem die Proliferation humaner Prostatakarzinomzellen (PC3, DU145)
durch Induktion eines Zellzyklusarrests, schiitzte diese Zellen allerdings vor Apoptose [Shio-
zawa et al., 2010]. Somit konnte GAS6 an der Bildung einer prametastatischen Nische im
Knochenmark (und eventuell auch in anderen Organen) beteiligt sein und die Latenz von
Tumorzellen induzieren. Dieser Theorie entsprechend war GAS6 in spiaten Metastasen ho-
her exprimiert als in frithen. Passend zu dieser Theorie war eine hohe GAS6-Expression in

primdren NZK mit einem lingeren Uberleben der Patienten assoziiert [Gustafsson et al.,
2009].

Vaskularisierung als die Latenzzeit bestimmender Faktor

Die Arbeitsgruppe um Nava Almog injizierte in vivo-selektierte Zellklone humaner Mamma-
karzinom- (MDA-MB-436), Osteosarkom- (KHOS-240S), Glioblastom- (T98G) bzw. Lipo-
sarkomzellen (SW872) in die Flanke von SCID-Méusen [Almog et al., 2009 & 2006; Naumov
et al., 2006a]. Verschiedene Zellklone jeder Zelllinie bildeten entweder latente Mikrotumoren
oder spontane makroskopische subkutane Tumorherde. Zwischen Zellen, die latente und sol-
chen, die makroskopische Tumorherde induzierten, waren 811 Gene differenziell exprimiert
[Almog et al., 2009]. Die latenten Mikrotumoren besaien keine funktionsfédhigen Geféafie, son-
dern lediglich Endothelzellverbénde ohne Lumen. Erst nach einer definierten Latenzphase
induzierten diese Tumorherde spontan Angiogenese und damit ihr Wachstum [Almog et al.,
2009 & 2006].

Unter den 306 in spaten vs. frithen kzNZK-Metastasen differenziell exprimierten Genen
war ebenfalls die Angiogenese/Vaskularisierung tiberreprésentiert. Eine Literatursuche zeig-
te, dass die meisten dieser Gene (z. B. ANGPT1, KDR, NOTCH4, ROBO4) vaskularisie-
rungsfordernde Proteine kodieren (GoPubmed, Stand 09.04.2010) [Doms & Schroeder, 2005].
Die hohere Expression der meisten dieser Gene in spaten Metastasen deutet auf eine starke-
re Angiogenese/Vaskularisierung in diesen prognostisch giinstigeren Tumorherden hin. Diese
Beobachtung war unerwartet, da eine verstarkte Angiogenese/Vaskularisierung im allgemei-
nen Wachstum, Invasivitit und Metastasierung von Tumoren begiinstigt [Sharma et al.,
2005; Hanahan & Weinberg, 2000]. Allerdings waren auch THBS1, CD36 und COL4A2, de-
ren Proteine bzw. Proteinspaltprodukte (Canstatin) eine antiangiogene Wirkung vermitteln
[Silverstein & Febbraio, 2009; Mundel & Kalluri, 2007], in spaten Metastasen tiberexprimiert.

Auch Mammakarzinom-, Osteosarkom-, Glioblastom- und Liposarkomzellen, die in
SCID-Méusen erst nach einer definierten Latenzphase zur Makrometastase heranwuchsen,
produzierten in stiarkerem Mafle den antiangiogenen Faktor THBS1 [Almog et al., 2006;
Naumov et al., 2006a]. Diese antiangiogenen Faktoren konnen die Latenz der Tumorzellen
bedingen [Huang & Bao, 2004]. Da sie allerdings auch noch in den makroskopischen spé-
ten Metastasen detektierbar waren, erscheint ihre Inhibition als Ursache fiir den Austritt
aus der Latenz unwahrscheinlich. Moglicherweise bestimmt das Verhéltnis von pro- zu an-
tiangiogenen Faktoren die Dauer der Latenzphase. Mit zunehmender Latenzzeit konnte die
Menge an proangiogenen Faktoren zunehmen und ab einem kritischen Verhaltnis von pro-
zu antiangiogenen Faktoren den Austritt aus der Latenz bewirken. Die von Almog et al
[2006] beobachteten Endothelzellverbénde konnten ein Zeichen dafiir sein, dass in Abhéngig-
keit von diesem Verhéltnis die Bildung funktionsfihiger Gefafle nicht vollstéindig inhibiert,
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sondern nur verzogert ist. Nach einer von diesem Verhéltnis abhéngigen definierten Zeitspan-
ne werden moglichweise funktionsfihige Gefafle gebildet, die einen Austritt aus der Latenz
bewirken.

Interessanterweise beobachteten auch Almog et al. [2006] eine héhere MVD in SW872-
Liposarkomen, die erst nach einer Latenzphase entstanden im Vergleich zu spontanen mak-
roskopischen Tumoren gleicher Grofle. Auch latente Liposarkomzellen sekretierten mehr pro-
angiogenes VEGF und FGF2 als Tumorzellen, die sofort Makrometastasen bildeten. Fiir la-
tente Mammakarzinom-, Osteosarkom- und Glioblastomzellen wurde dieser Effekt allerdings
nicht beobachtet [Naumov et al., 2006a]. Die erhohte Produktion proangiogener Faktoren in
latenten Zellen scheint somit ein von der Zelllinie bsw. der Tumorentitit abhangiger Ef-
fekt zu sein. Das hohere proangiogene Potenzial der spaten kzNZK-Metastasen ist somit
wahrscheinlich auch ein kzNZK-spezifischer Effekt. Im Gegensatz zu der géngigen Theo-
rie, dass Tumorwachstum und -progression durch eine starke Vaskularisierung begiinstigt
werden, geht eine hohere MVD im kzNZK mit einer besseren Prognose einher [Sandlund
et al., 2007a]. Dieser in Primértumoren beobachtete Effekt kann einfach von den Metastasen
,geerbt® worden sein. Unterstiitzt wird diese Uberlegung durch eine Studie an Mammakarzi-
nomen [van den Eynden et al., 2007]. Laut dieser sind Metastasen hinsichtlich der Expression
(lymph-)angiogeneseassoziierter Gene ihren autologen Primartumoren dhnlicher als Metas-
tasen aus demselben Organ.

Neben der Angiogenese war auch die Zellmotilitét in spaten im Vergleich zu frithen Metas-
tasen aktiviert (GoPubmed, Stand 09.04.2010) [Doms & Schroeder, 2005]. Wahrscheinlich
handelt es sich hier um eine erhéhte Motilitdt der Endothelzellen im Zuge der Angiogenese
und nicht um eine erhéhte Motilitat der Tumorzellen.

Vergleich unterschiedlicher Metastasenzahlen

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden pulmonale Metastasen nicht nur beztiglich ihres
DFS verglichen, sondern auch beziiglich der Gesamtzahl der Metastasen der entsprechenden
Patienten [Wuttig et al., 2009]. Die Ergebnisse sollen hier nur kurz erwahnt und mit denen
der DFS-Analysen verglichen werden. Es ist bekannt, dass Patienten mit solitdren Metas-
tasen eine bessere Prognose haben als Patienten mit multiplen Metastasen [Junker et al.,
2003a]. Klinisch gehen frithe Metastasen oft mit einer multiplen Metastasierung, also einer
groflen Metastasenzahl, einher. Spate Metastasen sind hingegen oft solitdr. Somit wird eine
frithe multiple Metastasierung oft als ein gemeinsamer Effekt eines aggressiven Tumors be-
trachtet. Wéahrend in den in spaten vs. frithen Metastasen differenziell exprimierten Genen
die Angiogenese iiberreprasentiert war, war zwischen Metastasen, die aus Patienten mit sehr
wenigen bzw. multiplen Metastasen stammten (< 8 vs. > 16), insbesondere der Prozess der
Zellteilung (z. B. PBK, PTTG1, CKS2) dereguliert. Da die Zellteilung in Patienten mit mul-
tiplen Metastasen aktiviert war, wird eine grofle Metastasenzahl moglicherweise durch eine
hohere Proliferationsrate bedingt. Dies verdeutlicht die Komplexitat des Metastasierungs-
prozesses und zeigt, dass verschiedene Phdnomene dieses Prozesses moglicherweise auch in
funktionellen Studien getrennt voneinander untersucht werden sollten. Dies wird durch die
Beobachtung von Naumov et al. [2006a] an humanen Mammakarzinom- (MDA-MB-436),
Osteosarkom- (KHOS-240S) und Glioblastomzellen (T98G) gestiitzt. Parentale Zelllinien,
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die in SCID-Mé&usen latente Mikrometastasen bildeten und in vivo-selektierte Tochterzell-
linien, die spontane makroskopische Tumoren induzierten, unterschieden sich nicht in ihrer
in vitro-Proliferationsrate und -Koloniebildungsfahigkeit.

5.1.3 Nicht vs. spat vs. frith metastasierte primare
Nierenzellkarzinome — potenziell prognostisch nutzbare
Gene

Durch die Einbeziehung primérer kzZNZK mit unterschiedlich langen DF'S sollten aus den
in den Metastasenanalysen identifizierten und somit potenziell funktionell relevanten Ge-
nen die herausgesucht werden, die bereits im Primartumor dereguliert sind. Eine bereits im
Primartumor nachweisbare Expressionsveranderung kann zur Vorhersage des DFS herange-
zogen werden. Da Primértumoren in der Regel zeitnah nach der Diagnose operativ entfernt
werden, stehen sie quasi bei jedem Patienten fiir molekularbiologische Untersuchungen zur
Verfiigung.

Solche sowohl in Metastasen als auch in Primértumoren deregulierten Gene reprasentieren
tumorintrinsische DFS-assoziierte Faktoren. Sie sind bereits den vom Primértumor dissemi-
nierten Zellen eigen und verindern ihre Expression beim Ubergang vom latenten in den
manifesten Zustand der Metastase nicht. Sie konnten die Lénge der Latenzphase und somit
das DFS vorherbestimmen. Mit der gewahlten Vorgehensweise konnten natiirlich keine Ge-
ne identifiziert werden, deren Expression sich wahrend der Anpassung an das umliegende
Gewebe in der latenten Tumorzelle verdndert und so deren Wachstum bewirkt. Da es aber
Ziel der Arbeit war, prognostisch relevante Gene zu identifizieren, war der Vergleich mit
Primértumoren unumgéanglich.

Die Existenz tumorintrinsischer Gensignaturen wird durch verschiedene ,Microarray*-
Studien belegt. In ihnen wurden sowohl in priméren kzNZK [Lane et al., 2009; Yao et al.,
2008] als auch in Primartumoren anderer Entitaten [Driouch et al., 2007; van’t Veer et al.,
2002] DFS-assoziierte Gensignaturen identifiziert.

Auch verschiedene experimentelle und klinische Studien stiitzen diese Beobachtung. Hu-
mane Tumorzelllinien weisen Latenzphasen definierter Lénge auf, bis sie in SCID (,,seve-
re combined immune deficiency*)-Méusen zu manifesten Tumoren heranwachsen [Naumov
et al., 2006]. Dies lasst auf eine von vornherein programmierte molekulare Ursache schliefien.

Bei Mammatumoren beobachteten sowohl Demicheli et al. [2008] an 1.526 Patientinnen
als auch Karrison et al. [1999] an 1.100 Patientinnen zwei Peaks im DFS: den ersten etwa
18 — 24 Monate, den zweiten etwa 60 Monate nach Primartumorentfernung. Diese Zeitspan-
nen waren dabei unabhéngig von der Lokalisation der Metastasen. Auch das deutet darauf
hin, dass die Latenzphase und damit das DFS nicht durch die Anpassung an die Mikroum-
gebung eines bestimmten Sekundéarorgans begriindet ist, sondern tatséchlich durch in den
Tumorzellen vorhandene genetische Programme hervorgerufen wird [Demicheli et al., 2008].

Priméartumoren unterscheiden sich in Abhéngigkeit von der Lokalisation ihrer Metasta-
sen in der Genexpression [Landemaine et al., 2008]. Um zu verhindern, dass eine globale
Metastasierungssignatur durch organspezifische Signaturen iiberdeckt wird, wurden Primér-
tumoren mit verschiedenen Metastasenlokalisationen in die Analysen einbezogen. Auflerdem
wurden kzNZK mit initialen Lymphknotenmetastasen in den ,,Microarray“-Analysen als me-
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tastasierte Tumoren betrachtet, da sich die lymphogene Metastasierung mechanistisch nur
wenig von der hdmatogenen unterscheidet [Stacker et al., 2002]. Dies wird durch die Be-
obachtung gestiitzt, dass das Vorhandensein regionaler Lymphknotenmetastasen im kzNZK
mit einem deutlich erhohten Risiko einhergeht, distante Metastasen zu entwickeln [Siebels
& Stief, 2007].

Neben spéat und frith metastasierten kzNZK wurden auch Tumoren in die Analysen ein-
bezogen, die im Krankheitsverlauf nachweislich keine manifesten Metastasen entwickelten.
In der Klinik ist es natiirlich wichtig, auch solche Patienten zu identifizieren, die keiner
Therapie oder engmaschigen Uberwachung bediirfen. Somit sollte die Expressionshohe der
identifizierten DFS-assoziierten Gene im Idealfall auch diese nicht metastasierten Tumoren
von kzNZK abgrenzen, die manifeste Metastasen bedingen.

Kontinuierliche Deregulation der Expression

Die 356 zwischen nicht, spat und frith metastasierten primaren kzNZK differenziell exprimier-
ten Gene ordneten die kzZNZK im hierarchischen Clustern nahezu vollstandig entsprechend
dieser drei Gruppen an. Lediglich die Proben NZK23 und NZK5 wurden jeweils der Gruppe
mit der besseren Prognose zugeordnet. Vermutlich sind diese beiden Patienten biologische
Ausreifler, die trotz ihrer Metastasierung lange iiberlebten. Zumindest bei der Patientin mit
NZK23, die trotz initialer Hautmetastasen 123 Monate nach Nephrektomie noch am Leben
war, ist dies der Fall. Diese initialen Hautmetastasen wurden zwar reseziert. Die Patientin
erlitt allerdings mehrere weitere Rezidive (zuletzte 69 Monate nach Nephrektomie), die nicht
mehr vollstandig reseziert wurden. Somit tiberlebte diese Patientin unerwartet lange im Ver-
gleich zu der medianen Uberlebenszeit von 12 Monaten fiir Patienten mit metastasiertem
und nicht therapierten kzNZK [Motzer et al., 2007]. Fiir die Patientin mit NZK5 waren leider
keine Nachbeobachtungsdaten vorhanden.

Die Baumstruktur des hierarchischen Clusters ergab zwei Cluster, die nicht und frith me-
tastasierte kzNZK differenzierten. Die spit metastasierten Tumoren zeigten ein intermedi-
ares Expressionsmuster. Dies deutet auf eine kontinuierliche Deregulation der Expression
der identifizierten Gene in diesen drei Gruppen hin. Tatsédchlich war die Expression fir
90 % der 356 differenziell exprimierten Gene kontinuierlich dereguliert von nicht via spét zu
frith metastasierten kzNZK oder ahnlich hoch in nicht und spat metastasierten Tumoren.
Erstaunlicherweise wies auch die Expression des iiberwiegenden Teils der in nicht metasta-
sierten vs. metastasierten kzNZK differenziell exprimierten Gene eine solche kontinuierliche
Deregulation auf.

Insgesamt deuten diese Beobachtungen darauf hin, dass biologisch nicht metastasierte
kzNZK moglicherweise nicht existieren. Auch in Patienten ohne klinisch detektierbare Me-
tastasen konnten demnach Tumorzellen vom Primartumor gestreut worden sein, die sich
im Sekundéarorgan angesiedelt haben. Die Expressionshohe der kontinuierlich deregulierten
Gene konnte die Dauer der Tumorzelllatenz dieser Zellen bestimmen. Bei Patienten, die im
Krankheitsverlauf keine manifesten Metastasen entwickeln, wird das Ende dieser Latenzpha-
se und somit das DFS wahrend der Lebensdauer des Patienten moglicherweise einfach nicht
erreicht. Interessant ist in diesem Zusammenhang natiirlich die Frage, ob mit einer steigen-
den Lebenserwartung haufiger das DFS erreicht wiirde und somit Makrometastasen gebildet
wiirden. Dies unterstiitzt die Notwendigkeit molekularer Faktoren zur DFS-Abschétzung.
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Allerdings ist zu bedenken, dass die Auswahl der nicht metastasierten kzNZK anhand
klinischer Befunde erfolgte. Der hierfiir gewahlte minimale Nachbeobachtungszeitraum von
99 Monaten ist im Vergleich zu dem in anderen Arbeiten verwendeten (z. B. 28 — 40 Monate
in Jones et al. [2005]) sehr lang und charakterisiert die nicht metastasierten Tumoren somit
sehr gut. Moglicherweise sind die fiir die ,,Microarray“-Analysen ausgewéahlten klinisch nicht
metastasierten kzZNZK trotzdem rein zufillig solche, die biologisch metastasiert sind, also
latente Tumorzellen im Sekundérorgan gebildet haben. Dies ist allerdings unwahrscheinlich,
denn auch in den Validierungsstudien an grofleren Patientenkollektiven wurde fiir viele Gene
eine kontinuierliche Deregulation der Expression oder eine dhnliche Expressionshohe in nicht
und spéit metastasierten kzNZK beobachtet. Auch in frith metastasierten Tumoren kénnten
sich die Tumorzellen lange vor ihrem Wachstum zu Makrometastasen im Sekundirorgan
angesiedelt und somit eine Latenzphase durchlaufen haben. Auch dies ist allerdings mit den
zur Verfiigung stehenden klinischen Methoden nicht nachweisbar. Letztendlich ist aber in
beiden Féllen die klinische Situation die relevante und vorherzusagende. Latente Tumorzellen
oder Mikrometastasen haben keinen Einfluss auf das Uberleben des Patienten, solange sie
nicht ihr Wachstum zur Makrometastase induzieren.

