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Zusammenfassung 

Patienten mit einem metastatischen Nierenzellkarzinom haben eine schlechte 

Prognose und eine variable Ansprechrate auf verfügbare Therapien. Die Identifikation 

von Proteinen, die eine gezielte Prognose ermöglichen, ist daher Gegenstand 

intensiver Forschung. Der mTOR-Signalweg wurde mit der Ansprechrate und der 

Prognose von Nierenzellkarzinompatienten in Verbindung gebracht. Es konnte gezeigt 

werden, dass mTOR-Komplexe und deren Effektorproteine sowohl in Primärtumoren 

als auch in Nierenzellkarzinommetastasen exprimiert sind und die Metastasen im 

Vergleich zu nicht-neoplastischem Gewebe und dem Primärtumor eine erhöhte 

Expression zeigen. Es ist bisher allerdings noch unklar, wie sich die Expression von 

mTOR-Komplexen und ihren Effektorproteinen in kranialen und spinalen Metastasen 

des Nierenzellkarzinoms darstellt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die 

Untersuchung der mTOR-Expression und der Expression mTOR-assoziierter Proteine 

in Nierenzellkarzinommetastasen des zentralen Nervensystems von 28 Patienten. 

Die Stärke der Expression des Gesamtproteins und des phosphorylierten, aktivierten 

Proteins von mTOR, p70S6K, 4E-BP1 und Akt wurde anhand des immune reactive-

Scores bewertet. Die Gewebeproben wurden anhand der Variablen Geschlecht, Alter, 

Tumorlokalisation, Nephrektomie und Proliferationsrate gruppiert und die IR-Scores 

der Gruppen miteinander verglichen. 

Alle untersuchten Proteine zeigten eine vergleichbare Expression des Gesamtproteins 

und des phosphorylierten Proteins in den Gewebeproben. Insgesamt betrachtet hatte 

keine der untersuchten klinischen Variablen einen Einfluss auf die Expression der 

Proteine in den Metastasen des zentralen Nervensystems. Statistisch signifikante 

Unterschiede wurden für 4E-BP1 (höhere Expression bei Männern, nach 

Nephrektomie, und niedrigem MIB-Proliferationsscore, p<0,05) und mTOR (höhere 

Expression bei Männern, in kranialen Tumoren und ohne Nephrektomie) beobachtet. 

Die mTOR-assoziierten Proteine waren weiterhin mittels Western blot in 

Gewebelysaten von Nierenzellkarzinom-Metastasen nachweisbar. Die in vitro-

Behandlung der Nierenkarzinomzelllinien Caki-1 und Caki-2 mit dem mTOR-Inhibitor 

AZD8055 führte zu reduziertem Zellwachstum und verminderter Koloniebildung. 

Die vorliegende Studie demonstriert, dass der mTOR-Signalweg in 

Nierenzellkarzinommetastasen des ZNS aktiviert ist, dass jedoch die Expression von 



mTOR und mTOR-assoziierten Proteinen insgesamt niedrig ist und nicht vom Alter 

oder dem Geschlecht des Patienten, der Lokalisation der Metastasen, der 

Proliferationsrate oder vorheriger Nephrektomie abhängig zu sein scheint. 
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1 Einleitung 

1.1 Das Nierenzellkarzinom 

Das Nierenzellkarzinom, auch als Adenokarzinom der Niere oder Hypernephrom 

bezeichnet, macht etwa 3 % aller Krebserkrankungen in Deutschland aus (1). Es 

handelt sich hierbei um eine multifaktorielle Krebserkrankung, die bei Erwachsenen 99 

% aller Nierenkarzinome ausmacht (2). Diese Entität stellt die dritthäufigste maligne 

Erkrankung des Urogenitaltraktes dar. Aufgrund eines mittleren Erkrankungsalters von 

68 Jahren (Männer) bzw. 71 Jahren (Frauen) wird das Nierenzellkarzinom als eine 

Alterskrankheit betrachtet (1). Die Erkrankung tritt bei Männern (3,5 % aller 

Krebsneuerkrankungen) häufiger auf als bei Frauen (2,5 % aller 

Krebsneuerkrankungen) (1).  Abbildung 1 zeigt die Altersverteilung für beide 

Geschlechter. 

 

Abbildung 1 Altersverteilung der Patienten mit einem Nierenzellkarzinom in 

Deutschland im Jahr 2014. (Quelle: übernommen aus (2)) 
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1.1.1 Klassifikation und Pathogenese 

Die Einteilung der Nierenzellkarzinome wird anhand der Klassifikation der World 

Health Organization (WHO) vorgenommen, bei der morphologische, molekulare und 

genetische Faktoren berücksichtigt werden (3, 4). Die Einteilung der 

Nierenzellkarzinome basierend auf der pathologischen Charakterisierung ist von 

großer Relevanz für die Wahl der Therapie und die Prognose, die sich zwischen den 

Tumorarten erheblich unterscheiden können (5). Die Mehrheit der 

Nierenzellkarzinome machen mit 70–80 % die klarzelligen Karzinome aus (6). Diese 

Tumorart wurde nach dem mikroskopisch auffälligen, klaren Zytoplasma der 

Tumorzellen dieses Typs benannt. Sie ist in den meisten Fällen durch den Verlust, die 

Mutation, die Hypermethylierung, oder eine biallelische Inaktivierung des Von-Hipple-

Lindau-Gens charakterisiert (VHL), was zu einer Hochregulierung der hypoxia 

inducible factors (HIF) führen kann. Diese ist mit einer vermehrten Zellproliferation und 

Angiogenese vergesellschaftet.  

Etwa 15 % aller Nierenzellkarzinome sind papilläre Karzinome, die ihren Namen 

aufgrund der papillären Anordnung der Tumorzellen erhielten (7). Basierend auf 

morphologischen Kriterien der Tumorzellen werden die papillären Nierenzellkarzinome 

weiter in die Typen 1 und 2 unterteilt. Sowohl das hereditäre papilläre Syndrom als 

auch die hereditäre Leiomyomatose können dem papillären Nierenzellkarzinom 

zugrunde liegen. Ersteres wird durch eine autosomal-dominante Keimbahnmutation 

des MET-Gens hervorgerufen, während letzteres durch eine Mutation der 

Fumarathydratase ausgelöst wird, einem wichtigen Enzym im Krebszyklus und dem 

Energiestoffwechsel. Das im papillären Nierenzellkarzinom mutierte MET-Gen codiert 

für c-Met, einen Tyrosinkinaserezeptor dessen Ligand der hepatocyte growth factor 

(HGF) ist. c-MET reguliert die Zellproliferation, das Zellwachstum und die Zellinvasion, 

sodass die Dysregulation des MET-Gens das Tumorwachstum, die Angiogenese und 

die Metastasierung fördern kann (8). Jeweils 1 % aller Nierenzellkarzinome oder 

weniger entfallen auf das klarzellig-papilläre Nierenzellkarzinom, das histologisch 

Eigenschaften beider beschriebenen Karzinome aufweist, sowie auf das multilokulär 

zystische Nierenzellkarzinom, das chromophobe Nierenzellkarzinom, das Ductus 

Bellini-Karzinom, das medulläre Nierenzellkarzinom, das mit der hereditären 

Leiomyomatosis assoziierte Nierenzellkarzinom, das Succinatdehydrogenase-

defiziente Nierenzellkarzinom, das tubulozystische Nierenzellkarzinom, das 
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erworbene zystische Nierenzellkarzinom, das papilläre Adenom, das familiäre 

Translokationskarzinom der Niere sowie auf unklassifizierbare Nierenzellkarzinome 

(6). 

Die Einteilung der Nierenzellkarzinome in Tumorstadien erfolgt basierend auf ihrer 

Lokalisation und Histologie anhand der TNM (Tumor, Nodus, Metastasen)-

Klassifikation der Union International Contre Cancer (UICC, Tabelle 1) (9). Abbildung 

2 zeigt den prozentualen Anteil jedes UICC-Stadiums an allen 

Nierenzellkarzinompatienten in den Jahren 2012 bis 2014 in Deutschland, aufgeteilt 

nach Geschlecht (2). 

 

  



Einleitung 4 
 

Tabelle 1 TNM-Klassifikation und UICC-Stadien der Nierenzellkarzinome. (Quelle: (9)) 

T – Primärtumor 

TX Primärtumor kann nicht bewertet werden 

T0 Kein Primärtumor nachweisbar 

T1 

T1a 

T1b 

Tumor ≤7 cm in der größten Dimension, begrenzt auf die Niere 

Tumor ≤4 cm 

Tumor >4 cm, aber ≤7 cm  

T2 

T2a 

T2b 

Tumor >7 cm in der größten Dimension, begrenzt auf die Niere 

Tumor >7 cm, aber ≤10 cm  

Tumor >10 cm  

T3 

 

T3a 

 

T3b 

T3c 

Tumor infiltriert größere Venen oder perirenale Gewebe, erreicht aber nicht die 

ipsilaterale Nebenniere und breitet sich nicht weiter aus als die Gerota-Faszie 

Tumor dehnt sich in die Nierenvene oder deren segmentale Äste aus oder 

infiltriert das perirenale Fettgewebe oder das Nierenbeckenkelchsystem 

Tumor dehnt sich in die Vena cava unterhalb des Zwerchfells aus 

Tumor dehnt sich in die Vena cava oberhalb des Zwerchfells aus oder infiltriert 

die Wand der Vena cava 

T4 Tumor breitet sich über die Gerota-Faszie hinaus bis in die ipsilaterale 

Nebenniere aus  

N – Regionäre Lymphknotenmetastasen 

N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 

N1 1 oder mehrere regionäre Lymphknotenmetastasen 

M – Fernmetastasen 

M0 Keine Fernmetastasen 

M1 Metastasen 

Stadieneinteilung 

I T1 N0 M0 

II T2 N0 M0 

III T1, T2, T3 

T3  

N1 

N0 

M0 

M0 

IV 

 

T4 oder N2 oder M1 

Jedes T 

Jedes N 

Jedes N 

M0 

M1 

 



Einleitung 5 
 

 

Abbildung 2 Verteilung der Nierenzellkarzinomstadien in Deutschland in den Jahren 

2012 bis 2014 entsprechend des UICC Krebsstadiums. (Quelle: übernommen von (2)) 

 

Es konnten mehrere Gene und assoziierte Signalwege identifiziert werden, die im 

Nierenzellkarzinom verändert sind und zu einer vermehrten Zellproliferation, -

migration und -invasion sowie einer erhöhten Angiogenese beitragen. VHL ist ein 

Bestandteil der E3-Ubiquitin-Ligase, welche an der Ubiquitinierung und 

anschließenden Degradation von Proteinen beteiligt ist. Das Protein besteht aus zwei 

Domänen mit unterschiedlichen Funktionen: Die α-Domäne von VHL bindet an die 

Elongine B und C des E3-Ubiquitin-Ligase-Komplexes, während die β-Domäne an der 

Substratbindung beteiligt ist (10, 11). Die Inaktivierung des VHL-Gens ist auf 

Missense-Mutationen in beiden Domänen zurückzuführen. Für die α-Domäne wurden 

insgesamt 279 Mutationen berichtet, welche die Interaktion zwischen beiden Domänen 

des Proteins (z. B. im Arginin 167) (12) oder zwischen der α-Domäne und Elongin C 

(z. B. im Leucin 178) (13) beeinträchtigen. Mutationen in der β-Domäne betreffen 

überwiegend die Bindestelle für die HIF-Proteine (13).  
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HIF ist ein dimerischer Transkriptionsfaktor bestehend aus α- (HIF-1α, HIF-2α oder 

HIF-3α) und β-Einheiten (HIF-β). Die Hydroxylierung der α-Einheit im Zytoplasma führt 

zur Erkennung durch VHL unter normoxischen zellulären Bedingungen und 

anschließender Degradierung des Proteins (14). Unter hypoxischen Bedingungen 

oder bei einer Inaktivierung von VHL erfolgt die Translokation der α-Einheit in den 

Zellkern, wo sie mit der β-Einheit einen Komplex bildet und dieser an hypoxia response 

elements (HREs) in Zielgenen binden kann (15). Diese umfassen Gene, die für 

Proteine mit verschiedensten Funktionen kodieren und u. a. den Stoffwechsel 

(Glykolyse, Lactatstoffwechsel, Glukose-Transport), die pH-Regulierung 

(Carboanhydrase), die Angiogenese (Wachstumsfaktoren), den Zellzyklus (Cyclin D1), 

die Blutbildung (Erythropoietin) und die Apoptose (Bclx-1) betreffen (16). Von 

besonderer Bedeutung in der Nierentumorbiologie ist das HIF-Zielgen vascular 

endothelial growth factor (VEGF), welches hochreguliert ist und die Angiogenese, das 

Tumorwachstum und die Metastasierung vorantreibt. Die beim klarzelligen 

Nierenzellkarzinom meistens beobachtete Inaktivierung des VHL-Gens kann also 

letztendlich zum Überleben einer Tumorzelle beitragen, indem diese auf die aerobe 

Glykolyse umstellt, ihre Apoptose inhibiert wird und der pH-Wert des extrazellulären 

Milieus sinkt, sodass optimale Bedingungen für die Zellinvasion geschaffen werden. 

