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3. Zusammenfassung 

3. Zusammenfassung 

3.1 Deutsche Zusammenfassung 

Aufgrund der schlechten Prognose des klarzelligen Nierenzellkarzinoms insbesondere im 

fortgeschrittenen/metastasierten Stadium ist die Untersuchung molekularer Marker zur 

Verbesserung des Therapieerfolgs von großem Interesse. Die Rezeptor-Tyrosinkinase c-MET, 

welche an Proliferation, Angiogenese sowie Metastasierung beteiligt ist, wird als 

prognostischer Faktor in verschiedenen Tumorentitäten diskutiert. In dieser Arbeit soll ihre 

prognostische Wertigkeit sowie die Eignung als Therapietarget im klarzelligen 

Nierenzellkarzinom untersucht werden. Außerdem stellt die Kombination von Cabozantinib, 

welches neben anderen Targets c-MET adressiert, und einem Immuncheckpoint-Inhibitor eine 

aktuelle Erstlinien-Therapieoption im metastasierten Stadium dar. In anderen Tumorentitäten 

wurde bereits eine c-MET abhängige PD-L1 Regulation beobachtet, sodass eine mögliche 

Korrelation dieser beiden Marker sowie deren gemeinsame prognostische Relevanz im 

klarzelligen Nierenzellkarzinom analysiert werden soll. Für weitere Erkenntnisse wird der 

Fokus abschließend auf die Expression der bisher nur wenig untersuchten Aktivierungsform 

p(hosphoryliertes)-MET gelegt. 

Die c-MET-Expression wurde mittels Immunhistochemie an formalin-fixierten und in paraffin-

eingebetteten Proben (FFPE) von 70 Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom, welche 

zwischen 2010 und 2021 partiell oder radikal nephrektomiert wurden, analysiert. Das 

Expressionslevel wurde durch den semi-quantitativ ermittelten H-Score festgelegt. 

Anschließend wurde unter Verwendung von Mann-Whitney-U und Kruskal-Wallis Tests eine 

mögliche Korrelation mit klinisch-histopathologischen Parametern statistisch geprüft. Sowohl 

der Median als auch der durch die Receiver Operation Characteristics (ROC) Kurvenanalyse 

ermittelte optimale Trennwert des H-Scores definierten zwei Gruppen für die 

Überlebensanalyse: c-METstark oberhalb und c-METschwach unterhalb des Trennwertes. 

Anhand des Log-Rank-Tests von Kaplan-Meier-Kurven wurde die prognostische Wertigkeit 

analysiert. Die univariate und multivariable Cox-Regression prüften den Einfluss der 

untersuchten Variablen auf das Überleben. Der Zusammenhang zwischen c-MET und den aus 

einer anderen Doktorarbeit stammenden Daten zur PD-L1-Expression wurde mittels 

Korrelationsanalyse bestimmt.  

C-MET war sowohl membranös (c-MET-m) als auch zytoplasmatisch (c-MET-z) exprimiert, 

wobei Ersteres höhere Expressionslevel aufwies. Es konnte eine Assoziation von c-MET-m 

mit klinisch-histopathologischen Parametern beobachtet werden. Das Stadium pT3 wies eine 

signifikant höhere Expression als pT1 und pT2 auf (p=0,010 und p=0,043). Das Auftreten von 

Metastasen war signifikant mit erhöhter c-MET-m-Expression korreliert (p=0,005), wobei 
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Patienten mit synchroner und früh metachroner (≤24 Monate) Metastasierung gegenüber 

denjenigen ohne Metastasierung eine signifikant höhere Expression aufwiesen (p=0,007 und 

p=0,015). Nach Trennung durch die ROC-Analyse zeigten Patienten der Gruppe c-MET-mstark 

ein signifikant kürzeres Gesamt- (OS) und metastasenfreies Überleben (MFS) als die der 

Gruppe c-MET-mschwach (p=0,029 und p=0,001). In der multivariablen Analyse bestätigte sich 

dieser Marker als unabhängiger Risikofaktor für das metastasenfreie Überleben. Im 

Gegensatz dazu konnte der c-MET-z-Expression weder nach Trennung durch den Median 

noch durch den ROC-Trennwert eine prognostische Wertigkeit zugeschrieben werden. Wir 

fanden eine signifikante Korrelation zwischen c-MET-m- und PD-L1-Expression (Spearman-