Verschiedene experimentelle und klinische Studien liefern Beweise fiir die Theorie, dass
biologisch nicht metastasierte Tumoren nicht existieren. So bedingen beispielsweise verschie-
dene Tumorzelllinien, von denen angenommen wurde, sie wiirden keine Tumoren in Mau-
sen induzieren, latente Tumorzellen bzw. Mikrotumoren in immunkompromittierten Méausen
[Naumov et al., 2006]. Die Osteosarkomzelllinien SAOS-2 und MG-63 bilden beispielsweise
erst ein Jahr nach Tumorzellinjektion makroskopische Tumoren. Diese lange Latenzphase
iiberschreitet haufig die Lebenszeit des Tieres.

Dass Tumorzellen ein Leben lang in einem latenten Zustand verbleiben koénnen, zeigten
auch Autopsiestudien, deren Ergebnisse von Black & Welch [1993] zusammengefasst wurden.
Besonders interessant, oder erschreckend, ist der Befund, dass 98 % der Menschen im Alter
von 50 bis 70 Jahren Tumorzellen in ihrer Schilddriise aufwiesen. Allerdings werden nur bei
etwa 0,1 % dieser Altersgruppe makroskopische Schilddriisentumoren diagnostiziert. Anzu-
merken ist jedoch, dass die Detektion dieser latenten Tumoren zum Teil nur indirekt erfolgte.
Die Arbeitsgruppe fertigte im Abstand von 2 — 3 mm Diinnschnitte der Schilddriisen von
101 Patienten an. Die Zahl der in 36 Patienten detektierten Mikrometastasen (Durchmesser
0,15 — 14,0 mm) wurde dann auf die Gesamtzahl im nicht untersuchten Gewebe extrapoliert,
da insbesondere kleine Tumorherde im Bereich zwischen den begutachteten Diinnschnitten
liegen konnten.

Uberreprisentierte biologische Prozesse

Unter den in nicht vs. spat vs. frith metastasierten Primartumoren differenziell exprimierten
Genen war wie auch im Vergleich der Metastasensubgruppen die Angiogenese/Vaskularisie-
rung des Tumors statistisch signifikant tiberreprasentiert.

Auch hier waren die betroffenen Gene tiberwiegend positive Regulatoren dieses Prozesses
(GoPubmed, Stand 09.04.2010) [Doms & Schroeder, 2005] und nahezu ausschlielich kon-
tinuierlich herunterreguliert von nicht via spét zu frith metastasierten kzNZK. Das bedeu-
tet, dass die Angiogenese/Vaskularisierung in dieser Gruppenabfolge zunehmend deaktiviert
war. Auch diese Beobachtung passt zu dem bereits bekannten Fakt, dass kzZNZK mit einer
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besseren Prognose stéarker vaskularisiert sind [Sandlund et al., 2007a]. Der Prozess der Angio-
genese/Vaskularisierung in priméren kzNZK scheint sich allerdings von dem in Metastasen
zu unterscheiden, da die beteiligten, differenziell exprimierten Gene sich in beiden Gruppen
weitestgehend unterschieden. Somit erscheinen diese Faktoren fiir prognostische Zwecke un-
geeignet. Auch die Gene der antiangiogen wirkenden Proteine CD36, COL4A1 und THBSI,
die in den Metastasenanalysen identifiziert wurden, waren zwischen den einzelnen Primér-
tumorgruppen nicht differenziell exprimiert. Sie stellen somit keine bereits im Primértumor
programmierten Signaturen dar.

Auch die betroffenen Gene der iiberreprasentierten Zellmigration und -proliferation ko-
dierten tiberwiegend positive Regulatoren dieser Prozesse (GoPubmed, Stand 09.04.2010)
[Doms & Schroeder, 2005] und waren kontinuierlich herunterreguliert in nicht via spit zu
frith metastasierten priméaren kzNZK. Die Aktivierung dieser Prozesse in nicht metastasier-
ten im Vergleich zu spat und friih metastasierten Tumoren ist wahrscheinlich auch hier wieder
ein Bestandteil der Angiogenese und spiegelt die Migrations- und Proliferationsfahigkeit der
Endothelzellen wider.

5.1.4 Vergleich der Ergebnisse der ,,Microarray“-Studien an
Primartumoren und Metastasen

Im néchsten Schritt sollte gepriift werden, ob die potenziell funktionell an der Tumorzellla-
tenz beteiligten Gene, die in den Metastasen identifiziert wurden, auch prognostisch nutzbar
sind. Hierfiir wurden die an Metastasen und Priméartumoren erhaltenen Daten verglichen.

Einen ersten Hinweis auf sehr dhnliche DFS-assoziierte Expressionsmuster in Metasta-
sen und Primartumoren geben hierarchische Clusteranalysen. Die in den Metastasen bzw.
in den Primértumoren identifizierten Gene klassifizieren den jeweils anderen Gewebetypus
weitestgehend in die unterschiedlichen DFS-Gruppen (Abb. 5.3). Die Metastasen waren ein-
deutig in spéate und frithe unterscheidbar. Die Primartumoren wurden zumindest anndhernd
in Cluster von nicht, spat und friith metastasierten Tumoren unterteilt. Der Vergleich der
in den Metastasen- und Primartumorsubgruppen differenziell exprimierten Gene lieferte 36
Gene, die in beiden Vergleichen identifiziert wurden. Eine néhere Betrachtung ausgewéhlter
Gene zeigte einen grofferen Expressionsunterschied in den Metastasen- im Vergleich zu den
Priméartumorsubgruppen. Diese Beobachtungen sprechen zum einen dafiir, dass in kzNZK
tumorintrinsische DFS-assoziierte Gensignaturen existieren. Zum anderen zeigen sie, dass
die entsprechenden Expressionsunterschiede zwar bereits im Priméartumor vorherbestimmt,
in den Metastasen aber deutlich starker ausgepragt sind. Somit kénnten diese Gene Metasta-
sierungsvirulenzgene darstellen [Nguyen et al., 2009]. Wéhrend des Metastasierungsprozesses
werden Zellpopulationen, die DFS-relevante Expressionssignaturen aufweisen, selektiert, da
diese eine funktionelle Rolle in der Tumorzelllatenz oder dem Metastasenwachstum spielen.
Im Priméartumor weisen nur einige Zellen diese Expressionsmuster auf, da sie dort keine oder
nur eine untergeordnete funktionelle Relevanz besitzen.

Auch in diesem Zusammenhang erscheint der in der vorliegenden Arbeit gewéihlte Ansatz
interessant, geeignete DFS-assoziierte Kandidatengene in Metastasen zu identifizieren und
dann im Primértumor zu validieren. Allein auf der Basis von Primartumoranalysen wiirde
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man wichtige Kandidatengene moglicherweise ,iibersehen®, da ihr Expressionsunterschied

zwischen den verglichenen Gruppen zu gering ist.
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Abb. 5.3: Clustern der (A) pulmonalen Metastasen anhand der in spét vs. frith metas-
tasierten primiren klarzelligen Nierenzellkarzinomen differenziell exprimierten Ge-
ne und (B) vice versa. Die Metastasen wurden anhand der 166 in spét vs. frith metastasierten
Primértumoren differenziell exprimierten Gene (214 Sondensets) geclustert, die Primértumoren
anhand der 306 in spat vs. frith entwickelten Metastasen differenziell exprimierten Gene (414

Sondensets). (kzNZK = klarzellige Nierenzellkarzinome)

Weiterhin sollten aus den in Metastasen und Primartumoren differenziell exprimierten,
DFS-assoziierten Genen geeignete Kandidaten fiir die Validierungsanalysen ausgewahlt wer-
den. Hierzu wurden die Gene herausgesucht, die auch in anderen ,Microarray“-Studien an
priméren kzNZK als prognoserelevant identifiziert wurden. Solche Gene sind trotz unabhéan-
giger Patientenkollektive, abweichender Probenbearbeitungsprozeduren, anderer ,Array“-
Plattformen und einer differierenden statistischen Auswertung in den verglichenen Gruppen
differenziell exprimiert und weisen somit eine sehr robuste Expressionsinderungen auf.

Drei publizierte ,,Microarray“-Studien an primaren kzNZK kamen fiir einen solchen Ver-
gleich in Frage. Lane et al. [2009] identifizierten 44 zwischen indolenten (MO pT1) und
aggressiven kzNZK (M1) differenziell exprimierte Gene. Diese klassifizierten 16 von 29 wei-
teren kzNZK in die Gruppe der indolenten kzNZK, wobei diese Patienten ein signifikant
langeres DFS aufwiesen als die den aggressiven kzNZK zugeordneten. Kosari et al. [2005]
verglichen aggressive primire kzNZK (n = 9) und kzNZK-Metastasen (n = 9) mit nicht
aggressiven priméren kzNZK (n = 10) und identifizierten 34 differenziell exprimierte Gene.
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Aggressive kzZNZK bedingten innerhalb von vier Jahren nach Nephrektomie Metastasen oder
den Tod des Patienten und unterschieden sich in ihrem Expressionsmuster nicht wesentlich
von den ebenfalls einbezogenen Metastasen. Takahashi et al. [2001] verglichen Patienten mit
kzNZK, die innerhalb von fiinf Jahren nach Nephrektomie an ihrem Tumor verstarben und
solchen, die dies nicht taten (n = 12 vs. 17 Proben) und identifizierten dabei 29 differenziell
exprimierte Gene. In dieser Studie wurde als Endpunkt nicht das DFS, sondern der kzNZK-
bedingte Tod (TSS) betrachtet. Da der Patient nur dann am Tumor versterben kann, wenn
er vorher ein Rezidiv erlitt, spiegelt das T'SS indirekt das DFS wider. Insgesamt ergaben sich
aus diesen drei Studien 105 verschiedene annotierte Gene, die fiir einen Vergleich mit den
in der vorliegenden Arbeit gewonnenen Daten zur Verfiigung standen. Von den 36 in spéten
vs. frithen Metastasen sowie in spét vs. frith metastasierten Primartumoren differenziell ex-
primierten Genen wurden elf auch in diesen anderen Studien identifiziert. Unter diesen elf
Genen waren beispielsweise PECAM1 und TSPAN7, die auch im 6-Genmodell zur Klassifi-
zierung spater und frither Metastasen enthalten waren und somit besonders interessant fir
weitere Analysen sind.

Insgesamt wurden 13 Gene fiir die folgenden Validierungsanalysen mittels qPCR ausge-
wahlt. Jedes dieser Gene erfiillte mindestens zwei der folgenden Kriterien: (1) differenzielle
Expression in spéaten vs. frithen Metastasen, (2) differenzielle Expression in spat vs. frith
metastasierten primaren kzZNZK und (3) in unabhéngigen , Microarray“-Studien als progno-
serelevant identifiziert. Auflerdem besaflen diese Gene eine Rolle in der Tumorprogression
oder eine molekulare Funktion, die eine solche Rolle nahelegte (Tab. 5.1).

Tab. 5.1: Ausgewihlte Gene zur Validierung des Vergleichs spét vs. friih metastasierte
primire klarzellige Nierenzellkarzinome. Gezeigt sind jeweils das Symbol und die chro-
mosomale Lokalisation des Gens sowie die Gruppenvergleiche, in denen das Gen differenziell
exprimiert war. Die letzte Spalte beschreibt, soweit bekannt, die molekulare Funktion des jewei-
ligen Proteins, seine mogliche Rolle in der Progression des kzNZK bzw. anderer Tumoren, wenn
keine Daten zum kzNZK verfiighar sind, sowie seine prognostische Relevanz. Die Literaturre-
cherche erfolgte anhand einer ,,Abstract“-Suche mit der Internet-Plattform GoPubmed (Stand
09.04.2010) [Doms & Schroeder, 2005]. (Ca = Karzinom; chr. = chromosomale; DFS = rezi-
divfreies Uberleben, kzNZK = klarzellige NZK; met. = metastasiert; Mets = Metastasen; NZK
= Nierenzellkarzinome; OS = Gesamtiiberleben, Tf = nichtmalignes Gewebe des gleichen Or-
gans; TSS = tumorspezifisches Uberleben; | = herunterreguliert; T = heraufreguliert; ! mittels
s,TagMan Low Density Arrays“ gemessene Expressionswerte waren nicht auswertbar)

Gensymbol ,Microarray* molekulare Funktion/
(chr. Lokali- signifikant  tiberexpri- Rolle in Tumorprogression
sation) miert in

BIRC5 frih  vs. spdt met. Apoptoseinhibitor & beteiligt an Zellzykluskontrolle;
(17q25) ¢ kzNZK  (eigene/andere fordert Proliferation und inhibiert Apoptose huma-
Studien) ner 786-0-kzNZK-Zellen; Expression/Proteinmenge

T in den meisten Tumoren (z. B. Mamma- & Kolon-
Ca) im Vergleich zu Tf ; hohe Proteinmenge assozi-
iert mit kiirzerem DFS/TSS (kzNZK)

DARC (1q21- spéte vs. frithe Mets; auf Endothelzellen lokalisierter Chemokinrezeptor;
q22) spat  vs. frih met. bindet CD82 auf Mamma- & ProstataCa-Zellen
kzNZK — Metastasierungsinhibition

... Fortsetzung der Tabelle auf folgender Seite
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Gensymbol

(chr. Lokali-
sation)

3 [13
swMicroarray
signifikant  tberexpri-
miert in

molekulare Funktion/
Rolle in Tumorprogression

DKK3 (11p15)

spate vs. frithe Mets;
spat  vs. frith met.

kzNZK

des
Reexpression

Wnt-Protoonkogen/3-Catenin-
in murinen RENCA-
Apoptose;

Gegenspieler
Signalwegs;

NZK-Zellen

Vaskularisierung; Promotorhypermethylierung im
NZK; Expression/Proteinmenge | in kzNZK im Ver-
gleich zu Tf; Methylierung assoziiert mit kiirzerem
DFS/0OS in MammaCa

induziert beteiligt an

EDNRB
(13q22)

spate vs. frithe Mets;

spat  vs. frith met.
kzZNZK  (eigene/andere
Studien)

G-Protein-gekoppelter Rezeptor; Regulation von
Zellproliferation, -apoptose & evtl. Angiogenese;
im NZK; Expressi-

on/Proteinmenge | in OsophagusCa im Vergleich

Promotorhypermethylierung

zu Tf; hohe Expression assoziiert mit langerem OS
(kzZNZK)

EMCN (4q24)

spate vs. frithe Mets;

antiadhésive Wirkung; spielt evtl. Rolle bei Los-

spat vs. frith met. 16sung hadmatopoetischer Stammzellen vom Endo-

kzNZK (eigene/andere thel wihrend frither Himatopoese; evtl. involviert in

Studien) strahlungsinduzierter Genese von Osteosarkomen
IL13RA2 frih  vs. spat met. Zytokinrezeptor; beteiligt an Immunantwort; ver-
(Xql13.1- kzNZK (eigene/andere mindert antiproliferativen Effekt der IL13-IL13RA1-
q28) ! Studien) Wechselwirkung in NZK-Zellen;

Proteinmenge T in OvarialCa im Vergleich zu Tf

LDB2 (4p16)

spate vs. frithe Mets;
spat  vs. frith met.
kzNZK

Studien)

(eigene/andere

spielt evtl. Rolle in Zellmigration; hohe Protein-
menge assoziiert mit geringem Differenzierungsgrad
(MammaCa)

PARM1
(49q13.3—q21.3)

spate vs. frithe Mets;
spat  vs. frih met.
kzNZK

Studien)

(eigene/andere

stark glykosyliertes Membranprotein; begiinstigt Ko-
loniebildung humaner PC3-ProstataCa-Zellen

PECAM!1
(CD31; 17¢23)

spate vs. frithe Mets;
spat  vs. frith met.
kzNZK

Studien)

(eigene/andere

Mikrogefédfidichtemarker; vermittelt Endothelzell-
kontakte;
hohe Mikrogefadichte assoziiert mit lingerem OS

(kzZNZK)

RGS5 (1¢23.1)

spate vs. frithe Mets;
spat  vs. friih met.
kzNZK

Studien)

(eigene/andere

G-Protein-gekoppelter Rezeptor; spielt Rolle in Bil-
dung abnormer Gefafimorphologien wihrend Karzi-
nogenese; detektierbar in tumorassoziierten Geféfien
im NZK;
hohe Expression assoziiert
(kzNZK)

mit léngerem OS

... Fortsetzung der Tabelle auf folgender Seite
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Gensymbol s,Microarray* molekulare Funktion/
(chr. Lokali- signifikant  {iberexpri- Rolle in Tumorprogression
sation) miert in
SYNPO2 spate vs. frithe Mets; Tumorsuppressorgen; reduziert Invasivitdt und Mo-
(14926) spat  vs. frith met. tilitdt humaner PC3-ProstataCa-Zellen;
kzNZK  (eigene/andere Promotorhypermethylierung & verringerte Protein-
Studien) menge in Blasen- & ProstataCa im Vergleich zu Tf
— assoziiert mit verkiirztem DFS/OS
TIMP3 spate vs. frithe Mets; Matrixmetalloproteinase-Inhibitor; reduziert Metas-
(22q12.3) spat vs. frith met. tasierungspotenzial humaner MammaCa-Zellen;
kzNZK (eigene/andere Heterozygotieverlust, Promotorhypermethylierung
Studien) & verringerte Expression/Proteinmenge in kzNZK
im Vergleich zu Tf; hohe Expression assoziiert mit
langerem DFS/OS (Magen- & MammaCa)
TSPAN7 spate vs. frithe Mets; Tetraspanine sind an Signaltransduktion beteiligt
(Xpll.4) spat  vs. frith met. wund bilden Komplexe mit Integrinen;
kzNZK  (eigene/andere TSPANT involviert in Axon- und Dendritenentwick-
Studien) lung;

anderer Vertreter (CD82) = Metastasierungssupp-
ressor in Mamma- & ProstataCa

5.1.5 Nicht metastasierte vs. metastasierte Primartumoren

In einem weiteren Schritt wurden Expressionsunterschiede zwischen Primértumoren iden-
tifiziert, die im Verlauf keine manifesten Metastasen bedingten und solchen, die manifeste
Metastasen induzierten. Die 128 differenziell exprimierten Gene kénnen somit potenziell zur
Identifikation solcher Patienten genutzt werden, die keiner engmaschigen Uberwachung und
Therapie bediirfen. Die meisten dieser Gene waren erwartungsgeméfl bereits in dem Drei-
gruppenvergleich nicht vs. spat vs. frith metastasierte Tumoren als differenziell exprimiert
identifiziert worden.