Im Nierenzellkarzinom ist HIF demzufolge ein Tumorpromoter, während VHL als 

Tumorsuppressor fungiert.  

Allerdings ist VHL mit großer Wahrscheinlichkeit nicht das einzige Gen, das für die 

Entstehung des klarzelligen Nierenzellkarzinoms verantwortlich ist; andere 

möglicherweise involvierte Gene beinhalten PBRM1 (Polybromo-l, 29–41 % der 

Tumore), SETD2 (SET domain containing 2, 8–12 % der Tumore), BAP1 (Ubiquitin 

Carboxy-terminale Hydrolase, 6–10 % der Tumore), KDM5C (Lysin-spezifische 

Demethylase 5C, 4–7 % der Tumore) und MTOR (mTOR, 6 % der Tumore) (17). Drei 

dieser Gene (PBRM1, SETD2, BAP1) sind Tumorsuppressoren und sind ebenso wie 

VHL auf dem Chromosom 3 lokalisiert, d. h., der Verlust dieses Chromosoms, welcher 

zu einem frühen Zeitpunkt in nahezu allen klarzelligen Nierenzellkarzinomen 

stattfindet, schaltet gleichzeitig vier Proteine aus, die das Tumorwachstum 

unterdrücken könnten (18). mTOR und die durch dieses Protein vermittelten 

Signalwege sind der Fokus dieser Arbeit; daher wird seine Funktion und Bedeutung in 

der Tumorbiologie im Abschnitt 1.2 im Detail beschrieben. 
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1.1.2 Prävalenz 

Entsprechend der Daten des Robert-Koch-Instituts erkrankten im Jahr 2014 9.480 

Männer und 5.480 Frauen an Nierenkarzinomen, woraus sich eine standardisierte 

Erkrankungsrate von 16,5 Männern und 7,8 Frauen pro 100.000 Personen ergibt (19). 

Bei Männern gab es im selben Jahr 3.243 Nierenkarzinom-assoziierte Sterbefälle, bei 

Frauen waren es 2.035, mit einer standardisierten Sterberate von 5,1 bei Männern und 

2,2 bei Frauen pro 100.000 Personen. Die 5-Jahresprävalenz lag für Männer bei 

36.200 Fällen, für Frauen bei 21.900 Fällen. Für die 10-Jahresprävalenz wurden 

61.600 Fälle für Männer und 38.000 Fälle für Frauen registriert. Für beide 

Geschlechter lag die 5-Jahres-Überlebensrate bei 77 %, die 10-Jahres-

Überlebensrate bei 70 % für Männer und 71 % für Frauen. 

1.1.3 Ätiologie 

Als gesicherte Risikofaktoren für das Nierenzellkarzinom gelten Lebensstilfaktoren wie 

das Rauchen und ein hoher Body Mass Index (BMI), Bluthochdruck, Umweltfaktoren 

mit nierenschädigendem Einfluss sowie in wenigen Fällen auch genetische Faktoren 

(19-22). Die Empfehlungen zur Prävention orientieren sich an diesen Risikofaktoren 

und beinhalten daher die Einstellung des Zigarettenkonsums und eine 

Gewichtsreduktion bei vorliegendem Übergewicht (6). Die Korrelation zwischen dem 

Nierenzellkarzinom und dem Raucherstatus beruht auf der Vermutung, dass das im 

Zigarettenrauch enthaltene Kohlenmonoxid für eine chronische Hypoxie des 

Nierengewebes verantwortlich ist und die Niere außerdem sekundär durch mit dem 

Rauchen verbundene Erkrankungen wie der chronisch obstruktiven 

Lungenerkrankung geschädigt wird (23). Zigarettenrauch konnte zudem als Ursache 

für eine Schädigung der DNA in Lymphozyten und die im Nierenzellkarzinom häufig 

beobachteten Deletionen auf dem Chromosom 3p identifiziert werden (24, 25). Das 

Risiko, als Raucher am Nierenzellkarzinom zu erkranken, steigt mit einer 

zunehmenden Zigarettenanzahl pro Tag, während es mit Beendigung des Rauchens 

für mehrere Jahre wieder abnimmt (26).  

Ein hoher BMI, der das Körpergewicht im Verhältnis zur Körpergröße reflektiert, ist 

insbesondere in westlichen Ländern ein gesicherter Risikofaktor für das 

Nierenzellkarzinom sowohl für Männer als auch für Frauen, wobei das Risiko mit jedem 

kg/m2 um 4 % zunimmt (27, 28). Zusätzlich ist ein hoher BMI mit einer verringerten 
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Überlebensrate von Patienten mit lokal begrenztem und metastasierendem 

Nierenzellkarzinom assoziiert (29, 30). Im Gegensatz dazu haben Studien gezeigt, 

dass ein hoher BMI auch positiv mit einem krankheitsfreien Überleben und dem 

Gesamtüberleben assoziiert sein kann (30, 31). Außerdem scheint der Einfluss des 

BMI von der Ethnizität des Patienten abhängig zu sein (32, 33). Der genaue 

Mechanismus für die Rolle des BMI in Bezug auf das Nierenkrebsrisiko ist noch nicht 

klar, aber es werden solche Faktoren als ursächlich vermutet, die mit einem hohen 

BMI einhergehen. Hierzu zählen eine Insulinresistenz der Gewebe und die hiermit 

verbundene Hyperinsulinämie, endokrine Veränderungen durch die Produktion von 

Adipokinen, Peroxidation von Lipiden, Hypoxie und ein veränderter Immunstatus (34, 

35).  

Ein weiterer im Zusammenhang mit Krebserkrankungen häufig diskutierter 

Risikofaktor ist der Alkoholkonsum. Eine Analyse von 12 prospektiven Studien konnte 

eine inverse Korrelation zwischen dem Konsum von 15 oder mehr Gramm Alkohol pro 

Tag und dem Risiko, an einem Nierenzellkarzinom zu erkranken, feststellen, 

unabhängig von der Art des alkoholischen Getränks (36). Diese Beobachtung wird von 

den Ergebnissen neuerer prospektiver Studien unterstützt, wobei keine zusätzliche 

Gefährdung beim Konsum von mehr als zwei alkoholischen Getränken pro Tag 

demonstriert werden konnte (37-39).  

Ein chronisch erhöhter Blutdruck gilt ebenfalls als ein gesicherter Risikofaktor für die 

Erkrankung an einem Nierenzellkarzinom, wobei das Risiko mit ansteigender absoluter 

Höhe des Blutdrucks zunimmt (21, 32, 40, 41). Auch für diesen Zusammenhang sind 

die zugrunde liegenden pathophysiologischen Mechanismen nicht genau bekannt, 

aber ein anhaltender Bluthochdruck könnte zu einer Hypoxie des Nierengewebes und 

der Peroxidation von Lipiden, die mit der Entstehung reaktiver Sauerstoffspezies 

verbunden ist, führen (23, 42, 43).  

Eine Rolle von Vitamin D und dem Vitamin-D-bindenden Protein in der Verminderung 

des Nierenzellkarzinomrisikos wird ebenfalls vermutet. Es konnte in einer Kohorte von 

männlichen Studienteilnehmern in Finnland gezeigt werden, dass Männer mit einer 

hohen Blutserumkonzentration von Vitamin-D-bindendem Protein ein signifikant 

reduziertes Risiko hatten, an einem Nierenzellkarzinom zu erkranken (44). Dieselben 

Autoren konnten in einer aktuellen Studie diese Ergebnisse in einer Kohorte mit 

weiblichen und männlichen Studienteilnehmern replizieren (45). Die Gründe für diesen 
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Zusammenhang zwischen dem Vitamin-D-bindenden Protein und dem 

Nierenzellkarzinomrisiko sind noch nicht klar. Es wird aber vermutet, dass dieser nicht 

allein auf die Rolle dieses Proteins bei der Bindung und dem Transport von 

zirkulierendem Vitamin D zurückzuführen ist, sondern auch auf seine zusätzlichen 

Rollen, welche die Bindung freier Sauerstoffradikale, die Aktivierung von Makrophagen 

sowie Aufgaben in der Apoptose und Angiogenese beinhalten (46, 47).  

Einige Berufsgruppen haben aufgrund ihrer Exposition von bestimmten Chemikalien 

ein erhöhtes Risiko, an einem Nierenzellkarzinom zu erkranken. Zu diesen 

Chemikalien zählt Trichlorethylen, ein organisches Lösungsmittel, das als Detergens 

beispielsweise in der Automobilindustrie eingesetzt wird (48, 49). Bei Personen, die 

mit hohen Konzentrationen dieser Chemikalie in Kontakt kommen, wird eine 

Anhäufung von Mutationen im VHL-Gen gefunden  (50, 51). Bezüglich des 

Nierenzellkarzinom-Risikos durch den Kontakt mit anderen industriell verwendeten 

Substanzen liegen nur wenige Studien vor. Ein Zusammenhang zwischen dem Risiko 

und Asbest, Arsen, Benzen, Herbiziden, Pestiziden, Phosphorsäure, Mineralöl, 

Vinylchlorid, Senfgas, Hydrogensulfid, chromhaltigen Materialien, und Benzidin konnte 

in Fallstudien gezeigt werden (52-55), jedoch mangelt es an größeren 

epidemiologischen Studien, um diese Korrelationen zu bestätigen. 

Das Von-Hippel-Lindau-Syndrom (VHL-Gen), das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom (FLCN-

Gen), das hereditäre papilläre Nierenzellkarzinom (MET-Gen) sowie die hereditäre 

Leiomyomatose (FH-Gen) sind erbliche Tumorsyndrome, welche die 

Wahrscheinlichkeit eines Nierenzellkarzinoms erhöhen.  