Korrelation r=0,342; p=0,007). Die Kombination beider Marker ergab ein signifikant längeres 

Gesamt- und metastasenfreies Überleben bei Patienten mit c-MET-mschwach (gruppiert nach 

ROC) und PD-L1-Negativität, die Variablen c-MET-mstark/PD-L1+ und c-MET-mschwach/PD-L1+ 

waren in der multivariablen Analyse für das metastasenfreie Überleben mit einer signifikanten 

Risikosteigerung verbunden. Auch die kombinierte Betrachtung von c-MET-z (gruppiert nach 

ROC) und PD-L1 wies einen signifikanten Unterschied beim metastasenfreien Überleben auf, 

jedoch ohne Risikosteigerung in der Cox-Regression. Nach umfangreichen 

Etablierungsversuchen der p-MET-Immunhistochemie und Untersuchung möglicher 

Fehlerquellen ergab sich die Fixierung der FFPE-Präparate am ehesten als einschränkender 

Faktor. Eine spezifische Färbung gelang jedoch an kryokonservierten Gewebeschnitten. Da 

ein solches Präparat nicht von jedem Patienten des Kollektivs vorhanden und deren Qualität 

unzureichend war, konnte keine Analyse erfolgen. 

In dieser Arbeit wurde die membranöse c-MET-Expression als signifikanter negativer 

prognostischer Parameter im klarzelligen Nierenzellkarzinom identifiziert. Auch die 

Kombination mit PD-L1 ergab eine negative prognostische Wertigkeit. Unsere Daten 

bestätigen c-MET als ein geeignetes Therapieziel bei fortgeschrittener/metastasierter 

Erkrankung und unterstützen die kombinierte Adressierung beider Targets. Aufgrund der 

signifikanten Korrelation der beiden Marker müssen Signalweginteraktionen und daraus 

resultierend mögliche synergistische Effekte bei Ko-Inhibition von c-MET und PD-L1 weiter 

untersucht werden. Die verwendeten Antikörper gegen p-MET waren für unsere formalin-

fixierten Gewebe nicht geeignet. Weitere Untersuchungen sind nötig, um die bisher im 

klarzelligen Nierenzellkarzinom weitestgehend unbekannte Relevanz von p-MET zu 

ergründen. Die Erkenntnisse dieser Arbeit können dabei als Anhaltspunkt für Folgearbeiten 

dienen. 

 



 

15 
 

3. Zusammenfassung 

3.2 Englische Zusammenfassung/Abstract 

Prognostic value of c-MET in clear cell Renal Cell Carcinoma in correlation with PD-L1 

status  

Due to the poor prognosis of clear cell renal cell carcinoma (ccRCC) especially in advanced 

disease, the examination of molecular markers plays a crucial role to improve the therapy 

efficacy. The receptor tyrosine kinase c-MET, which is involved in proliferation, angiogenesis 

and metastasis is widely discussed as a prognostic factor in various tumor types. We aimed to 

investigate its prognostic value and suitability as a therapy target in clear cell renal cell 

carcinoma. Moreover, one of the current first-line therapy options in metastatic disease is a 

combination of the tyrosine kinase-inhibitor Cabozantinib, which among other targets 

addresses the receptor tyrosine kinase c-MET, and an immune checkpoint-inhibitor. 

Considering a possible c-MET-dependent PD-L1 regulation as observed in other tumor 

entities, we examined a possible correlation between those two markers and their prognostic 

relevance in clear cell renal cell carcinoma. Finally, this thesis focused on the expression of 

the active form p(hosphorylated)-MET, that has been little studied so far. 

The expression of c-MET was analyzed by immunohistochemistry of clear cell renal cell 

carcinoma formalin-fixed paraffin-embedded (FFPE) samples from 70 patients who underwent 

partial or radical nephrectomy between 2010 and 2021. The protein expression level was 

defined by the semi-quantitative H-score and further correlated with clinico-histopathological 

parameters using Mann-Whitney-U and Kruskal-Wallis tests. For survival analysis, Receiver 

Operation Characteristics (ROC) curve analysis as well as the calculated median defined an 

H-score threshold for two patient groups: c-METstrong above and c-METweak below the cut-off. 