Wie bereits in den vorherigen Gruppenvergleichen waren die Vaskularisierung/Angiogenese
und die Regulation der Zellmigration unter den differenziell exprimierten Genen iiberre-
prasentiert und aktiviert in nicht metastasierten Tumoren (GoPubmed, Stand 09.04.2010)
[Doms & Schroeder, 2005]. Auch hier spiegeln beide Prozesse wahrscheinlich das NZK-
spezifische Phanomen einer hohen Vaskularisierung in Tumoren mit guter Prognose wider.

Auswahl geeigneter Kandidaten fiir die Validierungsstudien

Es existieren lediglich zwei ,Microarray“-Studien an kzNZK sowie einige Studien an anderen
Tumorentitaten, die einen dhnlichen Gruppenvergleich zwischen nicht metastasierten und
metastasierten Tumoren vornahmen wie den in der vorliegenden Arbeit. Siilltmann et al.
[2005] identifizierten 85 Gene, die zwischen MO- und M1-NZK differenziell exprimiert wa-
ren (n = 17 vs. 19 Tumoren). Keines dieser Gene war im Rahmen der vorliegenden Ar-
beit zwischen nicht metastasierten und metastasierten priméren kzNZK differenziell ex-
primiert. Dies konnte darin begriindet liegen, dass in der vorliegenden Arbeit nicht nur
M1-Tumoren, sondern auch MO-Tumoren mit metachronen und insbesondere sehr spéten
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Metastasen (DFS < 106 Monate) in die Gruppe der metastasierten Tumoren einbezogen
wurden, die Siilltmann et al. [2005] den nicht metastasierten Tumoren (M0) zuordneten. Zu-
dem wurden in beiden Studien unterschiedliche ,,Array“-Plattformen verwendet; Siiltmann
et al. [2005] nutzten eine auf einer konkurrierenden Hybridisierung beruhende ,,Microarray*-
Plattform (Zwei-Farben-,Array“). Yao et al. [2008] identifizierten 492 differenziell exprimier-
te Gene zwischen elf nicht metastasierten priméren kzZNZK (Nachbeobachtungszeit > 81 Mo-
nate) und 16 metastatischen kzNZK, die sowohl syn- und metachron metastasierte primére
kzNZK als auch distante Metastasen umfassten. Dreiunddreiflig dieser Gene waren bereits
zuvor in anderen ,Microarray“-Studien an kzNZK als prognoseassoziiert identifiziert wor-
den. Von diesen 33 Genen wurden sieben auch in der vorliegenden Arbeit als differenziell
exprimiert in nicht metastasierten vs. metastasierten Tumoren identifiziert (GPR116, RGS5,
SNRK, SPRY1, TGFBR2, TIMP3, TMEM47). RGS5 und TIMP3 waren auch zwischen spét
und frith metastasierten primaren kzNZK differenziell exprimiert und wurden bereits dort als
Kandidaten fiir die Validierungsanalysen ausgewéhlt. Weiterhin waren zwei (NMU, IGFBP5)
der 70 in der MammaPrint-Signatur [van’t Veer et al., 2002] enthaltenen Gene auch in nicht
metastasierten vs. metastasierten primaren kzNZK der vorliegenden Arbeit differenziell ex-
primiert. Diese MammaPrint-Signatur kann Brustkrebspatientinnen mit hohem von solchen
mit niedrigem Rezidivrisiko unterscheiden. Da die beiden iiberlappenden Gene auch in den
Top-50-Genen zur Unterscheidung nicht metastasierter und metastasierter kzNZK enthalten
waren, wurden sie ebenfalls in die weiteren Untersuchungen einbezogen.

Dartiber hinaus wurden weitere fiir eine Validierung viel versprechende Gene anhand ei-
nes Vorhersagemodells, das nicht metastasierte von metastasierten kzNZK unterscheiden
konnte, ausgewahlt. In den fiinf Genen dieses Modells war ebenfalls IGFBP5 enthalten, was
dessen Eignung fiir weiterfiihrende Analysen unterstreicht. Alle fiinf Gene spielen dartiiber
hinaus eine gesicherte oder potenzielle Rolle in der Tumorprogression (Tab. 5.2). Das Vor-
hersagemodell konnte dariiber hinaus nicht metastasierte von spat metastasierten priméren
kzNZK differenzieren. Patienten mit spiten Metastasen entwickeln meist nur eine geringe
Zahl an Metastasen, die relativ problemlos operativ entfernt werden konnen. Nach erfolgrei-
cher Behandlung haben diese Patienten eine dhnlich gute Prognose wie Patienten mit nicht
metastasierten Tumoren [De Jesus et al., 2003; Froehner et al., 1998]. Die identifizierten Ge-
ne konnen somit potenziell zu einer geeigneten Uberwachung und einer zeitnahen Therapie
von Patienten beitragen, die erst spat im Krankheitsverlauf Metastasen entwickeln. Dane-

ben wurden zwei weitere funktionell interessante Gene in die Validierungsstudien einbezogen
(CA4; UCHLI; Tab. 5.2).
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Tab. 5.2: Ausgewihlte Gene zur Validierung des Vergleichs nicht metastasierte vs. me-

tastasierte priméire klarzellige Nierenzellkarzinome. Gezeigt sind jeweils das Symbol und
die chromosomale Lokalisation des Gens sowie die Gruppenvergleiche, in denen das Gen diffe-
renziell exprimiert war. (Spét) metastasiert bedeutet dabei sowohl ,,metastasiert* als auch ,spét
metastasiert”. Die Anmerkung ,Vorhersagemodell“ bedeutet, dass dieses Gen in dem 5-Genmodell
zur Unterscheidung nicht metastasierter und metastasierter Tumoren enthalten war. Die letzte
Spalte beschreibt, soweit bekannt, die molekulare Funktion des jeweiligen Proteins, seine mog-
liche Rolle in der Progression des NZK bzw. anderer Tumoren, wenn keine Daten zum NZK
verfiigbar sind, sowie seine prognostische Relevanz. Die Literaturrecherche erfolgte anhand einer
,2Abstract“-Suche mit der Internet-Plattform GoPubmed (Stand 09.04.2010) [Doms & Schroeder,
2005]. (Ca = Karzinom, chr. = chromosomale; DFS = rezidivfreies Uberleben; kzZNZK = klar-
zellige NZK; met. = metastasiert; NZK = Nierenzellkarzinom; Tf = nichtmalignes Gewebe des
gleichen Organs; TSS = tumorspezifisches Uberleben; | = herunterreguliert; T = heraufreguliert;
! mittels ,,TagMan Low Density Arrays® gemessene Expressionswerte waren nicht auswertbar)

Gensymbol sMicroarray* molekulare Funktion/
(chr. Lokali- signifikant iiberexprimiert in  Rolle in Tumorprogression
sation)

CA4 (17¢23)

nicht met. vs.
kzNZK

(spét) met.

katalysiert reversible COy-Hydratation und re-
guliert z. B. Sdure-Base-Haushalt;

Expression | in NZK im Vergleich zu Tf; er-
hohte Expression assoziiert mit langerem OS
(NZK)

CAPNG6 met. vs. nicht met. kzNZK calciumabhéngige Protease; evtl. Rolle in
(Xq23) (Vorhersagemodell) Mikrotubulistabilisierung  und  Zytoskelett-
Reorganisation;
Proteinmenge T in Uterus- & ZervixCa im
Vergleich zu Tf
CENPV nicht met. vs. (spdt) met. spielt Rolle in Mitose (Zentromerorganisation,
(17p11.2) kzNZK Chromosomenanordnung, Zytokinese);
(Vorhersagemodell) anderes Familienmitglied (CENP-H): Expres-
sion/Proteinmenge 1 in Lungen- & Oso-
phagusCa im Vergleich zu Tf; verringerte
CENP-H-Expression assoziiert mit ldngerem
OS (Lungen-, OsophagusCa)
FABP7 (6q22— nicht met. vs. met. kzNZK beteiligt an Fettsdureaufnahme, -transport,
q23) (Vorhersagemodell) -metabolismus;
Proteinmenge T in NZK im Vergleich zu Tf;
Heterozygotieverlust assoziiert mit Metastasie-
rung (Melanome)
IGFBP5 nicht met. vs. (spiat) met. duale Rolle (Aktivierung/Inhibierung) in Zell-
(2933—q36) kzNZK proliferation und -migration; inhibiert Angioge-
(Vorhersagemodell) nese;

Expression | in NZK im Vergleich zu Tf; ver-
ringerte Expression assoziiert mit langerem T'SS
(MammaCa)

NMU (4q12) 1

met. vs. nicht met. kzNZK

Neuropeptid; beteiligt an Regulation des zel-
luldren Energiehaushalts; aktiviert Wachstum
und erhoht Metastasierungspotenzial humaner
T24-BlasenCa-Zellen in M&ausen;

Expression T in PankreasCa im Vergleich zu Tf

... Fortsetzung der Tabelle auf der folgenen Seite
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Gensymbol s,Microarray* molekulare Funktion/
(chr. Lokali- signifikant iiberexprimiert in  Rolle in Tumorprogression
sation)

SAA1/2 met. vs. nicht met. kzNZK Akutphaseprotein (unspezifische Immunreakti-

(11p15.1-pl4)  (Vorhersagemodell) on);
Expression T in Endometriumtumoren im Ver-
gleich zu Tf; Serumlevel erhoéht in NZK-
Patienten im Vergleich zu gesunden Probanden
und Patienten mit metastasiertem im Vergleich
zu Patienten mit lokalem NZK; geringes Serum-
level assoziiert mit ldngerem TSS (NZK)

UCHLI1 (4p14) nicht met. vs. met. kzNZK potenzielles Tumorsuppressorgen; stabilisiert

TP53; reguliert zelluldres Ubiquitinlevel; indu-
ziert Apoptose und inhibiert Proliferation und
Koloniebildung humaner ACHN- & SN12C-
NZK-Zellen;
Promotorhypermethylierung &  Expressi-
on/Proteinmenge | in NZK im Vergleich zu
Tf; Methylierung assoziiert mit verkiirztem OS
und erh6htem Metastasierungsrisiko (NZK)

5.1.6 Ahnlichkeit pulmonaler Metastasen und priméirer
metastasierter Nierenzellkarzinome

In der vorliegenden Arbeit wurde bewusst auf einen direkten Vergleich von Priméartumoren
und Metastasen verzichtet, da diese Analyse wahrscheinlich durch zu viele nicht-biologische
Variationen beeinflusst worden ware. Zum einen wurden die Gewebeproben in unterschied-
lichen Zentren mit unterschiedlichen Operationstechniken gewonnen, zum anderen wurden
die Metastasen etwa ein Jahr frither bearbeitet und analysiert als die Primartumoren, was
die Ergebnisse erheblich beeinflussen kann [Sebastiani & Ramoni, 2002]. In einem indirek-
ten Vergleich wurden die Metastasen sowohl anhand des 5-Genmodells zur Unterscheidung
nicht metastasierter und metastasierter primérer kzZNZK als auch basierend auf einem Mo-
dell, das anhand aller 128 zwischen diesen beiden Gruppen differenziell exprimierten Gene
erstellt wurde, klassifiziert. Dass hierbei jeweils 22 der 24 Metastasen den metastasierten
Tumoren zugeordnet wurden, legt nahe, dass die Metastasen in ihren Expressionsmustern
den metastasierten Primartumoren ahnelten.

Bisher publizierte Studien an NZK und anderen Tumoren bewiesen ebenfalls eine Ahn-
lichkeit von Metastasen und metastasierten Primartumoren. In diesen Studien wurden zu-
néichst Expressionsunterschiede zwischen Priméartumoren und Metastasen identifiziert und
diese anschlieffend genutzt, um weitere Priméartumoren in solche mit glinstiger und ungtinsti-
ger Prognose zu klassifizieren. Fiir NZK beschrieben Jones et al. [2005] eine 155-Gensignatur,
die distante Metastasen von T1MO-Priméartumoren, die mindestens 28 Monate nach Ne-
phrektomie keine Metastasen entwickelt hatten, unterschied. Diese Signatur konnte unab-
héngige primére NZK in M1- und M0O-Tumoren klassifizieren. Ramaswamy et al. [2003] iden-
tifizierten beim Vergleich von 64 priméren Adenokarzinomen verschiedener Lokalisationen
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(Brust, Kolon, Lunge, Ovarien, Prostata, Uterus) und 12 nicht-autologen distanten Ade-
nokarzinommetastasen 128 differenziell exprimierte Gene. Diese Gensignatur bzw. eine aus
dieser hervorgegangene 17-Gensignatur differenzierte 221 solide Primértumoren (Lungen-,
Mamma-, Prostatakarzinome, Medulloblastome), die im Krankheitsverlauf metastasierten
oder ein kiirzeres Gesamtiiberleben besafien, von solchen mit guter Prognose. Diese Ahn-
lichkeit von Metastasen und aggressiven bzw. prognostisch ungiinstigen Priméartumoren un-
termauert die Theorie, dass Metastasen bedingende Faktoren bereits im Primértumor de-
reguliert sind. Sie unterstiitzt somit das in der vorliegenden Arbeit gewéhlte Vorgehen der
Analyse von Metastasen und Primartumoren.

Allerdings wurden im Knochenmark von Brusttumorpatientinnen mit geringem Tumor-
stadium latente Tumorzellen identifiziert, die sich genetisch von denen des Primértumors
unterschieden [Ubersicht in Pantel & Woelfle, 2005]. Solche frithzeitig disseminierten Tu-
morzellen besitzen auch beim NZK prognostische Relevanz [Bluemke et al., 2009; Buchner
et al., 2006]. Stoecklein & Klein [2010] fassten in einem Ubersichtsartikel die chromosomalen
Aberrationen in Primértumoren verschiedener Entitdten und ihren Metastasen zusammen.
Sie schlossen daraus, dass auch friith abgesiedelte Zellen Makrometastasen induzieren konnen,
da sich diese Metastasen genetisch von ihrem Priméartumor unterscheiden. Diese Beobachtun-
gen scheinen den Ergebnissen der Expressionsanalysen zunéchst zu widersprechen. Allerdings
zeigten die Expressionsanalysen lediglich, dass die Expressionsmuster von Metastasen ahn-
licher zu denen von metastasierten als zu denen von nicht metastasierten Primartumoren
sind. Es wurden aber durchaus auch signifikante Expressionsunterschiede zwischen Metasta-
sen und Priméartumoren des kzZNZK beschrieben [Buchner et al., 2009]. Wahrscheinlich wird
zumindest ein Teil der genetischen Programme, die fiir eine Metastasierung wichtig sind,
bereits frithzeitig in der Tumorentstehung erworben, so dass Primértumoren prognostisches
Potenzial besitzen.

Die bisher bestehenden Modelle einer linearen Progression, in dem zunéachst der Primar-
tumor lokal genetische Aberrationen anhduft und dann Tumorzellen absiedelt bzw. einer
parallelen Progression, bei der Tumorzellen frith disseminieren und sich dann unabhéngig
vom Primértumor weiterentwickeln [Stoecklein & Klein, 2010] sind somit moglicherweise
nicht so klar zu trennen. Eventuell existieren beide Varianten parallel oder es tritt eine
Mischform beider Modelle auf.

5.2 Validierung der ,,Microarray*“-Ergebnisse

Um eine in ,Microarray“-Analysen identifizierte Signatur oder einzelne Kandidatengene
prognostisch nutzen zu konnen, muss ihre differenzielle Expression zunéchst mit einer un-
abhéangigen Methode (hier: qPCR) bestétigt werden. Anschlielend muss ihre prognostische
Relevanz an einem unabhangigen und groflen Patientenkollektiv belegt werden. Grund hier-
fiir ist, dass in den ,Microarray“-Analysen mehrere hundert oder tausend Gene simultan
untersucht werden, fiir die die erhaltenen Ergebnisse im Einzelfall auch falsch positiv sein
konnen.
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5.2.1 ,,Screening‘ mittels ,,TagMan Low Density Arrays*

Zunachst sollte die differenzielle Expression moglichst vieler Gene mittels gPCR bestatigt
werden. Eine effiziente Moglichkeit hierfir boten TLDA-Analysen.

Auswahl eines geeigneten Referenzgens fiir die quantitative PCR

Jung et al. [2007] beschrieben TBP und PPIA als geeignete Referenzgene fiir qPCR-Unter-
suchungen von kzNZK, da sie keinen Expressionsunterschied zwischen tumorésem und nicht-
malignem Gewebe aufwiesen. In den ,Microarray“-Analysen zeigten die Expressionswer-
te beider Gene geringe Variationskoeffizienten, so dass beide Gene als Referenzgene ge-
eignet erscheinen. Da TBP in den TLDA-Analysen zum Teil Expressionswerte nahe der
Nachweisgrenze, PPIA dagegen deutlich hohere Expressionswerte aufwies, sollte die PPIA-
Expressionsmessung mit einer geringeren Variabilitat behaftet sein. Somit wurde in allen
qPCR-Analysen PPIA als Referenzgen verwendet.