 

1.1.4 Symptomatik 

Es gibt keine für das Nierenzellkarzinom typischen Frühsymptome, sodass etwa zwei 

Drittel der Patienten bei der Diagnosestellung asymptomatisch sind (22, 56). Bei etwa 

85 % der Patienten wird die Tumorerkrankung zufällig diagnostiziert (57). Für die 

fortgeschrittene Krankheit wurde eine Symptomtriade bestehend aus 

Flankenschmerzen, Hämaturie und einer tastbaren Tumormasse beschrieben, jedoch 

treten alle drei Symptome gemeinsam nur in etwa 6 bis 10 % der Patienten auf, bei 

denen sie mit einer schlechten Prognose vergesellschaftet sind  (58, 59).  
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Auch paraneoplastische Syndrome wurden für das Nierenzellkarzinom beschrieben, 

also durch den Tumor hervorgerufene sekundäre, systemische Symptome, die 

aufgrund von Veränderungen des Immunsystems oder des Hormonhaushalts durch 

die Neoplasie entstehen können (57). Hierzu zählen ein arterieller Bluthochdruck bei 

etwa 20 % der Nierenzellkarzinompatienten (60), hämatologische Symptome wie eine 

Erythrozytose und eine Polyzytämie (61, 62), erhöhte Blutwerte für die Hormone 

Insulin (63), Gonadotropin (64), Prolaktin (65), Enteroglykagon (66) und Prostaglandin 

E2 (67) sowie Neuropathien wie eine Polyneuropathie, Myopathie und Polymyositis 

(68). Das gleichzeitige Auftreten von Fieber, Gewichtsverlust, erhöhten 

Leberenzymwerten und einer Hepatosplenomegalie deuten auf das Stauffer-Syndrom 

hin, eine entzündliche, degenerative Veränderung des Lebergewebes, das vermutlich 

durch die Sekretion von Hepatotoxinen durch den Tumor hervorgerufen wird (69, 70).  

Aufgrund mangelnder spezifischer Symptome liegt bei etwa einem Drittel aller 

Nierenzellkarzinompatienten zum Zeitpunkt der Diagnose bereits ein fortgeschrittenes 

Tumorstadium mit Metastasierung vor. Die Lokalisation dieser Metastasen findet sich 

mit absteigender Häufigkeit in der Lunge, den Lymphknoten, den Muskeln, den 

Knochen, der Leber und dem zentralen Nervensystem (6, 56, 71).  

1.1.5 Therapie 

Der Therapieplan für Patienten mit einem Nierenzellkarzinom orientiert sich am 

Tumorgrad und unterscheidet sich für Patienten mit lokal begrenztem Nierenkarzinom 

von solchen mit einem metastasierten Karzinom. Für lokal begrenzte Tumoren stellt 

eine Resektion in Form einer partiellen oder vollständigen Nephrektomie die einzige 

Option für eine komplette Heilung dar (56). Die krankheitsspezifischen 5-Jahres-

Überlebensraten sind für beide Resektionsarten vergleichbar (72). Ob eine radikale 

Resektion vermieden werden kann, hängt von verschiedenen Faktoren ab, unter 

anderem dem Tumorgrad, der genauen Lokalisierung des Tumorgewebes sowie 

anderen nierenrelevanten Komorbiditäten wie einer chronischen Niereninsuffizienz 

(73). Die Richtlinien der European Association of Urology beinhalten eine Empfehlung 

für eine partielle Resektion niedriggradiger Tumoren, wann immer diese technisch 

möglich ist (56). Gegenüber der radikalen Nephrektomie führt eine partielle Resektion 

zu einer besseren Erhaltung des Nierengewebes und zu weniger postoperativen 



Einleitung 11 
 

Komplikationen, die in Form von Stoffwechselstörungen oder kardiovaskulären 

Erkrankungen nach radikaler Resektion auftreten können (74, 75).  

Für die radikale Resektion erscheinen laparoskopische und offene chirurgische 

Techniken vergleichbar bezüglich des onkologischen Outcomes, der 

Gesamtüberlebensrate, der krankheitsspezifischen Überlebensrate und der 

progressionsfreien Überlebensrate (75, 76), aber die partielle Resektion könnte mit 

einer geringeren Morbidität der Patienten assoziiert sein (72, 77). Auch bei der 

partiellen Nephrektomie erzielt die laparoskopische Resektion ähnliche 

Gesamtüberlebensraten, progressionsfreie Überlebensraten und ein vergleichbares 

onkologisches Outcome wie die offene Resektion (78, 79). Insbesondere für ältere 

Patienten und solche mit bestehenden Komorbiditäten ist eine Nephrektomie nicht 

zwangsläufig indiziert, da bei diesen Patientengruppen die Wahrscheinlichkeit, an 

anderen Ursachen zu sterben, die Wahrscheinlichkeit, dass das Nierenkarzinom 

ursächlich ist, übersteigt (80-82).  

Insbesondere für Patienten, die eine Operation ablehnen oder für die eine Operation 

aufgrund der Anästhesie oder bestehender Komorbiditäten nicht in Frage kommt, 

könnte die Ablationstherapie in Form einer Cryo-Ablation oder einer Radiowellen-

Ablation als Alternative zur Resektion Anwendung finden (83). Diese zeigen im 

Vergleich zur Nephrektomie leicht schlechtere onkologische Outcomes, aber eine 

bessere Erhaltung der Nierenfunktion (84, 85). Beide Ablationsarten sind bezüglich 

der krankheitsspezifischen Überlebensraten vergleichbar (86). Dennoch stehen 

derzeit keine großen klinischen Studien zur Verfügung, um die Ablationstherapie als 

Alternative zur Resektion für lokal begrenzte Nierenzellkarzinome zu empfehlen (56). 

Metastasierende Nierenzellkarzinome wurden lange Zeit ausschließlich mit einer 

systemischen Immuntherapie mit Zytokinen wie Interferon α und Interleukin 2 

behandelt (87). Die Therapie mit Interleukin 2 ist allerdings mit einer hohen Toxizität, 

die sich als Übelkeit, Fieber, Durchfall, Hautreaktionen, Verwirrungszustände, 

Kurzatmigkeit, Lungenödeme, Leberfunktionsstörungen und Nierenversagen äußern 

kann, verbunden (88). Interferon α wurde mit einer höheren Wahrscheinlichkeit von 

lebensbedrohlichen Nebenwirkungen des Grades 3 oder höher in Verbindung 

gebracht (89). Dauerhafte und umfassende Erfolge einer solchen klassischen 

Immunmonotherapie sind dosisabhängig und die Ansprechrate ist relativ gering, 

sodass nach alternativen Therapien für das metastasierende Nierenzellkarzinom 
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gesucht wurde (90, 91). Nichtsdestotrotz zeigen neuere Untersuchungen, dass 

insbesondere Interleukin-2 nicht zwangsläufig mit einer hohen Toxizität 

vergesellschaftet ist und modernere Interleukin-2-Medikamente, die sich direkt gegen 

Interleukin-2 oder die Signalwege des Interleukin-2-Rezeptors richten, durchaus zu 

einer erfolgreichen Behandlung bestimmter Patientengruppen beitragen könnte (92-

94). Im Jahr 2006 wurden die ersten zielgerichteten Therapien („targeted therapies“) 

entwickelt, die an tumorspezifischen Molekülen und Signalwegen ansetzen, um die 

Proliferation, Migration und Invasion der Tumorzellen zu verhindern. Für die 

Behandlung eines fortgeschrittenen Nierenzellkarzinoms sind mittlerweile mehrere 

solcher Medikamente zugelassen. Hierzu gehören Kinase-Inhibitoren wie Axitinib, 

Cabozantinib, Lenvatinib, Pazopanib, Sorafenib und Tivozanib, Angiogenese-

Inhibitoren wie Bevacizumab in Kombination mit IFNα, und mTOR-Inhibitoren. Letztere 

werden in Abschnitt 1.2.2 näher beschrieben. 

 

1.2 Das mammalian target of rapamycin (mTOR)  

1.2.1 mTOR und assoziierte Signalwege 

mTOR gehört zur Familie der Phosphatidylinositol-Proteinkinasen-verwandten 

Kinasen und weist eine Serin/Threonin-Kinasedomäne auf. Das humane mTOR-

Protein formt zwei unterschiedliche Komplexe, mTORC1 und mTORC2, mit anderen 

Proteinen (95). Zu dem mTORC1-Komplex gehören neben mTOR die Proteine Raptor 

(regulatory associated protein of mTOR), welches an der Bildung und Stabilisierung 

des Komplexes beteiligt ist, PRAS40 (proline-rich AKT substrate) und Deptor (DEP 

domain TOR-binding protein), welche beide die Aktivität des Komplexes regulieren, 

und mLST8 (mammalian lethal with sec-13 protein 8), welches dem Komplex als 

Scaffolder Stabilität verleiht (96-99). Der mTORC1-Komplex liegt immer als Dimer vor. 

Deptor und mLST8 sind auch Bestandteile des mTORC2-Komplexes, außerdem die 

Proteine Rictor (raptor-independent companion of mTOR), welches zur Bildung, 

Stabilität, Substratauswahl und der intrazellulären Lokalisation des Komplexes beiträgt 

(100), Protor-1 oder -2 (protein observed with rictor-1/2), welches für die Aktivierung 

bestimmter Downstream-Kinasen notwendig ist (101), und mSIN1 (mammalian stress-

activated protein kinase interacting protein 1), welches den Komplex bis zu einem 

entsprechenden Aktivierungssignal inhibiert (102). Aufgrund dieser unterschiedlichen 
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Komponenten lokalisieren beide Komplexe in verschiedenen intrazellulären 

Organellen. Der mTORC1-Komplex ist mit endosomalen und lysosomalen 

Membranen assoziiert, während der mTORC2 an der Plasmamembran, den 

Mitochondrien und in ribosomalen Membranen lokalisiert ist (103, 104).  

Die Signalwege, die an der Aktivierung der mTOR-Komplexe beteiligt sind, sowie 

solche, die mTORC-vermittelt sind, sind in Abbildung 3 dargestellt. Beide mTOR-

Komplexe werden durch die Bindung von Wachstumsfaktoren an ihre Rezeptoren in 

der Plasmamembran aktiviert, jedoch unterscheiden sich sowohl die aktivierten 

Signalkaskaden als auch die Substrate und Effektorproteine der mTORC-Komplexe. 

mTORC1 wird zusätzlich durch Nährstoffe aktiviert und bindet das mTOR-

namensgebende Rapamycin, mTORC2 hingegen nicht. Die Aktivität von mTORC1 

wird durch die Proteine TSC-1 und TSC-2 (tuberous sclerosis complex-1/-2) 

kontrolliert. Werden diese Proteine durch Wachstumsfaktoren inhibiert, kommt es zur 

Aktivierung der GTPase RHEB, die wiederum mTORC1 aktiviert (96). PRAS40 kann 

die Aktivierung von mTORC1 durch die Bindung an den Komplex verhindern (105).  

Akt, eine zentrale Kinase in der Regulierung des Zellstoffwechsels, der Zellmotilität, 

dem Zellüberleben und dem Zellzyklus, kann in die Inhibition von mTORC1 eingreifen, 

indem sie durch Phosphorylierung die PRAS40-Bindung an mTORC1 und TRC-2 

blockiert und somit RHEB aktiviert (105-107). Akt wird durch Wachstumsfaktoren 

aktiviert, indem diese an ihren Rezeptor binden, wodurch Phosphatidylinositol-3-

kinase zu dem Rezeptor rekrutiert wird und die Phosphorylierung von 

Phosphatidylinositol-(4,5)-Bisphosphat (PIP2) in der Plasmamembran zu 

Phosphatidylinositol-(3,4,5)-Triphosphat (PIP3) vermittelt. PIP3 kann mTORC2 direkt 

zur Plasmamembran rekrutieren und aktivieren, während die PIP3-vermittelte 

Aktivierung von mTORC1 indirekt durch die koordinierte Phosphorylierung von Akt 

durch mTORC2 und PDK1 (Pyruvatdehydrogenase-Kinase-1) aktiviert wird (102, 108). 

Die Inaktivierung des mTORC1-Komplexes erfolgt als Antwort auf einen niedrigen 

Energiestatus der Zelle, welcher sich in einem niedrigen intrazellulären Level von ATP, 

Glukose und Aminosäuren wie Glutamin, Arginin und Leucin äußert. 
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Abbildung 3 Aktivierung und Effektor-Signalwege der mTOR-Komplexe 

mTORC1 und mTORC2. mTORC1 und mTORC2 werden durch die Aktivierung von 

Wachstumsfaktor-Rezeptoren und die daran anschließenden Signalkaskaden 

aktiviert. Über die Kinase Akt entsteht eine Verknüpfung der Signalwege beider 

Komplexe. (Quelle: nach Pachow et al., angelehnt an (109) und (95)) 

Bei einem niedrigen intrazellulären ATP-Level wird die Adenosinmonophosphat-

Kinase (AMPK) aktiviert, welche wiederum TSC-2 phosphoryliert und hierdurch zur 

Bildung des TSC-1/TSC-2 und anschließender Inhibition von mTORC-1 führt (110). 

Ein niedriges intrazelluläres Aminosäure-Niveau resultiert in der RAG-GTPase-

abhängigen (Leucin, Arginin)(111, 112) oder -unabhängigen (Glutamin) (113) 

Regulierung des mTORC-1-Komplexes in lysosomalen Membranen. 

Nach der Aktivierung des mTORC1-Komplexes werden dessen Effektorproteine durch 

Phosphorylierung an Serin- und/oder Threoninresten aktiviert oder inhibiert. Hierzu 

zählen insbesondere das elongation initiation factor 4E (eIF-4E) binding protein 1 (4E-

BP1) und die ribosomale S6 Kinase 1/p70 S6 Kinase (S6K1)(114, 115). Beide Proteine 

sind an der ribosomalen Translation verschiedenster Proteine beteiligt, u. a. von 

VEGF, HIF und Cyclin D (114). Die Aktivität von 4E-BP1 wird durch die Bindung des 

Proteins eIF-4E inhibiert, die von S6K1 durch die Bindung des Proteins eIF-3. Die 

Phosphorylierung durch mTORC1 sorgt für die Lösung dieser Bindungen, sodass 4E-

BP1 und SgK1 aktiviert und der Translationskomplex gebildet werden kann (116).  
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Über die Regulierung der Aktivität von mTORC2 ist weniger bekannt als für mTORC1, 

aber vermutlich spielt die Lokalisation an der Plasmamembran oder in ribosomalen 

Membranen eine Rolle (104, 117). Die Hauptsubstrate des mTORC2-Komplexes sind 

Akt, die Serumglukosekinase (SGK) und die Proteinkinase C (PKC). Nach der 

Phosphorylierung durch mTORC2 (am Serin 473) und PDK-1 (am Threonin 308) kann 

diese Kinase durch verschiedene Signalwege die Transkription und Translation, den 

Stoffwechsel, und den Zellzyklus regulieren, unter anderem durch die 

Phosphorylierung von TSC-2 und damit verbundene Aktivierung von mTORC-1. 

1.2.2 mTOR im Nierenzellkarzinom 

Es ist bekannt, dass mTOC1 in zahlreichen Tumorarten aktiviert ist. Hierfür sind 

Mutationen oder Deletionen in den Genen verschiedener mTORC1-assoziierter 

Proteine ursächlich. Dazu zählen Mutationen, die zu einer höheren Aktivität von PI3K 

oder Akt führen, sowie solche, die Funktionen von TSC1 und TSC2 inhibieren (118). 

Außerdem führen ein Verlust oder Mutationen der Gene NPRL2 und NPRL3 und 

DEPDC5, die gemeinsam den sogenannten GATOR1-Komplex bilden, zu einer hohen 

Aktivität des mTORC1-Komplexes, da der GATOR1-Komplex durch Inhibition der Rag-

GTPasen die Translokation von mTORC1 zur lysosomalen Membran inhibiert (119). 

Zudem können Mutationen zum Verlust der Funktion von PTEN, einem negativen 

Regulator der PI3/Akt-Signalwege, eine erhöhte mTORC1-Aktivität bedingen (120). 

Die Expression von mTOR und S6K1 und die Aktivität dieser Kinasen konnten im 

Tumorgewebe von Nierenzellkarzinompatienten nachgewiesen und mit der Prognose 

von lokal begrenztem und fortgeschrittenem Karzinomen assoziiert werden (121, 122). 

Aufgrund der Beobachtung, dass mTORC1 in Krebszellen aktiv ist und das Wachstum, 

die Proliferation, die Migration und die Invasion dieser Zellen fördert, wurden 

zielgerichtete Therapeutika zur Inhibition von mTOR in verschiedenen Tumorarten 

entwickelt, die sogenannten Rapaloge, welche die mTOR-Kinaseaktivität inhibieren. 

Hierzu zählen die Rapamycin-Derivate Sirolismus, Temsirolismus und Everolismus, 

die ihre Wirkung dadurch erzielen, dass sie an das intrazelluläre Protein FK506-

binding protein 12 (FKBP12) binden, woraufhin der Rapalog-FKBP12-Komplex an 

mTOR bindet und die Kinase allosterisch inhibiert (123). Die Rapalog-Therapie zählt 

derzeit zu den Standards der Behandlung von Patienten mit einem metastatischen 

Nierenzellkarzinom (124, 125). 
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Nur bei einem Teil der Patienten mit metastatischem Nierenzellkarzinom ist eine 

Rapalog-Therapie jedoch nutzbringend in der Verlängerung des Gesamtüberlebens 

und des progressionsfreien Überlebens. Der Erfolg scheint von der Art der 

Genmutationen in mTOR-relevanten Genen, insbesondere MTOR, TRC-1 und TRC-

2, abzuhängen (126-129).  

1.3 Fragestellung 

Während für ein lokal begrenztes Nierenzellkarzinom die Möglichkeit einer 

vollständigen Resektion und somit eine gute Prognose gegeben sind, stellt die 

Behandlung des metastasierenden Nierenzellkarzinoms nach wie vor eine 

Herausforderung für die Onkologie dar. Die pharmakologische Behandlung von 

Patienten mit einem solchen fortgeschrittenen Karzinom ist von Nebenwirkungen und 

Resistenzen begleitet. Inhibitoren des mTOR-Proteins und der mit diesem Protein 

assoziierten Signalwege gehören zu den Medikamenten, die für bestimmte 

Subgruppen der Nierenzellkarzinompatienten eine Therapieoption darstellen. Es ist 

bereits bekannt, dass mTOR-vermittelte Signalwege ähnlich wie in vielen anderen 

Tumorarten hochreguliert sind und zu vermehrtem Tumorwachstum und 

Metastasierung beitragen. Untersuchungen zur Expression von mTOR und der 

Aktivität der mTOR-Komplexe in Nierenzellkarzinommetastasen des zentralen 

Nervensystems sind allerdings bisher rar. In der vorliegenden Studie wurden 

Tumorgewebeproben von Patienten mit spinalen oder kranialen Metastasen eines 

Nierenzellkarzinoms auf die Expression und Aktivität von mTOR und mit mTOR 

assoziierten Effektor- oder Inhibitorproteinen untersucht, um folgende Fragen zu 

beantworten: 

 

1. Ist mTOR in Nierenzellkarzinommetastasen des zentralen Nervensystems 

aktiviert, und wie verhält sich die Expression im Vergleich von kranialen mit 

spinalen Metastasen? 

2. Sind die Haupteffektorproteine von mTOR, p70S6K, 4E-BP1 und Akt in diesen 

Metastasen des Nierenzellkarzinoms exprimiert? 

3. Liegen diese Effektorproteine in phosphorylierter, also aktivierter bzw. 

inaktivierter Form vor? 
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4. Unterscheidet sich die Proliferation zwischen kranialen und spinalen 

Metastasen? 

5. Haben die Faktoren Geschlecht, Alter, Nephrektomie einen Einfluss auf 

Expression bzw. Phosphorylierung von mTOR oder der assoziierten Proteine? 
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2 Material und Methoden 

2.1 Laborgeräte 

IHC: Dako Autostainer Plus, Agilent 

Pipetten: Eppendorf 

2.2 Chemikalien 

Chemikalie Hersteller 

Aqua dest. Para 

Detektionssubstrat Merck Millipore 

Entellan Sigma-Aldrich 

Ethanol Süsse 

Mayers Hämalaun Roth 

Tween 20 Bio Froxx 

Xylol  Quartett 

2.3 Puffer und Lösungen 

PBS: Fisher 

Waschpuffer: Cos 

Waschpuffer für IHC: Agilent   

2.4 Antikörper 

Die für die Immunhistochemie und Western Blotting verwendeten Antikörper waren 

von Cell SignalingTechnology Deutschland (Frankfurt am Main), der β-Aktin-

Antikörper für Western Blotting war von Sigma-Aldrich, St. Louis, USA. Als 

Sekundärantikörper wurde ein HRP-gekoppelter Anti-Rabbit-IgG-Sekundärantikörper 

eingesetzt. Alle verwendeten Antikörper sind in Tabelle 2 gelistet.  
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Tabelle 2 Verwendete Antikörper 

Protein Spezies Nummer 

Primärantikörper 

p70S6K Rabbit IgG 2708S 

p-p70S6K Rabbit 9204S 

mTOR Rabbit 2972S 

p-mTOR Rabbit 2976S 

4E-BP1 Rabbit IgG 9644S 

p-4E-BP1 Rabbit IgG 2855S 

AKT Rabbit 9272S 

p-Akt1 (p-AKT T308) Rabbit IgG 13038S 

MIB Monoclonal Mouse M7240 

pHH3 Rabbit 9701S 

p70S6K Rabbit 9204L 

p-p70S6K Rabbit 9208S 

AMPKα Rabbit IgG 50081S 

p-AMPKα T172 Rabbit 35277T 

p-Akt2 (p-AKT S473) Rabbit 4060S 

β-Aktin   

Sekundärantikörper 

IHC Dako Real EnVision Detection Kit HRP Rabbit/Mouse Ref.K5007, Agilent 

 

2.5 Patientenkohorte und Studiendesign 

Es wurde eine retrospektive Kohortenstudie durchgeführt. Zunächst wurden 58 

Patienten mit einer metastatischen Nierenzellkarzinom-Diagnose ausgewählt, die in 

zwei neurochirurgischen Zentren zwischen 2002 und 2016 behandelt wurden. Von 

diesen 58 Patienten wurden 30 ausgeschlossen, da für sie keine geeigneten Paraffin-

eingebetteten Gewebeproben der Metastasen mehr vorhanden waren bzw. das 

vorhandene Material nicht ausreichend für weitere Analysen war. Es wurden also 

Proben von 28 Patienten final ausgewertet. Die Alters- und Geschlechtsverteilung 

dieser 28 Patienten ist in Tabelle 3 aufgelistet. Die Patientenkohorte setzte sich aus 

19 Männern und 9 Frauen zusammen, mit einem Durchschnittsalter von 69,4 Jahren 
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(Mittelwert, Standardabweichung: ± 8,9 Jahre). Die Patienten wurden außerdem 

anhand der Lokalisation der Metastasen (kranial oder spinal) kategorisiert (46,4 % 

kranial, 53,6 % spinal), außerdem wurde die Art der Therapie (nur Chemotherapie, 

Resektion auf der linken/rechten Seite) erfasst. 