Korrelation der ,,Microarray“- und quantitative PCR-Daten

Insgesamt wurde mittels TLDAs die Expression von 21 Targetgenen, normiert auf die des
Referenzgens PPIA, gemessen. Drei dieser Gene (BIRCS, IL1I3RA2, NMU) wurden aufgrund
ihrer zu geringen Expression von den weiteren Analysen ausgeschlossen. Die Expressionswer-
te der restlichen 18 Gene zeigten sowohl fiir die Metastasen als auch die Primartumoren eine
mittlere bis sehr starke, signifikante Korrelation zu den mittels ,,Microarrays“ gemessenen
Expressionswerten (p = 0,57 — 0,98; p < 0,010). Diese Korrelationskoeffizienten stimmten
mit den in der Literatur beschriebenen, die zwischen 0,63 und 0,75 lagen [Morey et al., 2006],
iiberein und tibertrafen diese in vielen Fallen sogar. Somit wurden die , Microarray“-Daten
fiir alle gemessenen Gene und Proben mittels der TLDA-Messungen bestétigt. Die fiir die
Metastasen ermittelten Korrelationskoeffizienten waren fiir 16 der 18 Targetgene hoher als
die fiir die Primértumoren bestimmten. Dies ist moglicherweise auf die ,batch“-Korrektur
der ,Microarray“-Daten im Falle der Primartumoren zuriickzufiithren, die die einzelnen Ex-
pressionswerte minimal verdndert hat.

Validierung der differenziellen Expression der Targetgene

Elf der 18 auswertbaren Gene waren in den ,Microarray“-Analysen in spat vs. frith ent-
wickelten Metastasen sowie in spat vs. frith metastasierten priméren kzNZK differenziell
exprimiert. Fiir eine genaue Vorhersage des DFS ist es wiinschenswert, dass die Expres-
sion der identifizierten Gene nicht nur eine Unterscheidung der extremen DFS-Gruppen
der ,Microarray“-Analysen erlaubt, sondern moglichst eine generelle Assoziation zum DFS
zeigt. Deshalb wurden in den TLDA-Analysen weniger strenge DFS-Grenzen angewendet:
DFS > 24 vs. < 24 Monate. Diese DF'S-Grenze wurde basierend auf einer Studie von van der
Poel et al. [1999] festgelegt, die ein lingeres Uberleben nach Metastasektomie fiir Patienten
mit einem DFS > 24 Monate zeigte.

Diese differenzielle Expression wurde in den Metastasen fiir alle elf, in den Primartu-
moren lediglich fiir sechs Gene mit mindestens einem statistischen Trend bestétigt. Die
geringere Validierungsrate im Falle der primaren kzZNZK kann auch hier zum einen wieder
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in der ,batch“-Korrektur der entsprechenden ,,Microarray“-Daten, zum anderen in der Ver-
wendung eines erweiterten Patientenkollektivs und insbesondere der Verwendung weniger
strenger DFS-Grenzen in den TLDA-Analysen begriindet liegen. Eine weitere Ursache konn-
te die meist groflere n-fache Expressionsédnderung zwischen den Metastasen- im Vergleich zu
den Primartumorsubgruppen darstellen, die sich mit unabhangigen Methoden einfacher be-
stéatigen lésst und wiederum einen Hinweis auf die Selektion dieser Expressionsunterschiede
wahrend der Metastasierung darstellt. Die sich daraus ableitende funktionelle Relevanz die-
ser Gene in Metastasierung und Tumorzelllatenz wird auch durch die Beobachtung gestiitzt,
dass in den Metastasen neun der elf untersuchten Gene eine Korrelation zum DFS zeigten,
in den Primartumoren lediglich zwei Gene.

Zwischen nicht metastasierten und metastasierten kzZNZK wurde die in den ,,Microarray -
Analysen beobachtete differenzielle Expression fiir fiinf von neun Genen zumindest mit einem
statistischen Trend bestétigt, zwischen nicht und spét metastasierten kzNZK fiir drei von vier
Genen. Unter diesen Genen waren TIMP3 und RGS5, die auch von Yao et al. [2008] als dif-
ferenziell exprimiert zwischen nicht metastasierten und metastasierten kzNZK/Metastasen
identifiziert worden waren. Dass die differenzielle Expression nicht fiir alle Gene validiert wer-
den konnte, kann zum einen wieder auf die ,,batch“-Korrektur der ,Microarray“-Daten, zum
anderen auf das erweiterte Patientenkollektiv zuriickgefithrt werden. Insbesondere konnte
eine differenzielle Expression nur fiir eines (CENPYV) der funf Gene, die in dem Vorhersage-
modell zur Unterscheidung nicht metastasierter und (spat) metastasierter kzNZK enthalte-
nen waren, bestatigt werden. Dies lasst darauf schlielen, dass bei Verwendung einer relativ
geringen Probenzahl in den ,Microarray“-Analysen solche Vorhersagemodelle nicht verléss-
lich genug sind, um potenzielle prognostisch relevante Gene zu identifizieren. Eine Auswahl
durch Abgleich mit den Ergebnissen anderer Studien scheint hierfiir insgesamt besser ge-
eignet zu sein. Zwischen nicht metastasierten und metastasierten kzNZK waren laut der
TLDA-Analysen sechs weitere Gene mit mindestens einem statistischen Trend unterschied-
lich exprimiert, die in den ,Microarray“-Analysen keine differenzielle Expression aufwiesen.
Diese wurden urspriinglich zur Validierung des Vergleichs spéate vs. frithe Metastasierung
ausgewahlt. Diese Beobachtung legt nahe, dass viele der Gene, die eine Unterscheidung zwi-
schen frither und spater Metastasierung zulassen, auch nicht metastasierte von metastasierten
kzNZK unterscheiden kénnen, was fiir eine prognostische Anwendung besonders interessant
ist.

Auswahl der Gene fiir weiterfithrende Analysen

In weiterfiihrenden Analysen sollte die potenzielle prognostische Aussagekraft ausgewéhlter
Gene an grofleren Patientenkollektiven bestétigt werden. Hierbei wurden Gene ausgewéhlt,
die potenziell zum einen eine Unterscheidung zwischen kzNZK mit unterschiedlich langen
DFS zulieBlen und zum anderen diese metastasierten Tumoren von solchen differenzierten, die
keine manifesten Metastasen verursachten. Auch eine Differenzierung spéat und nicht metas-
tasierter Tumoren war wiinschenswert fiir eine optimale Uberwachung und Versorgung der
Patienten. Insbesondere Gene, die eine kontinuierliche Deregulation zwischen nicht, spat und
frith metastasierten Tumoren aufwiesen, schienen fiir die Differenzierung dieser drei Grup-
pen geeignet. Fiir die folgenden Analysen wurden deshalb bevorzugt Gene ausgewéhlt, die

100



DISKUSSION

diese Forderung erfiillten. Auch wenn diese Gene in einzelnen Gruppenvergleichen nur einen
statistischen Trend aufwiesen, konnten sie in Uberlebensanalysen an einem grofieren Patien-
tenkollektiv bzw. durch eine Kombination mehrerer Gene dennoch prognostische Relevanz
erlangen. Weiterhin sollten die fir weiterfithrende Analysen ausgewéhlten Gene potenziell
funktionell an der Tumorprogression beteiligt sein. Dies wurde zum einen durch Literatur-
daten, zum anderen anhand der Korrelation der Genexpression in Metastasen mit dem DFS
der Patienten beurteilt.

Basierend auf diesen Kriterien wurden CA4, DKK3, EDNRB, PECAMI1, TIMP3 und
TSPANT fiir eine weiterfithrende Validierung ausgewahlt. Aufler fiir die beiden erstgenann-
ten nahm die mittlere Expression dieser Gene von nicht iiber spét zu frith metastasierten
kzNZK kontinuierlich ab. DKK3, PECAM1, TIMP3 und TSPAN7 waren signifikant oder
tendenziell hoher exprimiert in spét im Vergleich zu frith metastasierten kzNZK. Aufler CA4
waren diese Gene zudem signifikant hoher exprimiert in spaten im Vergleich zu frithen Me-
tastasen und ihre Expression in den Metastasen (auBer DKK3) korrelierte zudem positiv
und signifikant mit dem DFS. Auler DKK3 waren alle diese Gene zudem signifikant oder
tendenziell hoher exprimiert in nicht metastasierten im Vergleich zu metastasierten kzZNZK.
Dartiber hinaus war die CA4-Expression tendenziell hoher in nicht im Vergleich zu spét me-
tastasierten kzZNZK. Alle sechs Gene wiesen zudem eine Expression deutlich oberhalb der
Nachweisgrenze der qPCR auf, so dass sie mit dieser Technik valide detektierbar sind. CA4,
DKK3, EDNRB, PECAM1 und TIMP3 sind bekanntermaflen potenziell an der Progression
von Tumoren, insbesondere des (kz)NZK, beteiligt (vgl. Tab. 5.1, S. 92; Tab. 5.2, S. 96). Eine
Rolle von TSPANT7 im Tumorgeschehen wurde bisher noch nicht beschrieben. Interessant ist
dieses Gen allerdings, da sein Verwandter CD82 einen Metastasierungssuppressor darstellt
[Bandyopadhyay et al., 2006]. TSPAN7 wurde zudem von einer Kollegin aus der urologischen
Klinik des Universitatsklinikums Jena (J. Sanjmyatav) bei Verwendung eines unabhéngigen
Patientenkollektivs und einer anderen ,,Microarray“-Plattform als kontinuierlich herunterre-
guliert in nicht iiber spét zu frith metastasierten kzNZK identifiziert, wobei auch hier der
Unterschied zwischen spat und frith metastasierten Tumoren statistische Signifikanz erreichte
(nicht publiziert).

Das funktionell interessante DARC, das die metastasierungsinhibierende Funktion von
CD82 vermittelt [Bandyopadhyay et al., 2006], wurde nicht in die weiteren Analysen einbe-
zogen. DARC war zwar signifikant hoher exprimiert in spat im Vergleich zu frith metasta-
sierten kzNZK und wies in beiden Gruppen nur eine geringe Streuung auf, allerdings lagen
die Expressionswerte der nicht metastasierten Tumoren zwischen diesen beiden Gruppen
(vgl. Abb. 4.6, S. 62). Fiir eine prognostische Anwendung ist dies ungiinstig, da somit Pa-
tienten, die keine Metastasen entwickeln, unter Umstédnden dieselbe DARC-Expression auf-
weisen wie Patienten, die frithzeitig Metastasen entwickeln. Diese nur geringen Unterschiede
zwischen den drei Primartumorsubgruppen werden durch die Beobachtung gestiitzt, dass
sich die DARC-Proteinmenge in Gefédflen von normalem und tumorésem Prostata-, Brust-
und Lungengewebe nicht unterscheidet [Bandyopadhyay et al., 2006]. Vielmehr erfolgt die
metastasierungssuppressive Wirkung von DARC durch eine Regulation von CD82, dessen
Proteinmenge in normalen Epithelzellen deutlich héher ist als in Tumorzellen [Bandyopad-
hyay et al., 2006]. Auch unter diesen Gesichtspunkten erscheint die weitere Untersuchung
des CD82-Verwandten TSPANT interessant.
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5.2.2 Validierung ausgewiahlter Kandidatengene mittels
quantitativer PCR und Immunhistochemie

Wahrend die TLDA-Analysen der Bestétigung der differenziellen Expression ausgewéhlter
Gene dienten, sollte in der weiterfithrenden Validierung die prognostische Relevanz der Ge-
ne CA4, DKK3, EDNRB, PECAM]I1 und TIMP3 auf mRNA-Ebene sowie von TSPAN7 auf
Proteinebene an einem grofleren Patientenkollektiv gepriift werden. Wichtig zu kléren war
hier zum einen, ob diese Gene bzw. Proteine mit der Aggressivitat des Tumors, also ungtins-
tigen klinischen Parametern oder einem kurzen Uberleben (DFS, TSS, OS) der Patienten,
assoziiert sind. Zum anderen sollte anhand multivariater Cox-Regressionsanalysen gepriift
werden, ob diese Gene tatséchlich als prognostische Marker geeignet sind. Prognostisch nutz-
bar sind sie dann, wenn sie den Krankheitsverlauf der Patienten unabhéangig von klinischen
Parametern beeinflussen. Fiir die Fragestellung der vorliegenden Arbeit ist insbesondere der
Einfluss auf das DFS relevant. In die DFS-Analysen werden nur Patienten ohne initiale
distante Metastasen einbezogen, so dass diese Analysen das zur Metastasierungsvorhersa-
ge relevante Patientenkollektiv abbilden. Faktoren, die das DFS beeinflussen, kénnen zum
einen zur Abschétzung der Lénge des DFS herangezogen werden. Zum anderen kann mit
ihnen das Metastasierungsrisiko generell abgeschitzt werden, da in die DFS-Analysen auch
Patienten ohne Rezidiv in Form von zensierten Daten einbezogen werden. Somit erfiillen
Gene, die das DFS beeinflussen, genau die in dieser Arbeit geforderten Kriterien. Auch das
TSS spiegelt das Metastasierungsrisiko der Patienten wider, da ein Patient nur dann am
kzNZK versterben kann, wenn er vorher ein Rezidiv erlitt. In die TSS-Analysen werden aber
auch Patienten mit initialen Metastasen einbezogen. Daher sind Faktoren, die das TSS ab-
schatzen, nicht notwendigerweise geeignet, um das Risiko fiir eine spétere Metastasierung
vorherzusagen. Klinisch ist aber auch die Abschéitzung des TSS relevant und wird routi-
neméafig eingesetzt. Beispielsweise konnen so Hochrisikopatienten identifiziert werden, fiir
deren metastasierte Erkrankung andere therapeutische Optionen verfiigbar sind als fiir die
von Niedrigrisikopatienten.

Expressionsmessung mittels quantitativer PCR — Uberblick

Die Expression von CA4, DKK3, EDNRB, PECAMI1 und TIMP3 wurde mittels genspe-
zifischer [ TagMan Gene Expression Assays“ am LightCycler 480 in 86 priméaren kzNZK
gemessen. Hier wurden nur Patienten einbezogen, von welchen Nachbeobachtungsdaten ver-
fiigbar waren bzw. die bereits initial Metastasen aufwiesen und von denen kryokonserviertes
Gewebematerial vorhanden war, das einen Tumorzellgehalt > 70 % (kzNZK) bzw. < 10 %
(nichtmaligne Proben) aufwies und eine ausreichende RNA-Menge lieferte (> 100 ng). So-
mit reprasentierte dieses Kollektiv keine konsekutiven Patienten. Das mediane Alter dieser
Patienten bei Nephrektomie, das Geschlechterverhéaltnis, der Anteil initial metastasierter
Patienten und auch der Anteil an Patienten, die metachrone Metastasen entwickelten so-
wie die Haufigkeit der Metastasenlokalisationen entsprechen jedoch den in der Literatur fiir
konsekutive Patienten beschriebenen Daten [Ljungberg et al., 2009; Patel et al., 2009; Batz-
ler et al., 2004; Slaton & Swanson, 2000; Motzer et al., 1996]. Somit kann das vorliegende
Patientenkollektiv als représentativ angesehen werden.
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Die signifikant geringere Expression von CA4, DKK3, EDNRB und TIMP3 in den kzNZK
im Vergleich zu den nichtmalignen Nierengeweben deutet auf eine tumorsuppressive Rolle
der entsprechenden Proteine in dieser Tumorentitat hin. Diese Befunde passen zu den ver-
fiigbaren Literaturdaten. Sowohl fir DKK3 (n = 17) [Kurose et al., 2004] als auch fir TIMP3
(n = 24) [Hagemann et al., 2001] wurde eine signifikant verminderte Expression im kzNZK
im Vergleich zum autologen nichtmalignen Gewebe beschrieben. Fiir EDNRB wurde eine
Promotorhypermethylierung in NZK (n = 48) im Vergleich zu nichtmalignem Nierengewebe
beobachtet [Pflug et al., 2007], die einen epigenetischen Mechanismus zur mRNA-Reduktion
darstellt [Knight et al., 2009; Zhao et al., 2009]. Passend zu den in der vorliegenden Arbeit
erhaltenen Resultaten zeigten Analysen der Oncomine-Datenbank [2010], die ,,Microarray*-
Daten verschiedener Studien enthélt und nach einem einheitlichen Algorithmus auswertet,
dass auch die CA4-Expression in kzNZK im Vergleich zu nichtmalignen Nierengeweben her-
unterreguliert ist.

PECAM1 (CD31) war in kzNZK signifikant hoher exprimiert als im nichtmalignen Nie-
rengewebe. Fiir eine PECAMI-Genexpressionsmessung im kzNZK im Vergleich zum nicht-
malignen Nierengewebe existieren keine Literaturdaten. Eine hohere Expression im Tumor
widerspricht auf den ersten Blick der in den immunhistochemischen Féarbungen identifizierten
gleichen MVD in kzNZK und nichtmalignem Gewebe. Allerdings war die immunhistochemi-
sche Farbung der Gefafle im nichtmalignen Gewebe deutlich schwacher als im kzNZK, so
dass die mittels gPCR bestimmte Molekiilzahl in nichtmalignen Geweben durchaus geringer
sein kann als die in Tumoren gemessene.

Lediglich fir EDNRB und PECAM1 wurden signifikante Expressionsunterschiede in Ab-
hangigkeit von klinischen Parametern, der Metastasierung bzw. dem DFS der Patienten
beobachtet. Zusitzlich zu diesen Genen wurde auch fiir CA4 eine Abhingigkeit des Uber-
lebens von der Expressionshohe festgestellt. Die Daten zu diesen drei Genen werden im
Anschluss im Zusammenhang mit den jeweiligen Literaturdaten erortert.