 

Tabelle 3 Patientencharakteristika der Studienkohorte (n = 28) 

Parameter  

Geschlecht (%) 19 Männer (67,9), 9 Frauen (32,1) 

Alter, Mittelwert (±SD) 69,4 (8,9) 

Tumorlokalisation 

kranial, # (%) 13 (46,4) 

spinal, # (%) 15 (53,6) 

Therapie 

Nur Chemotherapie, # (%)  7 (25,0) 

Resektion rechts, # (%)  15 (53,6) 

Resektion links, # (%)  6 (21,4) 

 

2.6 Ethikvotum 

Für diese retrospektive Studie mit bereits archiviertem Patientenmaterial, welches 

nicht mehr für die Routinediagnostik benötigt wurde, wurde ein Votum von der 

Geschäftsstelle der lokalen Ethikkommission des Universitätsklinikums Magdeburg 

eingeholt (AZ R-09/20).  

2.7 Western Blotting 

2.7.1 Material 

Für drei der 28 Patienten war kryokonserviertes Probenmaterial verfügbar, mit dem 

eine begleitende Western-Blot-Analyse durchgeführt werden konnte. Da nur Material 

für vereinzelte Patienten zur Verfügung stand, wurde diese Analyse in erster Linie 
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durchgeführt, um exemplarisch die Expression von in der mTOR-Signalkaskade 

involvierten Proteinen und ihrem Phosphorylierungsstatus mit einem zweiten 

unabhängigen Verfahren zu evaluieren. 

2.7.2 Durchführung 

Für die verfügbaren Gewebeproben wurde die Expression von p70S6K Gesamtprotein 

(AK-Verdünnung 1:1000), phosphoryliertem p70S6K (AK-Verdünnung 1:1000), 

AMPKα (AK-Verdünnung 1:1000), phosphoryliertem AMPKα T172 (AK-Verdünnung 

1:1000), AKT Gesamtprotein (AK-Verdünnung 1:1000), phosphoryliertem AKT T308 

(AK-Verdünnung 1:1000) und S473 (AK-Verdünnung 1:2000), 4E-BP1 und 

phosphoryliertem 4E-BP1 (AK-Verdünnung 1:1000 für beide) mittels Western Blotting 

nach standardisierten Protokollen analysiert. Hierfür wurden die Gewebeproben 

homogenisiert, zentrifugiert, und das gewonnene Protein wurde für 5 Minuten bei 95°C 

in einem 2x Laemmli-SDS Ladepuffer denaturiert. Für jede Gewebeprobe wurden 20 

µg Gesamtprotein pro Spur eines für das jeweilige Molekulargewicht der später zu 

detektierenden Proteine geeignet konzentrierten SDS-Polyacrylamidgels aufgetragen 

und elektrophoretisch getrennt. Die Proteine wurden anschließend auf eine 

Nitrocellulose-Membran in einer Nassblot-Kammer geblottet. Die Blockierung der 

Membran erfolgte für 1 h entweder mit 5% Magermilch oder mit 5% BSA, entsprechend 

den Hinweisen des Antikörper-Herstellers. Danach erfolgte über Nacht bei 4°C unter 

leichtem Schaukeln die Inkubation der Membranen mit dem jeweiligen Primär-

Antikörper in der oben angegebenen Verdünnung im gleichen Puffer. Nach Waschen 

der Membranen, Inkubation mit dem Sekundärantikörper gemäß Hersteller-Angaben 

und erneutem Waschen erfolgte die ECL-Visualisierung der Proteinbanden auf ECL-

Hyperfilm (Amersham) durch Inkubation der Membran mit einem Detektionssubstrat 

von Merck Millipore. Beta-Aktin diente als interne Ladekontrolle (Verdünnung des 

Antikörpers 1:5000). 

2.7.3 Auswertung 

Die Größe der Proteine wurde anhand der Proteinbanden mit dem durch den Hersteller 

angegebenen Molekulargewichten verglichen. Dazu diente ein auf den Gelen 

mitgelaufener Molekulargewichts-Standard. Die gefundenen Molekulargewichte 

entsprachen in jedem Falle dem Erwartungswert. Eine quantitative 
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Expressionsanalyse (Densitometrie) war aufgrund mangelnden Probenmaterials für 

die Western-Blot-Ergebnisse nicht möglich. 

2.8 Immunhistochemie 

2.8.1 Material 

Für die Immunhistochemie wurden fixierte, in Paraffin eingebettete Gewebeproben 

verwendet. Die Schnitte wurden anhand eines zuvor hergestellten Tissue-Microarrays 

gefärbt und ausgewertet. Hierbei können zahlreiche konsekutive Schnitte einer 

Gewebeprobe auf einem einzelnen Objektträger unter denselben standardisierten 

Bedingungen auf ihre Proteinexpression analysiert werden.  

Die Symptomatik dieser Patienten beinhaltete Rückenschmerzen, Störungen der 

Feinmotorik und Hemi-/Paraparese der Gliedmaßen, Seh- und Sprachstörungen, 

Schmerzen, Taubheitsgefühle, Schwellungen unter der Haut im Kopfbereich und 

Schwindel. 

Von den Gewebeblöcken dieser Patienten wurden Schnitte von 1 bis 2 µm Dicke für 

die immunhistochemischen Untersuchungen angefertigt und mindestens drei 

Gewebestanzen für jeden Patienten ausgewertet.  

2.8.2 Durchführung 

Nach Entparaffinierung und Rehydrierung der Schnitte in einer absteigenden 

Alkoholreihe wurden die endogenen Proteine blockiert und die Gewebe mit dem 

Erstantikörper (anti) -p-70S6k, p-p70S6K, mTOR, p-mTOR, 4EB-P, p-4EB-P, AKT, p-

Akt S473, p-Akt T308, MIB-1, pHH3; Verdünnung 1:200 für alle Antikörper) für 25 min. 

inkubiert. Nach mehreren Waschschritten wurden die Gewebe mit einem Peroxidase-

konjugierten Zweitantikörper (1:200) für weitere 25 Minuten inkubiert, erneut 

gewaschen, und die Zellkerne mit Hämatoxylin gegengefärbt. Die Schnitte wurden mit 

Kanada-Balsam eingedeckelt. 

2.8.3 Auswertung 

Die Färbung wurde mikroskopisch ausgewertet und Bilder in einer 200-fachen 

Vergrößerung aufgenommen (Abbildung 4). Die Intensität der Färbung wurde 

anschließend für jede Probe als “keine Färbung” (0), “schwache Färbung” (1), 

“moderate Färbung” (2) und “starke Färbung” (3) kategorisiert.  
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Abbildung 4 Beispielhafte Aufnahmen von Präparaten ohne Färbung, mit einer 

schwachen Färbung, einer moderaten oder einer starken Immunfärbung. 

Die Zellproliferation wurde durch Bestimmung des Prozentsatzes an Tumor-Zellkernen 

mit positiver Färbung für die Marker molecular immunology Borstel (MIB-1) und 

phosphorylated histone H3 (pHH3) quantifiziert. 

 

2.9 Koloniebildungsassay und Proliferationsassay mit Caki-1- und Caki-2-

Zellen unter mTORC1/2-Hemmung 

Die Proliferation von Caki-1- und Caki-2-Zellen, humanen Zelllinien des klarzelligen 

Nierenzellkarzinoms, wurde anhand eines 5-Bromo-2 ́-deoxy-uridine-Assays der 

Firma Roche untersucht. Die Vorgehensweise entsprach den Herstellerangaben. 

Hierfür wurden 10000 Zellen pro Well einer 96-well-Platte in DMEM-Medium (high 

glucose), supplementiert mit 10% FBS und 1% Penicillin/Streptomycin, eingesät und 

unter Normalbedingungen (5% CO2, 37°C) für 24 Stunden in einem Infrarot-

gesteuerten Zell-Inkubator kultiviert. Anschließend wurden die Zellen mit dem dualen, 

ATP-kompetitiven mTORC1/2-Inhibitor AZD8055 (20 nM, 200 nM oder 1 µM) oder dem 

korrespondierenden Lösungsmittel DMSO als Kontrolle behandelt. Nach 24 oder 48 

Stunden wurde das Zellkulturmedium abgesaugt, die Zellen einmal mit PBS 

gewaschen, und mit 5-Bromo-2 ́-deoxy-uridine (BrdU) für zwei Stunden inkubiert. Die 

Weiterbehandlung erfolgte gemäß Herstellerangaben für das BrdU-Assay-Kit. Am 

Ende erfolgte die Inkubation mit einem Peroxidase-gekoppelten Antikörper gegen 

BrdU und das Reaktionsprodukt wurde durch Zugabe des Peroxidasesubstrats für eine 
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Inkubationszeit von maximal 30 Minuten bei Raumtemperatur sichtbar gemacht. Die 

Quantifizierung erfolgte durch Messung der optischen Dichte des Reaktionsprodukts 

in einem Tecan Infinite 200 Elisa-Reader bei einer Wellenlänge von 405 nm.  

Zur Untersuchung der Koloniebildung wurden 10000 Caki-1-Zellen in Zellkulturschalen 

von 10 cm Durchmesser unter Bedingungen wie oben ausgesät, für 24 Stunden 

inkubiert, und anschließend mit dem ATP-kompetitiven mTORC1/2-Inhibitor AZD8055 

(20 nM, 200 nM oder 1 µM) oder DMSO als Kontrolle für 6 Tage inkubiert. 

Anschließend wurde das Zellkulturmedium abgenommen, die Platten einmal mit PBS 

gewaschen, und 2 mL Kristallviolettlösung (0,5 g Kristallviolett, 20 mL Methanol, 80 

mL H2O) pro Platte zugegeben. Die Zellen wurden für 15 Minuten bei geschlossenem 

Deckel auf dem Schüttler mit der Kristallviolettlösung inkubiert. Anschließend wurde 

die Zellkulturplatte zweimal mit dH2O gewaschen, trocken geklopft und für 60 Minuten 

bei Raumtemperatur an der Luft getrocknet. Anschließend wurden die Kolonien in 

einem Inversmikroskop betrachtet (Axiovert 40 CFL, Carl Zeiss) und von 30 Kolonien 

pro Platte wurde mittels Computer-gestützter morphometrischer Analyse (Axiovision, 

Release 4.8, Carl Zeiss) die Koloniefläche ermittelt und daraus die im Ergebnisteil 

dargestellte mittlere Koloniefläche berechnet.  

 

2.10 Statistische Auswertung 

Zunächst wurden alle Proben insgesamt betrachtet und die Mittelwerte und 

Standardabweichungen der immune reactive-(IR)-Scores aller Färbungen berechnet. 

Der mittlere IR-Score eines gegebenen Proteins wurden dann anhand des Mann-

Whitney-U-Tests mit dem mittleren IR-Score seiner jeweiligen phosphorylierten Form 

verglichen. Zudem wurde ebenfalls mit dem Mann-Whitney u-Test nach signifikanten 

Einflüssen der erhobenen klinischen Daten bzw. Patientendaten auf die Scores eines 

gegebenen Proteins oder seiner phosphorylierten Form gefahndet. Die 

Immunfärbungen wurden für die statistische Auswertung als abhängige Variable 

betrachtet, während die qualitativen Daten Geschlecht der Patienten, Lokalisation des 

Tumors (kranial oder spinal) oder stattgefundene Nephrektomie (ja/nein) die 

unabhängigen Variablen darstellten, also die Gruppen definierten. Die quantitativen 

Daten Alter, MIB-Index und pHH3-Index wurden dabei in zwei Gruppen aufgeteilt, 

wobei die Werte in einer Gruppe kleiner oder gleich dem Mittelwert des jeweiligen 
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Parameters waren und die Werte in der anderen Gruppe größer als der Mittelwert. Für 

diese beiden Gruppen wurde zunächst die deskriptive Statistik mit den Mittelwerten 

und der Standardabweichung für jeden untersuchten Parameter berechnet und 

anschließend beide Gruppen mittels t-Test verglichen. Ein p-Wert von p≤0,05 wurde 

als signifikanter Unterschied betrachtet. Alle statistischen Analysen wurden mithilfe der 

Software Statistical Package for the Social Sciences (SPSS, Version 25, IBM, USA) 

durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Expression von mTOR und mTOR-assoziierten Proteinen in fixierten 

Gewebeproben von spinalen und kranialen Nierenzellkarzinommetastasen 

Die IR-Scores wurden zunächst durch Auswertung von mindestens drei 

Gewebestanzen pro Patient für jedes Protein (Gesamtprotein und phosphoryliertes 

Protein) berechnet und anschließend die Scores der Gesamtproteine und die der 

phosphorylierten Proteine in Boxplots graphisch dargestellt, um einen Überblick über 

die Expressionslevel zu erhalten. In Tabelle 4 sind die niedrigsten und höchsten IRS-

Werte für jedes Protein sowie die Mittelwerte und Standardabweichungen gelistet.  

Abbildung 5 zeigt Beispielbilder für die phosphorylierten Proteine p-AKT (S473 und 

T308), p-p70S6K, p- mTOR, p-4E-BP1 und pHH3. 

 

 

Abbildung 5 Beispielhafte Färbungen der phosphorylierten Proteine AKT, p70S6K, 

4E-BP1, mTOR und pHH3. 
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Der Mittelwert des IR-Scores war relativ niedrig für alle untersuchten Proteine (<1), 

jedoch wurden einzelne Werte von bis zu 3, d. h. eine sehr starke Expression erreicht. 

Der Mittelwert lag für p70S6K bei 0,73 (Standardabweichung ±0,58), für 

phosphoryliertes p70S6K bei 0,89 (±0,72), für mTOR bei 0,79 (±0,62), für 

phosphoryliertes mTOR bei 0,91 (±0,81), für 4E-BP1 bei 0,95 (±0,77), für 

phosphoryliertes 4E-BP1 bei 0,98 (±0,86), für Akt bei 0,98 (±0,84), für phosphoryliertes 

Akt1 (p-AKT T308) bei 0,85 (±0,68) und für phosphoryliertes Akt2 (p-AKT S473) bei 

0,72 (±0,72). Es waren also alle Proteine und ihre phosphorylierte Fraktion in den 

Geweben exprimiert, aber die Expression war insgesamt relativ schwach.  

Tabelle 4 IR-Scores (Minimum, Maximum, Mittelwert) von mTOR und mTOR-

assoziierten Proteinen in Metastasen des Nierenzellkarzinoms 

Protein Minimum 

IRS 

Maximum IRS Mittelwert IRS (±SD) 

p70S6K 0 2 0,73 (0,58) 

p-p70S6K 0 3 0,89 (0,72) 

mTOR 0 2 0,79 (0,62) 

p-mTOR 0 3 0,91 (0,81) 

4E-BP1 0 3 0,95 (0,77) 

p-4E-BP1 0 3 0,98 (0,86) 

Akt 0 3 0,98 (0,84) 

p-Akt1 0 3 0,85 (0,68) 

p-Akt2 0 3 0,72 (0,72) 

 

Abbildungen 6 bis 9 zeigen Boxplots der IR-Scores für mTOR und phosphoryliertes 

mTOR (Abbildung 6), Akt und phosphoryliertes Akt1 und Akt2 (Abbildung 7), 4E-

BP1 und phosphoryliertes 4E-BP1 (Abbildung 8) sowie für p70S6K und 

phosphoryliertes p70S6K (Abbildung 9). Es wurde anhand des Mann-Whitney-U-

Tests überprüft, ob sich die Expression zwischen kranialen und spinalen Tumoren 

unterschied; dies war jedoch nicht der Fall, die Verteilung der IR-Scores zeigte keine 

signifikanten Unterschiede zwischen beiden Gruppen. 
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Abbildung 6 IR-Scores für die Expression von mTOR und phosphoryliertem mTOR 

(p-mTOR) in Gewebeproben kranialer und spinaler Tumore des Nierenzellkarzinoms. 

 

Abbildung 7 IR-Scores für die Expression von Akt Gesamtprotein und 

phosphoryliertem Akt (p-Akt1(p-AKT T308), p-Akt2(p-AKT S473)) in Gewebeproben 

kranialer und spinaler Metastasen des Nierenzellkarzinoms. 
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Abbildung 8 IR-Scores für die Expression von 4E-BP1 Gesamtprotein und 

phosphoryliertem 4E-BP1 (p-4E-BP1) in Gewebeproben kranialer und spinaler 

Tumore des Nierenzellkarzinoms. 

 

Abbildung 9 IR-Scores für die Expression von p70S6K Gesamtprotein und 

phosphoryliertem p70S6K (p-p70S6K) in Gewebeproben kranialer und spinaler 

Nierenzellkarzinom-Metastasen. 

 

Im nächsten Schritt wurden die untersuchten Gewebeproben in Gruppen aufgeteilt, 

um Unterschiede in der Expression der mTOR-assoziierten Protein relativ zu den 

Parametern Alter, Geschlecht und Tumorlokalisation zu untersuchen. In Abbildungen 
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10 und 11 sind die IR-Scores für p-70S6K und p-p70S6K (10A), mTOR und p-mTOR 

(10B), 4E-BP1 und p-4E-BP1 (11A), sowie Akt, p-Akt1(p-AKT T308) und p-Akt2(p-AKT 

S473) (11B) relativ zum Patientenalter dargestellt, wobei die Gruppeneinteilung in jung 

(unter oder gleich dem Mittelwert, n = 12) oder alt (über dem Mittelwert, n = 16) 

vorgenommen wurde. Es gab keine signifikanten Unterschiede in der Expression der 

Gesamtproteine oder der phosphorylierten Proteine relativ zum Patientenalter, wenn 

die Patienten anhand der Abweichung vom Mittelwert eingeteilt wurden.  
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Abbildung 10 (A) IR-Scores für p70S6K und p-p70S6K abhängig vom Patientenalter. 

(B) IR-Scores für mTOR und p-mTOR abhängig vom Patientenalter. 
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Abbildung 11 (A) IR-Scores für 4E-BP1 und p-4E-BP1 abhängig vom Patientenalter. 

(B) IR-Scores für Akt, p-Akt1 und pAkt2 abhängig vom Patientenalter. 

 

In Abbildung 12 sind die IR-Scores für p-70S6K und p-p70S6K (A), mTOR und p-

mTOR (B), 4E-BP1 und p-4E-BP1 (C) sowie Akt, p-Akt1 und p-Akt2 (D) relativ zum 

Geschlecht dargestellt (männlich: n = 16, weiblich: n = 6). Die Expression der 

Gesamtproteine oder der meisten phosphorylierten Proteine unterschied sich nicht 

signifikant zwischen beiden Geschlechtern. mTOR und 4E-BP1 waren bei Männern 

leicht höher exprimiert als bei Frauen (Abbildungen 12A und 12B).  
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Abbildung 12(A) IR-Scores für p70S6K und p-p70S6K abhängig vom Geschlecht. (B) 

IR-Scores für mTOR und p-mTOR abhängig vom Geschlecht. 
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Abbildung 12 (C) IR-Scores für 4E-BP1 und p-4E-BP1 abhängig vom Geschlecht. 

(D) IR-Scores für Akt, p-Akt1 und pAkt2 abhängig vom Geschlecht. 

 

In Abbildung 13 sind die IR-Scores für die mTOR-assoziierten Proteine relativ zur 

Tumorlokalisation (kranial, n = 8, oder spinal, n = 14) dargestellt. Die Expression von 

mTOR in kranialen Tumoren lag signifikant über der von spinalen Tumoren (p<0,05), 

die IR-Scores aller anderen Proteine unterschieden sich nicht signifikant zwischen 

beiden Tumorarten. 
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Abbildung 13 IR-Scores für p70S6K und p-p70S6K (A), mTOR und p-mTOR (B), 4E-

BP1 und p-4E-BP1 (C) und Akt, p-Akt1 und p-Akt2 (D) abhängig von der 

Tumorlokalisation (kranial oder spinal). 

 

Die IR-Scores der mTOR-assoziierten Proteine in Geweben von Patienten, die eine 

Nephrektomie erhalten hatten, im Vergleich zu Patienten ohne einen solchen Eingriff 

sind in Abbildung 14 dargestellt. Die Expression von mTOR war signifikant höher in 

Gewebeproben von Patienten ohne eine Nephrektomie (p<0,05), während die 
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Expression von 4E-BP1 in Geweben von Patienten mit einer Nephrektomie signifikant 

höher war als in Geweben von Patienten ohne eine Nephrektomie (p<0,05). Die IR-

Scores der anderen Proteine unterschieden sich nicht signifikant zwischen beiden 

Gruppen. 
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(C) 

 

(D) 

 

Abbildung 14 IR-Scores für p70S6K und p-p70S6K (A), mTOR und p-mTOR (B), 4E-

BP1 und p-4E-BP1 (C) und Akt, p-Akt1 und p-Akt2 (D) in Geweben von Patienten mit 

und ohne Nephrektomie. 

Abbildung 15 zeigt für jede dieser Intensitäten eine beispielhafte Färbung im 

paarweisen Vergleich von Primärtumor und Metastasen. Die Unterschiede in der 

Expressionsstärke sind abhängig von der Tumorlokalisation ersichtlich. Beim ersten 

Paar (1a/1b) fällt dies insbesondere für die Färbung von Akt auf, während die Intensität 

der Färbungen von p-p70S6K und p-4E-BP1 vergleichbar war. Beim zweiten Paar 

(2a/2b) liegt für alle drei Proteine, p-p70S6K, p-4E-BP1 und p-Akt T308, eine 

vergleichbar starke Intensität der Färbung vor. Auch der Vergleich des dritten Paares 
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(3a/3b), bei dem es sich bei den Proben 3a um den Primärtumor und den Proben 3b 

um eine Metastase handelt, zeigt, dass die Expression von Akt, p-p70S6K und p-4E-

BP1, in beiden Lokalisationen gleich stark ist (Abbildung 15). 
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Abbildung 15 Immunhistochemische Färbung im paarweisen Vergleich von 

Primärtumor (1a, 2a, 3a) und ZNS-Metastase (1b, 2b, 3b) 
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3.2 Expression der mTOR-assoziierten Proteine in Gewebelysaten von 

Patienten mit kranialen Nierenzellkarzinommetastasen 

Im letzten Schritt wurde die Expression von mTOR und mTOR-assoziierten Proteinen 

in Gewebelysaten von drei Patienten mit kranialen Nierenzellmetastasen analysiert. 

Alle Proteine konnten in der Western-Blot-Analyse in den drei Geweben nachgewiesen 

werden, mit Ausnahme von phosphoryliertem Akt2 in einer Gewebeprobe (Abbildung 

16). Die beobachteten Molekulargewichte entsprachen dabei den vom Hersteller der 

Antikörper angegebenen. Da nur so wenige kryokonservierte Gewebeproben zur 

Verfügung standen, konnte dieser Versuch nur qualitativ ausgewertet werden. 

 

 

 

Abbildung 16 Expression von mTOR und mTOR-assoziierten Signalproteinen in 

Gewebelysaten kranialer Metastasen des Nierenzellkarzinoms. 