Bestimmung der Proteinmenge mittels Immunhistochemie — Uberblick

Auch das fiir die immunhistochemischen Farbungen genutzte Patientenkollektiv umfasste
keine konsekutiven Patienten. Die Patienten waren danach ausgewahlt worden, autologe pri-
mare NZK und Metastasen zu reprasentieren. Zusétzlich wurden nicht metastasierte NZK
und Onkozytome zum Vergleich mitgefiihrt. Die Verteilung der histologischen Subtypen ent-
sprach in etwa der in der Literatur beschriebenen [Ljungberg et al., 2009; Lopez-Beltran
et al., 2006]. Sowohl der Anteil initial metastasierter Tumoren (36 % vs. 10 — 20 %) als auch
der Gesamtanteil an metastasierten NZK (77 % vs. 30 — 50 %) war aufgrund der Probenaus-
wahl hoher als der in der Literatur beschriebene [Patel et al., 2009; Motzer et al., 1996]. Auch
die Verteilung der Metastasenlokalisationen weicht aus diesem Grund von der natiirlichen
Verteilung ab [Slaton & Swanson, 2000]. Die erhaltenen Daten sollten also spater ggf. an
einem konsekutiven Kollektiv tiberprift werden.

Die Proteinmenge beider immunhistochemisch untersuchter Faktoren, PECAMI1 und
TSPAN7, war mit klinischen Parametern, der Metastasierung und/oder dem Uberleben der
Patienten assoziiert. Diese Daten werden ebenfalls im Anschluss im Zusammenhang mit den
jeweiligen Literaturdaten erortert.
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Kohlenanhydrase IV (CA4)-Expression

Laut der ,Microarray“- bzw. TLDA-Analysen war CA4 statistisch signifikant hoher expri-
miert in nicht metastasierten im Vergleich zu metastasierten sowie in nicht im Vergleich zu
spat metastasierten kzNZK. Ein solcher signifikanter oder tendenzieller Unterschied konn-
te in dem erweiteren Patientenkollektiv nicht mehr festgestellt werden, so dass sich CA4
nicht, wie urspriinglich angedacht, als geeigneter Marker zur Unterscheidung nicht und spat
metastasierter Tumoren erwies.

Allerdings war eine hohere CA4-Expression signifikant mit einem langeren TSS assoziiert.
Passend dazu beschrieben auch Takenawa et al. [1998] ein signifikant ldngeres Gesamtiiber-
leben von NZK-Patienten (alle histologischen Subtypen) mit hoher im Vergleich zu solchen
mit geringer CA4-Expression. Weitere Publikationen, die CA4 in Zusammenhang mit dem
NZK oder anderen Tumoren beschreiben, existieren nicht. In multivariaten Analysen hatte
die CA4-Expression allerdings keinen von klinischen Parametern unabhéngigen Einfluss auf
das TSS. Als prognostischer Einzelmarker ist CA4 daher nicht geeignet. Es konnte aber einen
zusatzlichen Nutzen in Genkombinationen haben.

CA4 ist ein Transmembranprotein, das, wie auch andere Kohlenanhydrasen, die reversi-
ble Hydratation von COy katalysiert und Hydrogenkarbonationen durch die Zellmembran
transportiert. Somit ist CA4 an der Regulation des intra- und extrazelluldren pH-Werts
beteiligt. In Tumorzellen wird meist ein neutraler Intrazellular- und ein azider Extrazellular-
raum geschaffen, der das Wachstum von Tumorzellen favorisiert und zudem die Invasivitét
und Metastasierung von Tumoren zu begiinstigen scheint [Ubersicht in Swietach et al., 2007].
Dies stellt eine funktionelle Verbindung von CA4 zur Metastasierung her. Warum CA4, wie
auch sein fiir das kzNZK prognostisch bedeutsamer Verwandter CA9 [Sandlund et al., 2007b,
Bui et al., 2004], in Tumoren mit guter Prognose héher exprimiert ist, ist bisher ungeklart.

Endothelinrezeptor B (EDNRB)-Expression

Laut der ,Microarray“-Analysen war die EDNRB-Expression signifikant hoher in spéit im
Vergleich zu frith metastasierten priméren kzNZK. Dies wurde in den qPCR-Analysen am
LightCycler 480 bei der Wahl &hnlich strenger DFS-Kriterien wie in den ,Microarray*-
Analysen durch eine tendenziell hbhere EDNRB-Expression in spét (metachron) im Vergleich
zu frith (synchron) metastasierten Tumoren bestatigt (DFS > 36 vs. < 12 Monate). Fiir die
weniger strenge DFS-Grenze von 24 Monaten zeigte sich allerdings kein signifikanter oder
tendenzieller Expressionsunterschied. Da EDNRB aber laut der qPCR-Analysen in nicht
metastasierten im Vergleich zu metastasierten kzNZK signifikant hoher exprimiert war, ist
es dennoch viel versprechend fiir prognostische Zwecke.

Tatséchlich zeigte sich ein signifikant ldngeres DFS, T'SS und OS fiir Patienten mit einer
hoheren EDNRB-Expression. Die statistische Signifikanz in den DFS-Analysen im Vergleich
zu den Gruppenvergleichen (DFS > 24 vs. < 24 Monate) rithrt daher, dass hier auch die
Nachbeobachtungszeit der nichtmetastasierten kzNZK in Form von zensierten Daten ein-
bezogen wurde. Da die Patienten zur Ermittlung eines DFS-Unterschieds in Abhéngigkeit
von ihrer EDNRB-Expression in drei Gruppen mit unterschiedlichen Patientenzahlen geteilt
wurden, wurde hier zusétzlich ein Fisher-Test durchgefithrt. Da auch dieser einen signifikan-
ten Unterschied in der Zahl der Ereignisse zwischen den einzelnen Gruppen zeigte, ist davon
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auszugehen, dass die Kaplan-Meier-Analysen und der Log-Rank-Test verlassliche Daten lie-
fern.

Fiir das DFS und das TSS stellte die EDNRB-Expression weiterhin einen unabhéngigen
glinstigen prognostischen Faktor dar. Somit reprasentiert EDNRB, zumindest in dem ver-
wendeten Patientenkollektiv, einen geeigneten Kandidaten fiir eine Prognosevorhersage fiir
kzNZK-Patienten. Insbesondere der unabhéngige Einfluss auf das DFS macht die EDNRB-
Expression zu einem viel versprechenden Marker hinsichtlich einer Abschétzung von DFS
und Metastasierungsrisiko. Der kombinierte Einfluss verschiedener Parameter auf das OS
wurde hier, wie auch bei allen folgenden molekularen Faktoren, nicht untersucht, da 14 der
28 (50 %) verstorbenen Patienten keinen kzNZK-bedingten Tod erlitten und diese Analyse
somit nicht das Tumorgeschehen widerspiegeln wiirden.

Die verminderte Expression von EDNRB in kzNZK im Vergleich zum nichtmalignen Nie-
rengewebe sowie die Assoziation einer hohen EDNRB-Expression mit glinstigeren klinischen
Parametern, einem geringeren Metastasierungsrisiko sowie einem léngeren DFS und TSS der
Patienten sprechen fiir eine Tumorsuppressorwirkung von EDNRB im kzNZK.

Diese Befunde werden durch verschiedene Literaturdaten gestiitzt. Beispielsweise wurde
eine Promotorhypermethylierung im Vergleich zum jeweiligen nichtmalignen Ursprungsge-
webe in 64/96 (67 %) Blasenkarzinomen [Yates et al., 2007], 31/64 (38 %) Nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinomen [Knight et al., 2009] sowie 36/73 (49 %) Prostatakarzinomen [Yegnasub-
ramanian et al., 2004] beobachtet. Eine EDNRB-Promotormethylierung wurde aulerdem in
35/48 NZK (73 %) im Vergleich zu 27/55 (49 %) nichtmalignen Nierengeweben beobachtet
[Pflug et al., 2007]. Wie auch in der vorliegenden Arbeit gezeigt, beschrieben Yao et al. [2008]
eine hohe EDNRB-Expression als einen unabhéngigen prognostischen Faktor fiir ein lingeres
TSS von kzNZK-Patienten (n = 236). Der unabhéngige prognostische Einfluss auf das DFS
wurde bisher allerdings noch nicht beschrieben. Auch Uvealmelanom-Patienten mit einer
hohen EDNRB-Expression hatten ein signifikant langeres TSS als solche mit einer geringen
EDNRB-Expression [Smith et al., 2002].

Im Gegensatz zu den mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit sehr gut iibereinstim-
menden genetischen und Expressionsdaten passen die bisher beschriebenen Proteinanalysen
nicht ins Bild. So beschrieben Herrmann et al. [2007] eine schwache bis mittlere immunhis-
tochemische EDNRB-Farbung in 171/180 (93 %) NZK, die keine Assoziation zu Tumor-
grad oder -stadium zeigte, was im Falle des Tumorgrades den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit widerspricht. Dies konnte auf die unterschiedlichen verwendeten Patientenkollektive
zuriickgefiihrt werden. Weiterhin wurde sowohl fir Mammakarzinome (n = 176) [Wiilfing
et al., 2003] als auch Vulvakarzinome (n = 68) [Eltze et al., 2007] ein tendenziell bzw.
signifikant kiirzeres DFS fiir Patienten mit EDNRB-positiven im Vergleich zu solchen mit
EDNRB-negativen Tumoren beschrieben. Diese kontriaren Ergebnisse von Methylierungs-/
Expressions- und Proteinanalysen konnten auf eine zusétzliche Regulation von EDNRB auf
der Protein- im Vergleich zur mRNA-Ebene bedingt sein. Méglicherweise erkennen auch die
verwendeten Antikorper nur eine der zwei existierenden Proteinisoformen, wiahrend zumin-
dest der in der vorliegenden Arbeit verwendete qPCR-Assay alle drei Transkriptvarianten
detektiert. Die Beobachtungen in Mamma- und Vulvakarzinomen auf Proteinebene und fiir
andere Tumorentitdten auf DNA- bzw. mRNA-Ebene legen zudem eine unterschiedliche
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Funktion von EDNRB in Abhéngigkeit von der Tumorentitiat nahe. Dies wird durch die
bisher publizierten und im Folgenden erlduterten funktionellen Untersuchungen gestiitzt.

EDNRB ist ein G-Protein-gekoppelter Rezeptor [Lalich et al., 2007], der im normalen Nie-
rengewebe in den Endothelzellen der Blutgefédfie und Glomerulikapillaren sowie in den Tubu-
lizellen detektierbar ist [Kuc & Davenport, 2004]. Mutationen oder Deletionen von EDNRB
rufen die sog. Hirschsprung-Krankheit hervor, eine massive Dickdarmerweiterung [Sanchez-
Mejias et al., 2010]. EDNRB gehort neben seinen Liganden EDN1, EDN2 und EDN3 sowie
dem Rezeptor EDNRA zu der sog. Endothelinachse, deren wichtige funktionelle Bedeutung
im Tumorgeschehen bereits seit mehreren Jahren bekannt ist. So wurden und werden bei-
spielsweise EDNRA-Antagonisten (Atrasentan, Zibotentan) bereits in klinischen Phase I —
III-Studien zur Behandlung des fortgeschrittenen Prostatakarzinoms getestet [James et al.,
2009; Ubersicht in Lalich et al., 2007]. EDNRA und EDNRB zeigen eine abweichende Vertei-
lung in humanen Geweben, die eine unterschiedliche funktionelle Bedeutung beider Rezepto-
ren nahelegt [Guruli et al., 2004]. Wahrend fiur EDNRA konsistent eine zellwachstums- und
-migrationsférdernde sowie proangiogene Wirkung beschrieben wurde [Wilson et al., 2006;
Bhargava et al., 2005; Bagnato et al., 1999; Nelson et al., 1996], ist die funktionelle Rolle von
EDNRB weniger eindeutig. So induzierte EDN1 via EDNRB Apoptose in humanen A375-
Melanomzellen [Okazawa et al., 1998] und murinen priméren Zellen der glatten vaskuléren
Muskulatur [Nakahashi et al., 1998] und inhibierte die Proliferation priméirer humaner Ito-
Zellen [Mallat et al., 1995]. Im Gegensatz dazu bewirkten EDNRB-Antagonisten in priméren
humanen Melanomzellen aus Primartumoren und Metastasen sowie in humanen Melanom-
(A375, WM35) und Gliom-Zelllinien (LN-229, SW1088) eine Verringerung der Zellviabilitét
und induzierten Zellzyklusarrest (G2/M) und Apoptose [Montgomery & Patterson, 2008;
Lahav et al., 2004]. Die Aktivierung von EDNRB durch EDN1 kann via die Verminderung
von Zell-Zellkontakten durch ein verringertes CDHI1-Level zudem die Migrationsfahigkeit
humaner 1007-Melanomzellen begiinstigen [Rosano et al., 2004]. Weiterhin verlangsamte ei-
ne EDNRB-Suppression das Wachstum subkutaner A375-Tumoren in Nacktméusen [Lahav
et al., 1999]. Insbesondere die kontraren Daten fir Melanomzellen legen eine duale Rolle von
EDNRB in Zellproliferation und Apoptose nahe.

Die fiir das NZK beschriebene EDNRB-Promotorhypermethylierung sowie die in dieser
Arbeit erhaltenen Ergebnisse sprechen dafiir, dass EDNRB in kzNZK-Zellen priméar einen
wachstumsinhibitorischen Effekt ausiibt. EDNRB konnte dementsprechend einen inhibieren-
den Effekt auf die Initiation des Metastasenwachstums ausiiben. Mit abnehmender EDNRB-
Expression kann moglicherweise dieser inhibierende Effekt schneller iiberwunden und somit
das Metastasenwachstum induziert und die Lange der Tumorzelllatenzphase bestimmt wer-
den. Eine EDNRB-Inhibierung in humanen embryonalen Nierenzellen (HEK-293) bewirkte
allerdings keine Verdnderung ihrer Viabilitat [Lahav et al., 1999]. Da Tumorzellen in ih-
rem Verhalten embryonalen Zellen &hneln [Nguyen & Massague, 2007], spielt EDNRB mog-
licherweise auch keine Rolle in der Proliferation von Nierentumorzellen. Trotzdem koénnte
EDNRB in vivo zur Induktion und Aufrechterhaltung der Tumorzelllatenz beitragen. Denn
auch ein verringertes PLAUR-Level beispielsweise, das ein verringertes MAPK1/MAPK14-
Verhaltnis nach sich zieht, bewirkt eine Latenz von HEp3-Epidermoidkarzinom-Zellen ohne
deren in vitro-Proliferationsrate zu beeinflussen [Aguirre-Ghiso et al., 2003 & 1999].
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Theoretisch sollten Faktoren, die das Tumorzellwachstum zur Makrometastase inhibieren,
auch die Zellen des Priméartumors am Wachstum zum makroskopischen Tumor hindern. Dass
auch Primartumoren in einem latenten Zustand vorliegen konnen, wurde beispielsweise in
Autopsiestudien gezeigt [Black & Welch, 1993]. In der Klinik beobachtet man aber nicht, dass
spat metastasierte Primédrtumoren erst in dlteren Patienten entstehen als friih metastasierte
oder nicht metastasierte in élteren Patienten als metastasierte. So betrug beispielsweise in
dem in der vorliegenden Arbeit mittels PCR untersuchten kzNZK-Patientenkollektiv das
mediane Alter der Patienten, deren Tumoren keine Metastasen bildeten, bei Nephrektomie
63 (39 — 89) Jahre. Patienten, deren Tumoren initial oder im Verlauf metastasierten, wiesen
ein dhnliches medianes Alter bei Nephrektomie von 66 (42 —81) Jahren auf. Die Validierung
der EDNRB-Expression mittels TLDAs zeigte, wie bereits vorher die ,,Microarray“-Analysen
an vielen anderen Genen, dass der Unterschied der EDNRB-Expression in primaren kzNZK
deutlich weniger stark ausgepragt war als in Metastasen. So ist es durchaus denkbar, dass
EDNRB auch die Latenz von Primartumorzellen beeinflusst, sich dieser EDNRB-bedingte
Einfluss auf die Tumorzelllatenz in den einzelnen Pimértumorsubgruppen aber nicht merklich
unterscheidet. Das heifit, EDNRB — oder auch andere Proteine — konnten &hnlich lange
Latenzzeiten der Primartumorzellen in allen Patienten induzieren.

PECAMI1-Expression und Mikrogefafidichte

PECAMI1 — besser bekannt als CD31 — ist ein transmembranéres Glykoprotein, das se-
lektiv in Zellen des Gefafisystems wie Endothelzellen, Thrombozyten oder Lymphozyten
detektierbar ist und Endothelzellkontakte vermittelt [Coukos et al., 1998]. Es wird in der
Pathologie beispielsweise zur Diagnose von Gefaftumoren eingesetzt [Kutzner, 2005].

In der vorliegenden Arbeit wurden die PECAMI-Expression sowie die PECAM1-Pro-
teinmenge in Form der MVD an je einem, sich unterscheidenen Patientenkollektiv bestimmt.
Der in dieser Arbeit gewéhlte PECAMI1-Antikorper und die genutzte Auswerteprozedur ent-
sprechen den in der Literatur beschriebenen [Sandlund et al., 2007a]. Die in kzNZK beobach-
tete mediane MVD (212 Gefifile/mm?) war etwas hoher als die in der Literatur beschriebene
(10 — 181 Gefiale/mm?) [Baldewijns et al., 2007; Sandlund et al., 2007a; Imao et al., 2004;
Zhang et al., 2002]. Dies konnte zum einen auf das in dieser Studie verwendete selektierte
Patientenkollektiv sowie zum anderen auf die bei immunhistochemischen Analysen immer
bestehende subjektive Auswertung sowie die Verwendung verschiedener MVD-Marker (PE-
CAM1, CD34) zuriickzufithren sein. Weiterhin wurden in dieser Arbeit, je nach Verfiighar-
keit, sowohl Stanzen aus dem zentralen als auch aus dem peripheren Bereich des Tumors
einbezogen (meist eine periphere und zwei zentrale Stanzen pro Probe). Hemmerlein et al.
[2001] zeigten allerdings, dass Stanzen im peripheren Bereich eine hohere MVD besitzen kon-
nen als Stanzen aus dem zentralen Tumorareal, was die in dieser Arbeit beobachtete hohere
MVD im Vergleich zu anderen Studien ebenfalls erkléaren konnte. Eine geringere MVD in
papillaren im Vergleich zu kzNZK, wie sie in dieser Arbeit beobachtet wurde, ist ebenfalls
aus der Literatur bekannt [Sandlund et al., 2007a].