3.3 Proliferation in spinalen und kranialen Nierenzellkarzinommetastasen 

Die Indices der Proliferationsmarker MIB-1 und pHH3 wurden für jedes Gewebe 

evaluiert, indem positiv gefärbte Zellkerne ausgezählt und der prozentuale Anteil an 

Fall 1   Fall 2  Fall3 
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allen Zellkernen berechnet wurde Die Auswertung erfolgte kategorisiert nach der 

jeweiligen Lokalisation. In Tabelle 5 sind die Mittelwerte, Mediane und niedrigsten 

sowie höchsten Indices aufgelistet. In Gewebeproben von spinalen Tumoren lag der 

Mittelwert des Proliferationsindexes für MIB-1 bei 7,5 % (±13,5 %) und im Median bei 

5 %, wobei in vereinzelten Geweben 80 % der Zellkerne gefärbt waren, während in 

anderen Gewebeproben alle Zellkerne negativ waren. Ein niedrigerer Index für MIB-1 

wurde in kranialen Metastasen beobachtet, mit einem Mittelwert von 2,0 % (±3,3 %), 

einem Median von 0 % und einem maximalen Anteil von 15 %. Ein vergleichbares Bild 

zeigte sich für den Proliferationsindex von pHH3. Auch hier lag der Mittelwert in 

spinalen Metastasen höher als in kranialen (7,1 %±10,3 % im Vergleich zu 2,3 %±4,3 

%), mit einem Maximalwert von 65 % in spinalen Tumoren und 17 % in kranialen 

Tumoren. Für alle Proben ergab sich insgesamt ein Proliferationsindex von 5,4 % 

(±11,1 %) für MIB-1 und 5,3 % (±8,8 %) für pHH3. 

 

Tabelle 5 Indices der Proliferationsmarker MIB-1 und pHH3 in spinalen und kranialen 

Metastasen des Nierenzellkarzinoms 

  Spinale Metastasen Kraniale 
Metastasen 

 MIB-1 

 Mittelwert gesamt, % (±SD): 5,4 (11,1) 

Mittelwert, % (±SD)  7,5 (13,5) 2,0 (3,3) 

Minimum, %  0 0 

Maximum, %  80,0 15,0 

Median, %  5,0 0 

 pHH3 

 Mittelwert gesamt, % (±SD): 5,3 (8,8) 

Mittelwert (±SD)  7,1 (10,3) 2.3 (4.3) 

Minimum, %  0 0 

Maximum, %  65,0 17,0 

Median, %  5,0 0 
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Abbildung 17 zeigt den Vergleich der Proteinexpression von mTOR und der mTOR-

Effektorproteine (IR-Scores) anhand der Proliferationsrate. Hierfür wurden die 

Patienten anhand des Mittelwerts des MIB-Scores bzw. des pHH3-Scores in zwei 

Gruppen eingeteilt, solche mit einer niedrigen Proliferationsrate (kleiner oder gleich 

dem Mittelwert für MIB bzw. pHH3) und solche mit einer hohen Proliferationsrate (MIB 

bzw. pHH3 über dem Mittelwert). Basierend auf pHH3 gab es keine signifikanten 

Unterschiede in den IR-Scores bezüglich der Proliferationsrate. Die Expression von 

phosphoryliertem 4E-BP1 war signifikant höher in Geweben von Patienten mit einem  

niedrigen MIB-Index (p<0,05). Die IR-Scores aller anderen Proteine unterschieden 

sich nicht signifikant zwischen beiden Gruppen. 
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(D) 

 

 

Abbildung 17 IR-Scores für p70S6K und p-p70S6K (A), mTOR und p-mTOR (B), 4E-

BP1 und p-4E-BP1 (C) und Akt, p-Akt1 und p-Akt2 (D) in Geweben von Patienten mit 

einer niedrigen oder hohen Proliferationsrate (MIB und pHH3-Scores). 
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Die obigen immunhistochemischen Studien konnten meist keine deutlichen Bezüge 
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Aktivität des Komplexes mTORC1 betrachtet wird.  Während es also keine klaren 

Indizien für eine nach diesen Patientengruppen differenzierte Aktivierung von mTOR-

Signalwegen gab, so zeigten die obigen Resultate doch, dass mTOR-Signalwege in 

allen Nierenzellkarzinomen eine Rolle spielen. Besonders auch, weil p-p70S6K 

grundsätzlich nachgewiesen wurde. Daher stellt sich die Frage nach der möglichen 

Relevanz einer Hemmung beider mTOR-Komplexe durch einen dualen, ATP-

kompetitiven Inhibitor (wie AZD8055) beim Nierenzellkarzinom.   

Daher wurden im Folgenden einige diesbezügliche Versuche in vitro durchgeführt. 

In Abbildung 18 sind Photographien der Caki-1-Zellen nach der Behandlung mit dem 

mTOR-Inhibitor AZD8055 in verschiedenen Konzentrationen gezeigt. Es ist ersichtlich, 

dass mit zunehmender Konzentration weniger Zellkolonien gebildet wurden. Während 

die Koloniebildung sich bei niedriger Konzentration von AZD8055 (20 nM) nicht  

 

Abbildung 18 Koloniebildung von Caki-1-Zellen nach Behandlung mit dem 

mTOR-Inhibitor AZD8055 – Beispielhafte Aufnahmen der Zellen am Ende der 

Behandlung 

 

signifikant von der der DMSO-behandelten Zellen unterschied, zeigten solche Zellen, 

die mit 200 nM AZD8055 behandelt worden waren, eine signifikant niedrige 

Koloniegröße (Abbildung 19).   
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Abbildung 19 Koloniegröße von Caki-1-Zellen nach Behandlung mit dem mTOR-

Inhibitor AZD8055 – Statistische Auswertung der Koloniegröße von 30 Kolonien pro 

Bedingung nach der Behandlung 

Im BrdU-Assay zeigten sich hingegen keine Unterschiede in der Proliferation abhängig 

von der AZD8055-Konzentration, weder bei Caki1-Zellen noch bei Caki-2-Zellen 

(Abbildungen 20 und 21). 

 

Abbildung 20 BrdU-Assay von Caki-1-Zellen nach Behandlung der Zellen mit dem 

mTOR-Inhibitor AZD8055 für 24 Stunden (links) und 48 Stunden (rechts). Zehn 

Messwerte pro Bedingung ± SEM 
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Abbildung 21 BrdU-Assay von Caki-2-Zellen nach Behandlung der Zellen mit dem 

mTOR-Inhibitor AZD8055 für 24 Stunden (links) und 48 Stunden (rechts). Zehn 

Messwerte pro Bedingung ± SEM 
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4 Diskussion 

Das metastatische, klarzellige Nierenzellkarzinom ist mit einer ungünstigen Prognose 

assoziiert und stellt eine Herausforderung für die onkologische Therapie dar. Die 

Identifikation von Zielproteinen, die den Fokus von möglichen Behandlungsansätzen 

darstellen könnten, ist von entscheidender Bedeutung für die erfolgreiche Therapie 

und Prognose von Patienten mit einem solchen fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom. 

Solche Zielproteine sind mTOR und mit dem mTOR-Signalweg assoziierte Proteine – 

die Expression dieser Proteine in Nierenzelltumoren sowie ihre Korrelation mit der 

Prognose der Patienten konnten in vorherigen Studien demonstriert werden. Es ist 

jedoch noch unklar, inwiefern diese Proteine in Nierenzellkarzinommetastasen des 

zentralen Nervensystems exprimiert sind, ob sie in aktiver, also phosphorylierter Form 

vorliegen und ob es Unterschiede in ihrer Expression abhängig von der Lokalisation 

der Metastasen gibt. Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, diese Zusammenhänge 

in Gewebeproben von insgesamt 28 Patienten mit Nierenzellkarzinommetastasen des 

zentralen Nervensystems anhand immunhistochemischer Untersuchungen zu 

analysieren.  

Zunächst sollte die Frage beantwortet werden, ob mTOR und mTOR-assoziierte 

Proteine in den Geweben exprimiert und anhand immunhistochemischer Färbungen 

nachzuweisen sind. Es wurde für jedes Protein sowohl ein Antikörper gegen das 

Gesamtprotein als auch einer gegen das phosphorylierte Protein eingesetzt, um 

festzustellen, ob die Proteine auch in aktivierter Form in den Geweben vorliegen. Es 

konnte von allen untersuchten Proteinen (p70S6K, p-p70S6K, mTOR, p-mTOR, 4E-

BP1, p-4E-BP1, Akt, p-Akt1, p-Akt2) sowohl das Gesamtprotein als auch das 

phosphorylierte Protein detektiert werden, d. h., es waren alle Proteine in den 

Geweben exprimiert und lagen auch in ihrer aktiven Form vor. mTOR-Komplexe 

(zumindest Komplex 1) wirken anscheinend gleichsinnig auf ihre downstream-Targets 

p70S6K und 4E-BP1 (Phosphorylierung). Dies führt bei p70S6K zu einer Aktivierung 

und bei 4E-BP1 zu einer funktionellen Inaktivierung (Abbildungen 6−9). Der IR-Score 

lag allerdings für alle Proteine etwa bei 1, d. h., die Expression der Proteine war 

insgesamt schwach. Es gab hierbei keine Unterschiede zwischen der Intensität der 

Expression des Gesamtproteins und des phosphorylierten Proteins, d.h. der Anteil des 

inaktiven und aktiven Proteins war ausgeglichen. Ein Vergleich von kranialen mit 

spinalen Metastasen ergab keine signifikanten Unterschiede in der Expression der 
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untersuchten Proteine zwischen beiden Lokalisationen (Abbildung 13), d. h., sowohl 

kraniale als auch spinale Nierenzellkarzinommetastasen zeigen eine vergleichbar 

schwache Expression von mTOR und mTOR-assoziierten Proteinen, die alle auch in 

ihrer phosphorylierten, aktiven Form vorliegen.  

Es wurde zusätzlich untersucht, ob die Proliferationsrate der Tumoren einen Einfluss 

auf die Expression und Aktivität von mTOR und seinen Effektorproteinen hat. Hierfür 

wurden zwei Proliferationsindices (MIB und pHH3) analysiert und die 

Proteinexpression in Geweben mit einer niedrigen und Geweben mit einer hohen 

Proliferation verglichen (Abbildung 17). Lediglich die Expression von einem Protein, 

dem phosphoryliertem 4E-BP1, zeigte einen signifikanten Zusammenhang mit dem 

MIB-Index. Die p-4EBP1 war bei einem hohem MIB-Index niedriger. Dies könnte man 

so interpretieren, dass 4EBP1 hier weniger gehemmt war. Dieser Zusammenhang war 

nicht signifikant für den pHH3-Index. Für alle anderen Proteine konnte kein Einfluss 

der Proliferationsrate auf die Expression der untersuchten Proteine festgestellt 

werden. 

Andere Parameter, welche die Expression von mTOR und seinen Effektorproteinen 

beeinflussen könnten, sind das Alter und Geschlecht der Patienten sowie eine 

vorherige Nephrektomie. Um diese Zusammenhänge zu untersuchen, wurden die 

Patienten anhand dieser qualitativen Variablen gruppiert und die Proteinexpression in 

den Gruppen analysiert. Es gab nur wenige signifikante Zusammenhänge zwischen 

diesen Variablen und der Expression von mTOR und seinen Effektorproteinen. 

Lediglich mTOR und 4E-BP1 waren marginal signifikant höher in männlichen Patienten 

exprimiert als in weiblichen (Abbildungen 12B und C). Das Alter hatte bei einer 

Gruppeneinteilung kleiner/größer als der Mittelwert keinen signifikanten Einfluss auf 

die Proteinexpression. Gewebe von Patienten mit einer Nephrektomie zeigten leicht 

signifikant höhere IR-Scores für 4E-BP1 als in Geweben von Patienten ohne 

Nephrektomie, während mTOR in letzteren höher exprimiert war als nach einer 

Nephrektomie. Beide Zusammenhänge waren nur schwach ausgeprägt und alle 

anderen Proteine zeigten keine statistisch signifikanten Unterschiede abhängig von 

einer Nierenresektion. 