In den ,Microarray“- bzw. den TLDA-Analysen wurde eine signifikant oder tendenziell
hohere PECAMI-Expression in spéat im Vergleich zu frith metastasierten und auch in nicht
metastasierten im Vergleich zu metastasierten primaren kzZNZK beobachtet. In einem unab-
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héngigen Patientenkollektiv wurde die differenzielle Expression zwischen meta- (DFS > 36
Monate) und synchron (DFS < 12 Monate) metastasierten Tumoren mittels qPCR bestatigt.
Auch auf Proteinebene zeigte sich eine Abnahme der medianen MVD von nicht metastasier-
ten tiber spit/metachron metastasierte zu frith/synchron metastasierten kzNZK, erreichte
aber keine statistische Signifikanz. Zwischen nicht metastasierten und metastasierten kzNZK
zeigte sich an den unabhéngigen Patientenkollektiven weder fiir die PECAMI1-Genexpression
noch fiir die MVD ein statistisch signifikanter oder tendenzieller Unterschied.

Eine hohe MVD in priméren kzNZK war mit ungiinstigen klinischen Parametern asso-
zilert. Fir die PECAMI-Expression war dies nur fiir das Vorhandensein initialer Lymph-
knotenmetastasen zu beobachten. Zudem wurde ein langeres T'SS und OS in Patienten mit
einer hoheren PECAMI-Expression bzw. hoheren MVD beobachtet. Allerdings war dieser
Unterschied nur im Fall der Genexpression signifikant. Die PECAMI1-Expression stellte so-
gar einen unabhangigen prognostischen Marker fiir das T'SS dar und ist somit potenziell zur
Prognoseabschatzung von kzNZK-Patienten geeignet. Obwohl PECAMI einen signifikanten
Expressionsunterschied zwischen spat und frith metastasierten priméren kzNZK aufwies, wa-
ren keine Unterschiede im DFS in Abhéngigkeit von der PECAMI-Expression zu verzeichnen.
Dies liegt moglicherwiese darin begriindet, dass in die Kaplan-Meier-Analysen im Gegensatz
zu den Gruppenvergleichen nur Tumoren einbezogen wurden, die keine initialen distanten
Metastasen aufwiesen. Somit konnte PECAM1 eventuell biologisch an der Entstehung initia-
ler (synchroner) bzw. metachroner Metastasen mitwirken. Fiir eine DFS-Vorhersage, die nur
fiir initial nicht metastasierte Patienten relevant ist, ist es daher als Einzelmarker ungeeignet.

Die zum Teil abweichenden Ergebnisse von Expressionsmessung und MVD-Beurteilung
sind zum einen sicher durch die weitestgehend differierenden Patientenkollektive beider Un-
tersuchungsmethoden begriindet. Einen weiteren Grund fiir die Diskrepanz der Ergebnisse
stellt die Auswertemethode dar. In der Immunhistochemie wurde lediglich die Zahl positi-
ver Gefafle in einem Gewebeschnitt gezahlt, unabhéngig von deren Farbeintensitat. Diese
Methode ist géngig bei der Beurteilung der MVD [z. B. Sandlund et al., 2007a]. Allerdings
ergaben sich hier beim Betrachten mehrerer Stanzen eines Gewebes, die fiir die Auswertung
gemittelt wurden, zum Teil deutliche Unterschiede in der MVD. Dies liegt moglicherweise
in der Verwendung von TMAs und somit kleiner Gewebestanzen begriindet, die fiir den
Fall der MVD das Gesamtgewebe vielleicht nur ungeniigend reprasentieren. Bei der qPCR
hingegen wurde die RNA aus einem reprasentativen Gewebestiick isoliert. Aulerdem wur-
de in der qPCR eine exakte relative Molekiilzahl bestimmt, das heifit, auch die ,Intensitat
der Farbung® berticksichtigt. Obwohl sowohl die Expressionsmessungen als auch die MVD-
Beurteilung darauf hindeuten, dass PECAMI1 ein Tumor- und Metastasierungssuppressorgen
im kzNZK darstellt, scheint die Quantifizierung der Genexpression geeigneter fiir prognos-
tische Zwecke zu sein. Dies wird durch die schwache Korrelation der PECAMI-Expression
in primaren kzNZK mit dem DFS untermauert.

Auf Proteinebene wurden neben den Primértumoren auch kzNZK-Metastasen in die Un-
tersuchungen einbezogen. Obwohl kein signifikanter MVD-Unterschied zwischen nicht me-
tastasierten und metastasierten priméaren kzNZK oder in Abhéngigkeit vom DF'S verzeichnet
wurde, zeigten metastasierte kzNZK eine statistisch signifikant hohere MVD als Metastasen.
Dies lésst darauf schlieffen, dass eine abnehmende MVD mit einem héheren Metastasierungs-
risiko einhergeht. Die vorliegende Arbeit ist die erste Studie, die die MVD von Metastasen
und Primartumoren vergleichend beschreibt, so dass fiir die erhaltenen Ergebnisse keine
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Vergleichsdaten vorliegen. Bestatigt werden diese Resultate aber durch die Ergebnisse der
TLDA-Analysen. Auch dort war die PECAMI-Expression in den Metastasen geringer als
in den Primirtumoren, wenn auch nicht statistisch signifikant (nicht gezeigt). Im Gegen-
satz zu dem Vergleich spat vs. friih metastasierte Primértumoren wiesen spéit entstandene
Metastasen auBerdem eine signifikant hohere MVD auf als frith entstandene (DFS < 12 vs.
> 36 Monate; DFS < 24 vs. > 24 Monate). Ein solcher signifikanter und in den Metastasen
verglichen zu den Primértumoren starker ausgepragter Unterschied zeigte sich auch fiir die
mittels TLDAs gemessene PECAMI-Expression. Erganzt durch die Korrelation der MVD
in Metastasen mit dem DFS der Patienten lasst dies wiederum auf eine Selektion dieses
Expressions- bzw. MVD-Unterschieds wihrend des Metastasierungsprozesses schlieflen. So-
mit konnten sowohl die Gefafizahl als auch die PECAM1-Molekiilzahl eine funktionelle Rolle

in der Metastasierung und der Tumorzelllatenz spielen.

Die prognostische Relevanz der PECAM1-Genexpression in NZK wurde bisher noch nicht
beschrieben, so dass zum Vergleich hier nur Daten fiir die Proteinebene in Form der MVD
zur Verfiigung stehen. Eine hohere MVD in weniger aggressiven NZK, wie sie in dieser
Arbeit gezeigt wurde, wurde bereits mehrfach in der Literatur beschrieben. So beobachteten
beispielsweise Baldewijns et al. [2007] (n = 150), Sandlund et al. [2007a] (n = 167), Yildiz
et al. [2008] (n = 54) und Hemmerlein et al. [2001] (n = 58) eine hohere MVD in Tumoren
mit geringem Tumorgrad, geringem Tumordurchmesser und geringem klinischen Stadium,
wobei die ersten drei Studien kzNZK, die letzte NZK verschiedener Histologien umfassten.
Yildiz et al. [2008] und Imao et al. [2004] beobachteten eine signifikant hohere MVD in nicht
metastasierten im Vergleich zu initial bzw. im Verlauf metastasierten NZK (n = 42 vs. 12
bzw. 56 vs. 14), wobei die erste Studie nur kzNZK, die zweite NZK aller Histologietypen
einbezog.

Allerdings beschrieben beispielsweise Zhang et al. [2002] in einer Studie an 70 NZK eine
hohere MVD in Tumoren mit hoherem Stadium und Yilmazer et al. [2007] stellten bei der
Untersuchung von 50 NZK tiberhaupt keine Assoziation zwischen MVD und Tumorgrad oder
-stadium fest. AuBlerdem beschrieben Fukata et al. [2005] eine hohere MVD in 24 metasta-
sierten im Vergleich zu 30 nicht metastasierten priméaren NZK. Insgesamt sind also auch die
bisher publizierten Ergebnisse hinsichtlich der Assoziation der MVD mit der Aggressivitat
von NZK kontrovers, tendieren aber zu einer Assoziation einer hohen MVD mit weniger
aggressiven Tumoren. Diese kontréaren Beobachtungen kénnen zum einen auf unterschiedlich
zusammengesetzte Patientenkollektive, wie z. B. eine unterschiedliche Verteilung der histo-
logischen Subtypen, zuriickzufiihren sein. Dies kann das Ergebnis durchaus beeinflussen, da
in papilliren NZK eine hohe MVD mit einer schlechteren Prognose assoziiert ist [Sandlund
et al., 2007a). Zum anderen stellen die Verwendung unterschiedlicher Antikérper und die
subjektive Beurteilung der MVD moégliche Ursachen dar. Zudem existieren je nachdem, wel-
cher der gangigen Endothelzellmarker verwendet wird, Unterschiede in der Farbung reifer
und unreifer Gefédle. Wahrend PECAM1 beide Gefaltypen anfirbt, farbt CD34 lediglich
unreife Gefafle, die noch nicht von Perizyten ummantelt sind, kein oder nur ein sehr kleines
Lumen und dicke Gefédwénde besitzen, insgesamt also nicht funktionsféhig sind [Yao et al.,
2007]. Auch diese Einfliisse konnten durch eine Quantifizierung der PECAMI-Expression
umgangen und somit objektivere Ergebnisse erhalten werden.
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Beziiglich der Uberlebensanalysen berichteten auch Sandlund et al. [2007a], Yildiz et al.
[2008] und Rioux-Leclercq et al. [2001] ein signifikant langeres TSS, Imao et al. [2004] ein
signifikant langeres OS und Herbst et al. [1998] ein signifikant langeres DFS von Patienten
mit hoher MVD im Vergleich zu Patienten mit geringer MVD des Primartumors. Allerdings
war in den ersten vier Studien die MVD kein unabhéngiger prognostischer Marker, in der
letzten wurde die MVD nicht in multivariaten Analysen untersucht. Die Erkenntnis, dass
auch in anderen Studien die MVD nicht als unabhangiger prognostischer Faktor identifi-
ziert wurde, untermauert ebenfalls die potenziell bessere Eignung der Quantifizierung der
PECAMI-Expression fiir prognostische Zwecke. Da bisher allerdings keine Vergleichsdaten
zur PECAMI1-Expression hinsichtlich ihres prognostischen Nutzens in NZK existieren, miis-
sen die in dieser Arbeit erhaltenen Ergebnisse an weiteren, moglichst konsekutive Patienten
umfassenden Kollektiven bestétigt werden.

Die Assoziation einer hohen MVD mit weniger aggressiven Tumoren und einer besseren
Prognose widerspricht der gangigen Theorie, dass Tumorprogression und Metastasierung
durch eine hohe Vaskularisierung begiinstigt werden [Hanahan & Weinberg, 2000]. Fiir an-
dere Tumoren wie Nicht-kleinzellige Lungenkarzinome [Kadota et al., 2008] ist beispielsweise
beschrieben, dass eine hohe MVD mit einem aggressiven Verhalten des Tumors assoziiert ist.
Die Ursache der paradoxen MVD-Beziehung im kzNZK ist bis heute nicht vollstandig ver-
standen. Gesundes Nierengewebe ist bereits sehr stark vaskularisiert. Es wird vermutet, dass
gut differenzierte kzNZK-Zellen die Struktur des normalen Nierengewebes imitieren und so-
mit eine hohe MVD den Zustand im normalen Gewebe reflektiert [Herbst et al., 1998]. Mit
zunehmender Entdifferenzierung der kzNZK-Zellen geht diese Eigenschaft verloren und die
MVD nimmt ab, wobei auch die Gefédfistruktur hin zu wenigen, aber groflen und unregel-
méfigen Gefaflen umorganisiert wird [Patel et al., 2009; Rioux-Leclercq et al., 2001; Sabo
et al., 2001]. Diese groBeren Geféle scheinen zudem eine héhere Permeabilitit zu besitzen
[Sabo et al., 2001], so dass Tumorzellen leichter in diese GeféBe eintreten und disseminieren
konnen, was die hohere Aggressivitit von kzNZK mit geringerer MVD erklart.

Eine geringe MVD kann auflerdem Hypoxie insbesondere in weit von diesen Gefaflien ent-
fernten Tumorzellen induzieren. Hypoxische Signale fithren nicht nur zur Angiogeneseinduk-
tion, sondern begiinstigen auch eine hohere Hypoxietoleranz der Tumorzellen. Deren Uberle-
ben und Wachstum ist damit weniger abhéangig von einer ausreichenden Blutzufuhr, so dass
diese Tumorherde einen aggressiveren Phéinotyp aufweisen [Ubersicht in Rak & Yu, 2004].
Helczynska et al. [2003] und Jogi et al. [2002] beobachteten beispielsweise eine Dedifferenzie-
rung hypoxischer humaner Neuroblastom- (SK-N-BE2) und Mammakarzinomzellen (MCF?7,
CAMA, T47D) hin zu einem stammzelldhnlichen Phénotyp und zudem eine geringere Rate
an toten Zellen in den unter hypoxischen im Vergleich zu den unter normoxischen Bedingun-
gen geziichteten Zellen. Ein dhnliches Verhalten kann in kzZNZK angenommen werden, da die
Prasenz von nekrotischen Tumorarealen als Indikator der Hypoxie in diesen Tumoren mit
einer ungtnstigen Prognose assoziiert ist [Lam et al., 2005]. Im Falle des kzNZK wiirde die
erhohte Gefafipermeabilitit und Aggressivitat der Tumoren zwar eine begiinstigte Metasta-
sierung an sich erklédren, liefert aber keine Erklarung fiir unterschiedlich lange Latenzzeiten
der Tumorzellen.

Einen interessanten Ansatz zur Erkldrung unterschiedlich langer Latenzzeiten in Abhéan-
gigkeit von der PECAMI-Expression oder der MVD lieferten allerdings Sardari Nia et al.
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[2007]. Sie beobachteten zwei verschiedene Wachstumsmuster in kzNZK-Lungenmetastasen
(n = 24). Destruktive Metastasen zerstorten das Lungengewebe bei ihrem Wachstum und
besaflen Gefafle, die morphologisch denen ahnelten, die typischerweise in Primartumoren
beobachtet werden. Diese Metastasen hatten eine hohere MVD als solche mit alveolarem
Wachstum. Bei diesen alveolaren Metastasen durchzogen die Tumorzellen das Lungenparen-
chym und nutzten anscheinend bereits bestehende Gefdafie des Lungenparenchyms fiir ihr
Wachstum. Da in der vorliegenden Arbeit nur kleine Gewebeareale auf den TMAs zur Ver-
fiigung standen, konnten solche Wachstumsmuster nur schwer beurteilt werden. Allerdings
war auch hier bei einigen Stanzen ein den alveolaren Metastasen dhnliches Wachstumsmuster
zu beobachten (nicht gezeigt). Metastasen mit einer letztendlich geringeren MVD kénnten
solche mit alveolarem Wachstum darstellen und somit die bereits bestehenden Gefafie des
Lungenparenchyms fiir ihr Wachstum nutzen. Sie konnten damit ohne einen ,angiogenic
switch“ einzuleiten und somit ohne oder nach einer nur sehr kurzen Latenzphase ihr Wachs-
tum im Sekundérorgan initiieren. Sardari Nia et al. [2007] beschrieben auch ein intermediéres
Wachstumsmuster in einigen Metastasen. Diese Metastasen konnten ein Gemisch aus bereits
bestehenden und neu gebildeten Geféflen nutzen und somit moglicherweise auch ein langeres
DFS als solche besitzen, die ausschliefllich auf vorhandene Geféfle zuriickgreifen.

Eine weitere hinsichtlich des DFS mogliche Erklarung liefert die Wechselwirkung von
PECAMI1 auf Endothelzellen mit Leukozyten (Neutrophile, Monozyten). Diese Zellen bin-
den an PECAM1, was ihre Migration durch die Geféiwand und damit ihr Eindringen in
das umliegende Gewebe erleichtert [Wakelin et al., 1996; Muller et al., 1993]. Da diese Zel-
len an der unspezifischen Immunantwort beteiligt sind, kénnte dies die Abwehrreaktion des
Korpers gegen das Wachstum der latenten Tumorzellen erhohen. Je mehr Gefafle bzw. je
mehr PECAMI1-Molekiile in den Gefaflen vorhanden sind, desto starker ist dieser Effekt und
desto linger moglicherweise das DFS. Bei neu entstehenden Metastasen konnten die gebil-
deten Gefafle so moglicherweise zunéchst einmal eine Immunantwort induzieren, bevor sie
das Tumorwachstum begiinstigen.

Tetraspanin 7 (TSPANT)

TSPANT (TM4SF2, CD231) ist ein Vertreter der humanen Tetraspaninfamilie, die insge-
amt 33 Mitglieder umfasst [Miranti, 2009]. Erstmals wurde TSPAN7 1995 als ein Oberfla-
chenprotein mononuklearer Zellen des peripheren Bluts sowie humaner akuter myeloischer
Leukémie- (T-Linie) und Neuroblastomzellen beschrieben [Takagi et al., 1995]. Es ist ein Zel-
loberflachenglykoprotein mit vier Transmembrandoménen. TSPAN7 wird in einer Vielzahl
normaler humaner Gewebe wie Niere, Herz, Gehirn, Leber oder Pankreas exprimiert [Zem-
ni et al., 2000]. Es ist auf dem kurzen Arm des X-Chromosoms lokalisiert (Xpl1.4). Eine
(X;2)-Translokation in diesem Bereich oder Mutationen des Gens sind wahrscheinlich ur-
sachlich fir eine Form der X-Chromosom-assoziierten mentalen Retardierung [Zemni et al.,
2000]. Es wurde vermutet, dass TSPAN7, wie andere Tetraspanine auch, mit (1-Integrin
wechselwirkt. Fehlt diese Wechselwirkung, ist moglicherweise die Bildung von Dendriten
und damit die Vernetzung von Nervenzellen beeintrachtigt [Zemni et al., 2000]. Neben sei-
ner Présenz in Leukédmie- und Neuroblastomzellen [Takagi et al., 1995] wurde bisher keine
Assoziation von TSPANT zur Genese oder Progression von Tumoren beschrieben. Aller-
dings sind mindestens sieben andere Mitglieder der Tetraspaninfamilie, wie CD82, an der
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Tumorprogression beteiligt [Ubersicht in Miranti, 2009; Bandyopadhyay et al., 2006], was
eine tumorrelevante Funktion weiterer Mitglieder nahelegt. In der Oncomine-Datenbank
[2010] hinterlegte ,Microarray“-Studien zeigten dementsprechend eine signifikant geringe-
re TSPANT7-Expression in kzNZK, Blasen-, Brust-, Leber-, Lungen-, Magen-, Kolon- und
Prostatakarzinomen sowie in Melanomen im Vergleich zu den jeweiligen nichtmalignen Ge-
weben, was eine tumorsuppressive Funktion des entsprechenden Proteins nahelegt.

Tetraspanine bilden in der Zellmembran Komplexe miteinander und mit anderen Protei-
nen, das sog. Tetraspaninnetz. Diese Interaktionspartner, wie Integrine oder Wachstumsfak-
torrezeptoren, sind haufig in die Zelladhéasion, -motilitdt, -invasion oder Angiogenese invol-
viert und sind somit an der Metastasierung von Tumoren beteiligt. Inwiefern Tetraspanine
die Funktion dieser Proteine beeinflussen, ist weitestgehend unbekannt.

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die TSPAN7-Proteinmenge immunhistochemisch unter-
sucht. Diese Technik bietet auch die Moglichkeit, die zelluldare Lokalisation eines Proteins zu
analysieren. Sowohl in den Tubulizellen der nichtmalignen Nierengewebe als auch in den Tu-
morzellen aller NZK-Subtypen und der Onkozytome war TSPANT nahezu ausschlieflich im
Zytoplama lokalisiert. Eine membranére oder zumindest membranar betonte Farbung einiger
Zellen wurde bevorzugt in Onkozytomen und nichtmalignen Nierengeweben beobachtet. Der
Anteil der Proben mit mindestens einem TSPANT7-positiven Zellkompartiment in Tumor-
bzw. Tubulizellen nahm dabei mit der Aggressivitiat des histologischen Subtyps ab. Nahezu
alle Onkozytome als benigne Nierenlésionen zeigten wie auch die nichtmalignen Nierengewe-
be eine TSPAN7-Farbung, gefolgt von 50 % der papillaren und 9 % der aggressiveren kzNZK
[Beck et al., 2004]. Dies lasst auf eine Suppressorfunktion von TSPAN7 in Tumorgenese und
-progression schlieSen. Innerhalb der kzNZK war eine TSPANT7-Férbung allerdings nicht mit
einer besseren Prognose oder giinstigeren klinischen Parametern assoziiert. Auflerdem wurde
kein signifikanter Unterschied im Anteil TSPANT7-positiver Tumorzellen zwischen priméren
kzNZK und kzNZK-Metastasen beobachtet. Dies lasst insgesamt darauf schlieflen, dass das
in Tumorzellen lokalisierte TSPANT keinen entscheidenden Beitrag zur Metastasierung von
kzNZK leistet.

Die unerwartete bevorzugte zytoplasmatische Lokalisation des Membranproteins TSPAN7
konnte natiirlich in einer unspezifischen Antikorperreaktion begriindet liegen, zumal ein poly-
klonaler Antikorper verwendet wurde. Da der Antikérper im Western Blot kein Signal lieferte
(nicht gezeigt), konnte seine TSPANT7-Sperzifitat nicht geklart werden. Bisher existieren keine
Publikationen zur TSPAN7-Farbung in Epithelzellen, die als Vergleichsdaten herangezogen
werden konnten. Zum damaligen Zeitpunkt war der verwendete Anti-TSPANT7-Antikorper
der einzige kommerziell verfiighare, so dass auch das Farbemuster nicht mit dem eines an-
deren Antikorpers verglichen werden konnte. Die erhaltene Férbung wurde aber mit der
der im Internet zugénglichen Datenbank ,Human Protein Atlas“ verglichen [Ponten et al.,
2008]. Diese umfasst immunhistochemische Farbungen verschiedener Proteine an einer Viel-
zahl von Zelllinien, humanen Tumoren und Normalgeweben. Das TSPANT7-Féarbemuster in
nichtmalignen Nierengeweben war, mit einer etwas schwacheren Farbung, zu dem in der
vorliegenden Arbeit beschriebenen vergleichbar. Die Tumorzellen aller in der Datenbank
verfigbaren kzZNZK (n = 10) waren TSPANT7-negativ. Das verfiighare chromophobe NZK
zeigte eine schwache bis moderate zytoplasmatische Farbung der Tumorzellen, dhnlich der
der Onkozytome in der vorliegenden Arbeit. Die Farbung in dieser Datenbank wurde zwar
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mit dem gleichen Antikérper erzeugt, so dass auch hieraus keine Riickschliisse auf dessen
Spezifitdt gezogen werden kénnen. Aber zumindest konnen durch die dhnlichen Farbemuster
Fehler in der Farbeprozedur ausgeschlossen werden. Auch andere potenziell tumorassoziierte
Tetraspanine (z. B. CD82, CD151, TSPAN9) zeigen laut des ,Human Protein Atlas* [Ponten
et al., 2008] neben ihrer unterschiedlich stark ausgeprigten membranéren Farbung eine zyto-
plasmatische. Diese Befunde lassen die beobachtete zytoplasmatische Farbung von TSPANT
ebenfalls glaubhaft erscheinen. Dass diese nahezu ausschliefSliche zytoplasmatische Farbung
von TSPANY von einer Aberration herriiht, ist unwahrscheinlich, da auch die Tubulizellen der
nichtmalignen Nierengewebe eine zytoplasmatische TSPAN7-Farbung aufwiesen. Moglicher-
weise existieren verschiedene Isoformen dieses Proteins mit unterschiedlicher Lokalisation
und Funktion. Fir CDS&2 ist beispielsweise eine Isoform beschrieben worden, die durch eine
alternative Spleifivariante (AExon7) kodiert wird und der im Vergleich zum Wildtypprotein
eine extrazelluldre Doméne fehlt [Lee et al., 2003].

Tetraspanine konnen auch in exozytotischen Vesikeln enthalten sein, die diese Proteine zur
Zellmembran und zurtick ins Zytoplasma transportieren, oder in Endosomen lokalisiert sein,
die sie dem lysosomalen Abbau zufiihren [Pols & Klumperman, 2009]. Auch diese Transport-
mechanismen kénnten die zytosolische Lokalisation von TSPANT bedingen. Dies wiirde auch
die granuldre Farbung in nichtmalignen Geweben und Onkozytomen erkliren. Fiir das Te-
traspanin CD63 wurde beispielsweise sogar eine vorwiegende zytoplasmatische Lokalisation
beschrieben. Es ist Teil der Vesikelmembran und des Vesikelinnenraums [Ubersicht in Pols &
Klumperman, 2009]. Die in CD63 enthaltene und fiir seine Lokalisation in der Endosomen-
und Lysosomenmembran verantwortliche Konsensussequenz (YXX(@; X = variabel, bevor-
zugt hydrophil; @ = hydrophober sperriger Rest) [Bonifacino & Traub, 2003] ist auch in
der TSPANT7-Sequenz zu finden (YEMV). Die Funktion des intrazellularen CD63 ist nicht
geklart. Es gibt jedoch Hinweise darauf, dass es an dem Transport verschiedener Proteine
zur Zellmembran beteiligt ist. So inhibiert es wahrscheinlich den Transport von CXCR4 zur
Plasmamembran [Yoshida et al., 2008] und bewirkt die lysosomale Degradation von MMP14
[Takino et al., 2003]. CXCRA4 ist ein Membranrezeptor, der durch Bindung seines Ligan-
den die Invasivitat und die gerichtete Metastasierung von z. B. kzNZK-Zellen begiinstigt
[Pan et al., 2006]. MMP14 bewirkt als membrangebundene Matrixmetalloproteinase die De-
gradation der extrazelluliren Matrix und ist somit an der Migration und Metastasierung
von Tumorzellen beteiligt [Suojanen et al., 2009]. Ahnliche Wechselwirkungen sind auch
fiir TSPAN7 denkbar, welches somit eine Rolle in der Metastasierungssuppression von Tu-
moren spielen konnte. Ein geringer Anteil TSPANT7-positiver Zellen wére damit mit einer
schlechteren Prognose assoziiert, so wie es fiir die unterschiedlichen histologischen Subtypen
beobachtet wurde.

Neben der seltenen TSPAN7-Prasenz in Tumorzellen wurde eine immunhistochemische
TSPAN7-Farbung von Endothelzellen in 83 % der untersuchten priméren kzNZK beobachtet.
Eine solche TSPAN7-Farbung der Gefafle war auch fir die kzNZK im ,Human Protein
Atlas® zu beobachten [Ponten et al., 2008]. Die héufigere und starkere TSPAN7-Féarbung
der Endothel- im Vergleich zu den Tumorzellen legt nahe, dass die in den ,Microarray*-
und qPCR~Analysen erhaltenen Ergebnisse eher die TSPANT7-Expression der Endothelzellen
widerspiegeln.
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In den ,Microarray“- bzw. TLDA-Analysen war die TSPAN7-Expression statistisch sig-
nifikant oder tendenziell hoher in spaten im Vergleich zu frithen Metastasen, in spat im
Vergleich zu frith metastasierten priméren kzNZK und in nicht metastasierten im Vergleich
zu metastasierten Primartumoren. Auch die Immunhistochemie ergab eine signifikant héhere
Zahl TSPANT-positiver Gefafle in spét im Vergleich zu friith entstandenen kzNZK-Metastasen
(DFS > 24 vs. < 24 Monate). Auierdem korrelierte die Zahl TSPAN7-positiver Geféfle in den
Metastasen mit dem DFS, was auch hier auf eine funktionelle Rolle der TSPANT7-positiven
Gefafle in der Dauer der Latenzphase hindeutet. Im Primértumor war allerdings, im Gegen-
satz zu den Expressionsmessungen, kein signifikanter Unterschied der Zahl TSPANT7-positiver
Geféfle in Abhéangigkeit vom DFS zu beobachten. Auch hier scheint sich der Unterschied in
der Zahl TSPANT-positiver Gefafle also wihrend des Metastasierungsprozesses selektiert zu
haben. Die signifikant abnehmende Zahl TSPANT7-positiver Geféfle von nicht metastasierten
iiber metastasierte primére kzNZK zu kzNZK-Metastasen ldsst weiterhin auf eine metasta-
sierungssuppressive Rolle von TSPANTY schliefen. Die beobachtete Diskrepanz zwischen den
Ergebnissen der qPCR und der Immunhistochemie ist sicher vorrangig darauf zuriickzufiih-
ren, dass zwar die Expressionsmessung, nicht aber die Immunhistochemie die Molekiilzahl
widerspiegelt.

Priméare kzNZK mit glinstigen klinischen Parametern zeigten eine signifikant hohere Zahl
TSPANT-positiver Geféfle. AuBerdem besaflen Patienten, in denen beide untersuchten Ge-
webestanzen TSPANT7-positive Gefafle aufwiesen, im Vergleich zu solchen mit nur einer oder
keiner TSPANT-gefaflpositiven Stanze ein signifikant langeres DFS, TSS und OS. Fiir das
TSS war TSPANT sogar ein unabhéngiger giinstiger prognostischer Marker. Somit besté-
tigte die Validierung auf Proteinebene TSPANT als interessanten prognostischen Marker im
kzNZK. Obwohl es kein unabhangiger prognostischer Marker fiir das DFS ist, ist es doch mit
dem DFS assoziiert und somit ein sehr viel versprechender Kandidat fiir eine Markerkombi-
nation zur DFS-Vorhersage. Fiir spatere immunhistochemische Routineanalysen an kzNZK
erscheint eine immunhistochemische TSPAN7-Firbung attraktiv, da es fiir die Uberlebens-
analysen nicht notwendig war, die TSPANT-positiven Gefafle auszuzéhlen, sondern lediglich
die Zahl der TSPANT7-geféfipositiven Gewebestanzen zu bewerten. Vor der weiteren Vali-
dierung dieser Faktors sollte jedoch die Spezifitdt der Farbung mit einem unabhéngigen
Antikorper geprift werden.

Wie lasst sich eine groflere Zahl TSPANT-positiver Gefafle nun funktionell mit einem
geringeren Metastasierungsrisiko und einem langeren DFS in Verbindung bringen? In den
Endothelzellen konnte eine genaue TSPANT-Lokalisation nicht definiert werden; hier kann
eine membranare Farbung aber nicht ausgeschlossen werden, da das TSPAN7-Fiarbemuster
dhnlich zu dem des Zelloberflichenproteins PECAM1 war. Zunéchst einmal kann man davon
ausgehen, dass TSPANT nicht selektiv in tumorassoziierten Gefaflen zu finden ist. Obwohl
die genaue Zahl TSPANT7-positiver Gefifle aufgrund der iiberdeckenden tubuléren Farbung
in den nichtmalignen Geweben nicht ermittelt werden konnte, waren auch hier eindeutig
TSPANT7-positive Gefédfle vorhanden.

Eine membranare TSPANT7-Lokalisation kénnte einen &hnlichen Effekt haben wie die
CD82-DARC-Wechselwirkung. Ein Membranprotein der Tumorzellen kénnte mit TSPANT
auf Endothelzellen wechselwirken, was im Primédrtumor den Eintritt dieser Zellen in den
Blutstrom bzw. im Blutstrom die Proliferation oder weitere Wanderung dieser Zellen ver-
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hindern und somit die Metastasierung inhibieren kann. Eine solche Wechselwirkung im Se-
kundarorgan konnte ebenfalls die Proliferation und somit das Wachstum von Tumorzellen
zu Makrometastasen unterdriicken. Je hoher die Zahl TSPANT7-positiver Tumorgefafie, desto
hoher ist die Wahrscheinlichkeit, dass eine latente Tumorzelle ihr Wachstum nicht induzieren
kann. Fir eine zytoplasmatische Lokalisation in Endothelzellen ist ein dhnlicher Mechanis-
men denkbar. So konnte TSPANT beispielsweise den Transport von Oberflichenmolekiilen
zur Zellmembran verhindern, die wichtig wéren, um mit Tumorzellen wechselzuwirken und
somit deren Proliferation zu initiieren.

5.2.3 Zusammenfassende Bewertung und Ausblick

Die potenzielle prognostische Eignung der mutmafllichen Metastasierungsuppressorgene
EDNRB, PECAMI1 und TSPAN7 wurde an einem groflen Patientenkollektiv nachgewie-
sen. Alle drei Faktoren wurden urspriinglich in den ,Microarray“-Analysen als differenziell
exprimiert sowohl in spéat vs. frith entwickelten Metastasen als auch in spét vs. frith me-
tastasierten priméaren kzNZK identifiziert und wurden zudem in mindestens einer anderen
s,Microarray“-Studie als prognostisch relevant beschrieben. Dies untermauert den in der vor-
liegenden Arbeit gewahlten Untersuchungsansatz.

Die Gene EDNRB und PECAM]1 sowie TSPAN7 wurden als unabhéngige giinstige prog-
nostische Faktoren fiir das TSS identifiziert. Sie konnen somit potenziell die auf klinischen
Parametern beruhenden TSS-Vorhersagemodelle, wie das UISS [Zisman et al., 2001], verbes-
sern. Obwohl sie nicht direkt zur Vorhersage von Metastasierungsrisiko und DFS geeignet
sind, sind sie fiir eine klinische Anwendung hoch relevant. Mit ihrer Hilfe kénnten beispiels-
weise Hochrisikopatienten mit einer sehr geringen Uberlebenswahrscheinlichkeit identifiziert
und mit speziell fiir solche Patienten zugelassenen Therapeutika, wie dem MTOR-Inhibitor
Temsirolimus [Tong et al., 2010], behandelt werden. Mit Hilfe solcher TSS-assoziierten Gene
bzw. Proteine konnte man aber beispielsweise auch Patienten identifizieren, die selbst mit
einem moglichen Tumorrezidiv lange tiberleben werden und denen eine nebenwirkungsreiche
Therapie damit erspart werden kénnte. Dies spielt insbesondere bei sehr alten Patienten eine
Rolle, deren Lebensqualitiat durch eine solche Therapie erheblich abnehmen kann.

EDNRB war zudem ein unabhangiger prognostischer Marker fiir das DFS und koénnte
somit potenziell als molekularer Einzelmarker in Kombination mit klinischen Parametern
zur Abschétzung des DFS und des Metastasierungsrisikos eingesetzt werden. Auch TSPANT
war mit dem DFS assoziiert, stellte aber keinen unabhéngigen Marker dar. Es konnte aber
die prognostische Aussagekraft einer Kombination aus mehreren Genen potenziell verbes-
sern. Da Tumoren und ihre Metastasierung multifaktoriell bedingt sind, ist anzunehmen,
dass ein einzelner Marker nicht bei jedem Patienten eine genaue Vorhersage des DFS und
des Metastasierungsrisikos erlaubt. Zudem wurde insbesondere fiir das kzNZK in bisherigen
Analysen noch kein geeigneter prognostischer Einzelmarker identifiziert und auch die in den
,Microarray“-Analysen der vorliegenden Arbeit beobachtete potenzielle prognostische Eig-
nung vieler Gene wurde nur fiir drei dieser Gene in den Validierungsstudien belegt. Das deutet
darauf hin, dass beim kzNZK ein prognostisch einsetzbarer Einzelmarker nicht existiert. So-
mit erscheint eine Kombination mehrerer molekularer Faktoren in einem Vorhersagemodell
generell geeigneter fiir eine Anwendung in der Klinik als ein Einzelmarker. Die vorliegen-
de Arbeit stellt mit den identifizierten prognoserelevanten Faktoren einen ersten Schritt zu
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einem solchen Modell dar und liefert zudem weitere viel versprechende Kandidaten fiir zu-
kiinftige Arbeiten (z. B. LDB2, RGS5). Auflerdem kommen die aus der Literatur bekannten
prognoserelevanten Faktoren fiir solche Genkombinationen in Frage.