Es stellt sich die Frage, warum die Expression aller Proteine in den untersuchten 

Geweben vergleichsweise schwach war. Es gab nur sehr vereinzelt IR-Scores größer 
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als 1. Diese Werte sind allerdings in Übereinstimmung mit der Studie von Rausch et 

al., bei der ebenfalls eine immunhistochemische Bewertung von 

Nierenzellkarzinommetastasen durchgeführt und ein durchschnittlicher IR-Score von 

1,44 für mTOR und 1,14 für p-mTOR festgestellt wurde (130). In dieser Studie wurde 

allerdings die Expression mit der im Primärtumor und in benignem Tumorgewebe 

verglichen, und während die Expression in metastatischem Gewebe mit der in 

benignem Gewebe vergleichbar war, lag die Expression im Primärtumor nur bei 0,78 

für mTOR und bei 0,73 für p-mTOR und war somit signifikant niedriger als in benignen 

Geweben und Metastasen. Ein solcher Vergleich war in der vorliegenden 

Untersuchung nicht möglich, da kein benignes Kontrollgewebe oder 

Primärtumorgewebe zur Verfügung stand. Es wurde daher innerhalb der 

metastatischen Gewebe eine Unterteilung anhand der Lokalisation vorgenommen. Die 

Studie von Rausch et al. schloss allerdings keine Tumorlokalisation des zentralen 

Nervensystems mit ein, was eine direkte Vergleichbarkeit erschwert (130). Aufgrund 

diverser methodischer Unterschiede können solche Vergleiche von semiquantitativen 

Immunstudien jedoch als problematisch angesehen werden. Durch die Verwendung 

des Tissue Microarrays in der vorliegenden Studie konnte eine gleichmäßigere und 

damit besser vergleichbare Färbung gewährleistet werden.  

Eine erhöhte Expression von mTOR und seinen Effektorproteinen in Metastasen des 

Nierenzellkarzinoms konnte in vorherigen Studien demonstriert werden. Lin et al. 

fanden in ihren immunhistochemischen und Western-Blotting-Untersuchungen eine 

signifikant höhere Expression von p-mTOR, p-p70S6K, und p-Akt in metastatischem 

Nierenzellkarzinomen im Vergleich zu nicht-neoplastischem Nierengewebe (131). Die 

Lokalisation der Metastasen wurde allerdings nicht näher spezifiziert und es ist daher 

unklar, ob hier auch Metastasen des zentralen Nervensystems miteingeschlossen 

wurden. Youssif et al. konnten ebenfalls in immunhistochemischen Analysen von 132 

Gewebeproben eine hohe Expression von p-mTOR, p-Akt, PI3K und p70S6K in 

Nierenzellkarzinommetastasen feststellen, und diese Expression war signifikant höher 

im Vergleich zu nicht-neoplastischen Kontrollgeweben (132). Von den 132 

untersuchten Metastasen waren 21 Hirnmetastasen, und eine differenzierte 

Betrachtung der Färbeintensität in den verschiedenen Metastasen zeigte, dass 

insbesondere PI3K, mTOR und pAkt in diesen Metastasen hoch (Färbescore = 2) 

exprimiert waren. Diese Ergebnisse konnten in den Studien von Hager et al. bestätigt 
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werden, in denen ebenfalls immunhistochemisch die Expression von p-Akt, p-mTOR, 

pS6 und PTEN in Gewebeproben von primären Nierenzellkarzinomen und Metastasen 

im Vergleich zu nicht-neoplastischem Geweben untersucht wurden und in den 

metastatischen Geweben eine signifikant erhöhte Expression dieser Proteine 

beobachtet werden konnte (133).  

Liontos et al. untersuchten immunhistochemisch die Expression von p-Akt, p-mTOR, 

p-4E-BP1, p-p70S6K und VEGF in Gewebeproben von Patienten mit einem 

metastatischen Nierenzellkarzinom, die mit dem Tyrosinkinaseinhibitor Sunitinib 

therapiert worden waren (134). Sie fanden eine Expression dieser Proteine in nahezu 

allen untersuchten Geweben, jedoch wurde nur die Anzahl der Metastasen pro Patient 

erfasst, die Lokalisation der Metastasen aber nicht genauer spezifiziert. 

Die Expression und Aktivierung von mTOR und seiner Effektorproteine in Metastasen 

des Nierenzellkarzinoms sind insbesondere relevant für die Responsivität dieser 

Tumoren auf eine pharmakologische Therapie. In diesem Zusammenhang sind auch 

die Ergebnisse des in der vorliegenden Arbeit durchgeführten Koloniebildungsassays 

relevant, da hier anhand der Behandlung von Nierenzellkarzinomzellen, die aus 

humanen Metastasen stammen, gezeigt werden konnte, dass ein mTOR-Inhibitor das 

Größenwachstum bzw. die Flächenausdehnung von Kolonien inhibieren konnte. 

Durch eine duale Hemmung beider mTOR-Komplexe, besonders aber durch die 

Hemmung von mTORC1, kam es zu einem verringerten Flächenwachstum der 

Zellkolonien, weil mTOR-Komplexe z.B. über die Proteinbiosynthese die Zellgröße 

steuern können. Es könnte also sein, dass die durch AZD8055 bewirkte Reduktion der 

Koloniegröße eine moderat reduzierte Zellgröße widerspiegelt. Es ist derzeit noch 

nicht genau bekannt, welche Expressionsmuster zu einem Ansprechen auf eine solche 

Therapie verhelfen und welche die Responsivität mindern. Beispielweise zeigen 

Patienten mit einer hohen Expression von VEGF ein besseres Ansprechen auf 

Sunitinib (135), während eine andere Studie das Verhältnis aus einer hohen p-mTOR-

Expression und einer niedrigen VEGF-Expression für ein solches Ansprechen fand 

(134). Li et al. analysierten in einer Pilotstudie den Zusammenhang zwischen der 

Expression von p-Akt, p-mTOR, p-4E-BP1, und p-S6RP und der Wirksamkeit des 

Rapalogs Everolimus in Patienten mit metastatischen Nierenzellkarzinomen. Sie 

fanden, dass bei Patienten mit Tumorgeweben, die immunhistochemisch positiv für p-

mTOR and p-S6RP waren, das Rapalog effektiver bezüglich des progressionsfreien 
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Überlebens und der klinischen Benefits war (136). Panuck et al. untersuchten die 

Proteine des mTOR-Signalwegs in Gewebe von Patienten mit einem 

Nierenzellkarzinom nach einer Nephrektomie und fanden, dass sich sowohl p-Akt als 

auch p-S6 als prognostische Marker für pathologische Parameter und das Überleben 

eignen, dass jedoch die untersuchten Nierenzellkarzinome in ihrer Responsivität auf 

eine Rapalogtherapie unterscheiden (121). 

Insgesamt lässt sich sagen, dass kaum signifikante Unterschiede in der Expression 

der untersuchten Proteine festgestellt werden konnten. Auch die wenigen 

Beobachtungen, die statistisch signifikant waren, erreichten die Signifikanz nur 

marginal (immer p<0,05). Eine mögliche Erklärung könnte die ausschließliche 

Untersuchung anhand der Immunhistochemie sein. Diese Methode bietet einerseits 

die Vorteile, dass sie vergleichsweise einfach eine retrospektive Analyse von 

archiviertem Tumorgewebe erlaubt und durch den Einsatz verschiedener Antikörper 

sowohl das Gesamtprotein als auch das phosphorylierte Protein von mTOR und 

seinen Effektorproteinen detektiert werden können (137). Jedoch ist diese Methode 

dadurch limitiert, dass sie nur einen Teil des Tumors betrachtet und die Evaluierung 

der immunhistochemischen Färbung und die Einteilung in die IR-Scores mit einer 

gewissen Subjektivität des Betrachters behaftet sind. Wenn möglich, sollten 

immunhistochemische Ergebnisse daher mit zusätzlichen Methoden bestätigt werden. 

Es stand für die vorliegende Studie leider nur von drei Patienten genug Probenmaterial 

zur Verfügung, um die Proteinexpression in Western Blots zu demonstrieren 

(Abbildung 16). Es konnte allerdings eine starke Expression von AMPKα, p70S6K, 

Akt und 4E-BP1 und ihrer phosphorylierten Formen in diesen drei kranialen 

Metastasen demonstriert werden, d. h., diese Methode könnte bei ausreichend 

vorhandenem Probenmaterial eine geeignetere Expressionsanalyse liefern als die 

Immunhistochemie. 

Die vorliegende Studie hat einige Limitierungen, die möglicherweise zu den bestenfalls 

marginal signifikanten Ergebnissen beigetragen haben könnten. Eine eindeutige 

Limitation ist das Fehlen einer nicht-neoplastischen Gewebekontrolle bzw. 

Primärtumorgewebe, welche leider für diese Untersuchungen nicht zur Verfügung 

standen. Es konnten somit nur innerhalb der Metastasen des zentralen 

Nervensystems Subgruppen gebildet werden, die Expression von mTOR und seinen 

Effektorproteinen konnte jedoch nicht mit anderen Metastasen oder gesundem 
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Gewebe verglichen werden, d. h., die Ergebnisse erlauben keine Aussage darüber, ob 

diese Proteine in den Metastasen des zentralen Nervensystems überexprimiert sind. 

Durch die Untersuchung sowohl des Gesamtproteins als auch des phosphorylierten 

Proteins konnte aber zumindest gezeigt werden, dass die Proteine alle auch in ihrer 

aktivierten Form in den Metastasen vorliegen. Eine weitere Limitation ist die 

vergleichsweise geringe Patientenzahl, die für die immunhistochemische 

Untersuchung zur Verfügung stand. Nach der Einteilung in Subgruppen verblieben 

dadurch in jeder Gruppe teilweise weniger als 10 Patienten, wodurch auch der Mangel 

einer statistischen Signifikanz in den meisten Fällen erklärt werden könnte. Zudem 

handelte es sich um eine retrospektive Analyse von archiviertem Patientenmaterial. 

Derartige rückblickende Studien sind per se mit einigen Limitationen behaftet. Zum 

einen besteht das Risiko eines gewissen Selektionsbias, da letztendlich eine gewisse 

Voreingenommenheit oder eine Fehlklassifizierung bei der Patientenauswahl nicht 

auszuschließen ist. Das Ableiten einer direkten Kausalität aus einer derartigen Studie 

ist nur begrenzt möglich, das Evidenzniveau ist im Vergleich zu einer prospektiven 

Studie als schwächer einzustufen. 

Zusammenfassend lässt sich aus den vorliegenden Ergebnissen folgende 

Schlussfolgerung ziehen: mTOR, p70S6K, 4E-BP1 und Akt sind in kranialen und 

spinalen Metastasen des Nierenzellkarzinoms exprimiert und liegen auch in ihrer 

regulierten, phosphorylierten Form vor. Die Expression aller Proteine ist 

vergleichsweise niedrig und unterscheidet sich insgesamt nicht signifikant zwischen 

kranialen und spinalen Metastasen, zwischen Patienten mit und ohne eine 

Nephrektomie, zwischen Männern und Frauen und zwischen älteren und jüngeren 

Patienten. Ebenso wird die Expression anscheinend nicht von der Proliferationsrate 

des Tumors beeinflusst. 

Zukünftige Studien sollten eine größere Patientenkohorte und Kontrollgruppen mit 

nicht-neoplastischem Nierengewebe und Primärtumoren miteinschließen, um die 

Stärke der Expression von mTOR und seinen Effektorproteinen in kranialen und 

spinalen Metastasen des Nierenzellkarzinoms ins Verhältnis zu setzen. 
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