Die Expression der verschiedenen Gene konnte in folgenden Arbeiten an ein und dem-
selben Kollektiv konsekutiver Patienten gemessen werden. Je nach prognostischer Relevanz
der einzelnen Marker kann dann beispielsweise ein gewichtetes Mittel aller Expressionswerte
berechnet werden. Dieser Mittelwert konnte in die bestehenden, auf klinischen Parametern
beruhenden Nomogramme einbezogen werden, mit Hilfe derer man dann sehr genau das
Rezidivrisiko des Patienten z. B. in halbjahrlichem Abstand abschéitzen konnte. Fir routi-
nemaflige Anwendungen wére die Messung der Expression der einzelnen Gene in Form eines
eigens dafiir entwickelten TLDA-&hnlichen Formats oder eines , Arrays“ denkbar, wie er in
Form des MammaPrint-Tests fiir das Mammakarzinom bereits existiert [Simon, 2007; van’t
Veer et al., 2002].

Entsprechend des Testergebnisses konnte das Nachbeobachtungsregime der Patienten an-
gepasst werden. Heute stellen sich NZK-Patienten in der Regel in den ersten zwei Jahren
nach Nephrektomie vierteljahrlich zur Nachuntersuchung vor, im dritten bis fiinften Jahr
nach Nephrektomie halbjéhrlich und danach jahrlich. Eine bildgebende Untersuchung (Roént-
gen, Computertomographie) erfolgt in den ersten zwei Jahren halbjéhrlich, danach jahrlich
[Roigas, 2005]. Mit einer Individualisierung dieses Uberwachungsregimes konnten Niedrigrisi-
kopatienten unnotige strahlenbelastende Bildgebungen erspart werden, Hochrisikopatienten
konnten frithzeitig einer wirksamen, eventuell auch adjuvanten, Therapie zugefiihrt werden.
Damit konnte zum einen das DF'S der Patienten und moglicherweise auch ihr Gesamtiiberle-
ben verlingert werden. Auch hinsichtlich einer kostengunstigeren medizinischen Versorgung
spielt ein optimiertes Uberwachungs- und Therapieregime eine wichtige Rolle.

Neben ihrer prognostischen Relevanz ist fiir EDNRB, PECAM1 und TSPAN7Y auch eine
funktionelle Rolle in der Regulation des DFS denkbar, die jedoch in in vitro- und in vivo-
Untersuchungen gepriift werden muss. Wird eine solche Funktion bestatigt, so sind die iden-
tifizierten Kandidaten auch als therapeutische Targets denkbar, die das DFS hinauszogern
und das Wachstum manifester Metastasen im giinstigsten Fall génzlich unterdriicken kon-
nen. Da alle drei Proteine die Tumorzelllatenz potenziell verldngern konnen, ist fiir solche
therapeutischen Zwecke eine Erhohung der Expression ihrer Gene notig. Dies ist nur mit
einer risikobehafteten Gentherapie moglich. Allerdings konnte man auch direkt die Proteine
oder deren funktionell relevanten Doménen verabreichen, wie es beispielsweise fiir den anti-
angiogenen Faktor THBS1 bereits beschrieben wurde [Nabors et al., 2010; Koskimaki et al.,
2009].

Wiahrend EDNRB bereits als unabhéngiger Marker fiir das TSS beschrieben wurde, wird in
dieser Arbeit erstmals seine Fignung als DFS-Marker gezeigt. PECAMI1 wurde bisher ledig-
lich als Marker der Mikrogefafidichte auf Proteinebene untersucht, hatte dort allerdings keine
von klinischen Parametern unabhangige prognostische Relevanz im kzNZK. Die vorliegende
Arbeit zeigt erstmals, dass die PECAMI-Genexpression potenziell zur Prognoseabschatung
im kzNZK genutzt werden kann. Eine funktionelle oder prognostische Rolle von TSPAN7 im
Tumorgeschehen ist bisher iiberhaupt noch nicht beschrieben. Somit tragt die vorliegenden
Arbeit entscheidend zur Identifikation neuer prognostisch relevanter molekularer Marker im
kzNZK bei.
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6 Zusammenfassung

Einleitung und Zielstellung

Klarzellige Nierenzellkarzinome (kzNZK) weisen ein sehr hohes Metastasierungsrisiko auf.
Zudem sind diese Tumoren durch unterschiedlich lange Latenzphasen der Tumorzellen im
Sekundérorgan charakterisiert, die sich im krankheitsfreien Uberleben (DFS) der Patienten
widerspiegeln. Mit den derzeit zur Verfiigung stehenden klinischen Parametern kann der
Krankheitsverlauf der Patienten nur unzureichend vorhergesagt werden. Molekulare Fakto-
ren stehen hierfiir bisher nicht zur Verfiigung. Durch eine genaue Vorhersage des Krankheits-
verlaufs konnte das Nachsorge- und Therapieregime der Patienten optimiert werden. In der
vorliegenden Arbeit sollten daher anhand genomweiter Expressionsanalysen Gene identifi-
ziert werden, deren Expressionshohe eine Aussage hinsichtlich des Metastasierungsrisikos und
insbesondere des DFS von kzNZK-Patienten erlaubt. Da bisherige ,,Microarray“-Analysen
vorwiegend an primaren kzNZK vorgenommen wurden und keine konsistenten Ergebnisse
lieferten, wurde in dieser Arbeit mit der vergleichenden Betrachtung von Metastasen und
Primértumoren ein vollig neuer Ansatz zur Identifikation solcher Gene verfolgt. Die in den
Metastasen deregulierten Gene konnten funktionell an deren Entstehung beteiligt sein, die
in Primértumoren deregulierten sind fiir prognostische Zwecke nutzbar.

Ergebnisse und Diskussion

Zur Identifikation DFS-assoziierter Gene wurden zunéchst die Expressionsmuster spét (n = 6;
DFS > 60 Monate) und frith (n = 5; DFS < 9 Monate) entwickelter pulmonaler Metastasen
verglichen. Hierbei wurden 306 differenziell exprimierte Gene identifiziert, wobei fir viele
bereits eine potentielle funktionelle Rolle in der Metastasierung oder der Tumorzelllatenz
bekannt war. AnschlieBend wurde an Primartumoren mit unterschiedlich langen DFS ge-
priift, welche dieser Gene bereits im Priméartumor in ihrer Expression dereguliert waren. In
nicht (n = 7; Nachbeobachtungszeit > 99 Monate) vs. spat (n = 9; DFS > 45 Monate)
vs. frith (n = 8; DFS < 6 Monate) metastasierten priméren kzNZK waren 356 Gene dif-
ferenziell exprimiert, 166 von diesen zwischen spéat und frith metastasierten Tumoren. Von
den 306 in spét vs. frith entstandenen Metastasen differenziell exprimierten Genen waren
tatsachlich 36 bereits in spét vs. frith metastasierten Primartumoren differenziell exprimiert.
Diese Gene stellen wahrscheinlich ein tumorintrinsisches Expressionsmuster dar, das bereits
im Primértumor programmiert ist und die Tumorzelllatenz und somit das DFS der Patien-
ten vorherbestimmt. Interessanterweise war das Ausmafl der Expressionsénderung zwischen
spater und frither Metastasierung fiir viele dieser Gene in den Metastasen deutlich grofier
als in den Priméartumoren. Dies lasst vermuten, dass diese Expressionsunterschiede wihrend
des Metastasierungsprozesses selektiert wurden und deutet auf deren funktionelle Relevanz
in der Metastasierung sowie der Initiierung und Aufrechterhaltung der Tumorzelllatenz hin.

Unerwartet war, dass 90 % der 356 in nicht vs. spat vs. frith metastasierten kzNZK differen-
ziell exprimierten Gene eine kontinuierliche Deregulation ihrer mittleren Expression von nicht
iiber spét zu frith metastasierten primaren kzNZK oder eine vergleichbare Expressionshohe
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in nicht und spét metastasierten Tumoren zeigten. Dieser Befund deutet darauf hin, dass
spiat metastasierte kzZNZK einen Ubergangszustand zwischen nicht und frith metastasierten
Tumoren darstellen. Somit sind auch klinisch nicht metastasierte Tumoren moglicherweise
biologisch metastasiert. Das heifit, die von ihnen abgesiedelten Tumorzellen verbleiben mog-
licherweise einfach sehr lange in einem latenten Zustand und sind somit fiir das Lebensende
des Patienten nicht relevant.

Weiterhin sollten gezielt solche Gene gefunden werden, anhand derer Patienten identifiziert
werden konnen, die in ihrem Krankheitsverlauf keine manifesten Metastasen entwickeln wer-
den. Solchen Patienten konnte eine belastende Nachbeobachtungsprozedur von vornherein
erspart werden. Zwischen priméren kzNZK von Patienten, die im Krankheitsverlauf keine
Metastasen bildeten (n = 7) und solchen, die initial oder spéater Metastasen entwickelten
(n = 17), waren 128 Gene differenziell exprimiert. Der tiberwiegende Teil dieser Gene (77 %)
war bereits in den 356 in nicht vs. spat vs. frith metastasierten kzNZK differenziell expri-
mierten Genen enthalten.

Aus den in den ,Microarray“-Analysen identifizierten Genen wurden anhand des Ver-
gleichs mit Literaturdaten und unter Einbeziehung funktioneller Aspekte geeignete Gene
ausgewdhlt, deren differenzielle Expression mittels quantitativer Polymerasekettenreaktion
(qPCR) an einem erweiterten Patientenkollektiv aus 52 priméren kzNZK gepriift wurde.
Im Unterschied zu den ,Microarray“-Analysen wurden hier weniger strenge DFS-Grenzen
angewendet (DFS > 24 vs. < 24 Monate), um die klinische Situation besser abzubilden.
Eine differenzielle Expression in spat vs. frith metastasierten bzw. nicht metastasierten vs.
metastasierten priméren kzNZK wurde fiir 11 der ausgewéahlten 18 Gene (61 %) bestétigt.

In weiterfithrenden Untersuchungen wurde die Assoziation zu klinischen Parametern und
das prognostische Potenzial der Gene CA4, DKK3, EDNRB, PECAM]I1, TIMP3und TSPAN7
an einem groflen Patientenkollektiv gepriift. Diese Gene wurden basierend auf ihrem signifi-
kanten oder tendenziellen Expressionsunterschied in spat vs. frith und/oder in nicht metas-
tasierten vs. metastasierten kzNZK sowie ihrer bekannten oder mutmafllichen Rolle in der
Metastasierung ausgewéhlt. Zudem wiesen diese Gene (auBer CA4, DKK3) eine kontinuier-
lich deregulierte Expression von nicht iiber spét zu frith metastasierten primaren kzZNZK auf
und waren somit potenziell zur Unterscheidung aller drei Primartumorgruppen geeignet. Die
Expression der Gene CA4, DKK3, EDNRB, PECAM]1 und TIMP3 wurde mittels gPCR an
86 priméren kzNZK untersucht, TSPAN7 immunhistochemisch auf Proteinebene an 106 pri-
méaren kzNZK. Sowohl EDNRB als auch PECAM1 waren signifikant oder tendenziell hoher
exprimiert in Tumoren mit giinstigen klinischen Parametern (geringes klinisches Tumorstadi-
um TNMI/II, geringer Tumorgrad G1/2, keine Veneninvasion V0, keine initialen Metastasen
NO/MO) im Vergleich zu solchen mit ungiinstigen klinischen Parametern (TNMIII/IV, G3,
V1, N+/M1). In der immunhistochemischen Analyse an ,tissue microarrays“ war TSPAN7
vorwiegend in den Geféflen der primaren kzNZK nachweisbar. Eine signifikant hohere Zahl
TSPANT-positiver Gefédfle war ebenfalls in Tumoren mit giinstigen klinischen Parametern zu
verzeichnen (geringe lokale Tumorausdehnung pT1/2, TNMI/II, NO). Uberlebensanalysen
zeigten weiterhin ein signifikant lingeres DFS fiir Patienten mit einer hohen im Vergleich
zu solchen mit einer geringen EDNRB-Expression. Auch Patienten, die in beiden untersuch-
ten Gewebestanzen der ,tissue microarrays® TSPANT-positive Gefédfle aufwiesen, besafien
ein signifikant langeres DF'S als Patienten mit nur einer oder keiner TSPANT-gefafipositiven
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Stanze. Fiir Patienten mit einer hohen CA4-, EDNRB- bzw. PECAMI-Expression oder mit
zwei im Vergleich zu keiner oder einer TSPANT-gefafipositiven Gewebestanze war zudem ein
signifikant lingeres tumorspezifisches Uberleben (TSS) zu verzeichnen. Mit Hilfe multivaria-
ter Cox-Regressionsanalysen wurde ein zu klinischen Parametern zuséatzlicher Einfluss auf
das DFS fiir EDNRB {,hazard ratio“ (HR) = 14,7 bzw. 4,0} und auf das TSS fir EDNRB
(HR = 6,6), PECAM1 (HR = 9,6) und TSPAN7 (HR = 7,9) nachgewiesen. Aufgrund ih-
res unabhéngigen Einflusses auf das DFS bzw. TSS der Patienten sind diese molekularen
Faktoren geeignet, um die Aussagekraft der bestehenden und ausschliellich auf klinischen
Parametern basierenden DFS- bzw. TSS-Vorhersagemodelle zu verbessern.

Fiir eine Abschéatzung des DFS und des Metastasierungsrisikos, wie sie in der Zielstellung
dieser Arbeit gefordert war, erscheint somit EDNRB geeignet. PECAM1 und TSPAN7 mit
ihrem unabhéngigen Einfluss auf das T'SS sind nicht notwendigerweise fiir solche Progno-
sen geeignet. Ein kzNZK-bedingter Tod, den das TSS représentiert, wird zwar hauptséach-
lich durch manifeste Metastasen bedingt. In die T'SS-Analysen werden aber auch Patienten
mit initialen Metastasen einbezogen, deren Metastasierung nicht mehr vorhergesagt werden
muss. Dennoch ist die Vorhersage des TSS klinisch sehr relevant, um Hochrisikopatienten
mit einer geringen tumorspezifischen Lebenserwartung zu identifizieren, fiir die spezifische
Therapieoptionen zur Verfiigung stehen.

Bisher war weder die PECAM1-Genexpression als unabhéngiger prognostischer Marker fir
das TSS noch die EDNRB-Genexpression als DFS-Marker im kzNZK bekannt. Eine Assozia-
tion von TSPAN7 zu Tumorgenese oder -progression wurde bisher iiberhaupt nicht beschrie-
ben. Somit leistet die vorliegende Arbeit einen wichtigen Beitrag zur Identifikation neuer,
viel versprechender molekularer Faktoren zur Prognoseabschiatzung von kzNZK-Patienten.

Schlussfolgerungen und Ausblick

Die drei in den Validierungsstudien als unabhéngige prognostische Faktoren identifizierten
Gene EDNRB, PECAM1 und TSPAN7 waren in den ,Microarray“-Analysen sowohl in den
Metastasen- als auch in den Primartumorsubgruppen differenziell exprimiert. Der gewéahl-
te Ansatz der Metastasen- und Priméartumoranalyse ist somit geeignet, um prognostische
Marker im kzNZK zu identifizieren. Die Ergebnisse legen nahe, dass die prognostisch re-
levanten Faktoren EDNRB, PECAM1 und TSPANT7 eine metastasierungssuppressive und
die Tumorzelllatenz induzierende Rolle im kzNZK spielen. Fiir alle Faktoren ist anhand
der in der Literatur beschriebenen funktionellen Daten eine solche Funktion denkbar, muss
aber in jedem Fall in zukiinftigen in vitro- und in vivo-Analysen gepriift werden. Da Tumo-
ren und deren Metastasierung multifaktoriell bedingte Erkrankungen darstellen, ist fiir eine
routineméaflige Prognoseabschétzung eine Kombination mehrerer molekularer Faktoren viel
versprechender als die Verwendung eines spezifischen Einzelmarkers. In folgenden Arbeiten
sollte dies durch Einbeziehung weiterer Gene an einem konsekutiven Patientenkollektiv ge-
priift werden. Hierfiir legt die vorliegende Arbeit mit den drei identifizierten und nachweislich
prognostisch relevanten sowie vielen weiteren bisher hinsichtlich ihres prognostischen Poten-
zials noch nicht validierten Genen, einen wichtigen Grundstein.
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A Anhang

Erginzende Daten zu den ,,Microarray*“-Analysen

Die  Rohdaten  der  einzelnen Microarrays®  (*.cel-Dateien)  sind  unter
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gds/ (GSE14378, GSE22541) erhéltlich. Die Listen der zwi-
schen den Metastasensubgruppen differenziell exprimierten Gene sind in den ergénzenden
Daten der Publikation Wuttig et al. [2009] (PubMed-ID 19391132) aufgelistet. Die zwischen
den Primartumorsubgruppen differenziell exprimierten Gene sind unter
http://urologie.uniklinikum-dresden.de/ba_ labor_research_download.htm erhéltlich.

Die Qualitatsparameter der RNA und der ,Microarrays“ aller untersuchten pulmonalen
Metastasen und priméren kzNZK sind in den Tab. A.1 und A.2 gezeigt.
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