The prognostic value was investigated by Kaplan-Meier curves with log-rank-tests. The 

influence of the tested variables on survival was determined by univariate and multivariate 

Cox-Regression analyses. In a correlation analysis c-MET expression was set in relationship 

with PD-L1 expression, whose data were provided by another doctoral thesis.  

c-MET was found both on membrane (c-MET-m) and in the cytoplasm (c-MET-ct) with higher 

expression on membrane. Overall, we observed that c-MET-m was associated with clinical-

histopathological features. The stage pT3 showed significant higher expression than pT1 and 

pT2 (p=0.010 und p=0.043). Moreover, high c-MET-m expression significantly correlated with 

metastatic clear cell renal cell carcinoma (p=0.005) in which patients with synchronous and 

early metachronous (≤24 months) disease had significant higher c-MET-m expression than 

those without metastasis (p=0.007 and p=0.015). Patients with c-MET-mstrong score grouped 

after ROC-analysis had significant shorter overall (OS) and metastasis free survival (MFS) 

than those with c-MET-mweak expression (p=0.029 and p=0.001). C-MET-m was confirmed as 
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an independent risk factor for metastasis free survival by multivariate analysis. In contrast, no 

prognostic value could be attributed to c-MET-ct expression in any test. We found a significant 

correlation between c-MET-m and PD-L1 expression (Spearman-correlation rho=0.342; 

p=0.007). The combination of both markers resulted in significantly longer overall and 

metastasis free survival in patients with c-MET-mweak (grouped after ROC) and PD-L1 

negativity. The status c-MET-mstrong/PD-L1+ and c-MET-mweak/PD-L1+ were associated with 

a significant increased risk for the metastasis free survival in multivariate analysis. The 

combined consideration of c-MET-ct and PD-L1 also showed a significant difference in 

metastasis free survival, but without an increased risk in cox-regression. After extensive 

attempts to establish p-MET-immunohistochemistry and investigation of possible sources of 

error, the fixation of the FFPE samples proved to be the most limiting factor. However, a 

specific staining was successful on cryoconserved sections. The limited access to cryo-

sections and their inadequate quality did not allow analysis in this cohort. 

In this study, membranous c-MET expression was identified as a significant negative 

prognostic parameter in clear cell renal cell carcinoma. The combination with PD-L1 also 

revealed a negative prognostic value. Overall, our data confirmed c-MET as an appropriate 

therapy target in advanced/metastatic disease and support the combined addressing of both 

targets. As we found a significant correlation between c-MET and PD-L1, a possible signaling 

loop and a likely synergistic effect in co-inhibition of c-MET and PD-L1 has to be further 

investigated. The failed immunohistochemical examination of the p-MET expression indicates 

that the available antibodies cannot detect the antigens in our formalin-fixed samples. Further 

exploration is necessary to assess the unknown relevance of p-MET in clear cell renal cell 

carcinoma. The findings of this thesis can serve as informative basis for further investigations. 
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4. Einleitung; eigene Fragestellung 

4.1 Das Nierenzellkarzinom 

4.1.1 Epidemiologie 

Bei ca. 95% aller bösartigen Neubildungen der Niere handelt es sich um Nierenzellkarzinome 

[166]. Hierbei gibt es einen deutlichen Unterschied in der Geschlechterverteilung, wobei 

Männer fast doppelt so häufig betroffen sind wie Frauen. Im Jahr 2022 wurden bei der 

weiblichen Bevölkerung knapp 4800, bei der männlichen knapp 9050 Neuerkrankungen in 

Deutschland verzeichnet [166]. Damit stellt das Nierenzellkarzinom die häufigste bösartige 

Neuerkrankung im Urogenitaltrakt beim weiblichen Geschlecht dar [78]. Bei Männern hingegen 

steht hier das Prostatakarzinom auf Platz 1, gefolgt vom Urothelkarzinom der Harnblase, am 

dritthäufigsten reiht sich die Niere ein [78]. Insgesamt befand sich das Nierenzellkarzinom im 

Jahr 2020 beim männlichen Geschlecht unter den 10 häufigsten Krebserkrankungen, beim 

weiblichen auf Platz 11 [78]. Die Inzidenz des Nierenzellkarzinoms weist einen Anstieg auf, 

was insbesondere in Regionen mit hohem Einkommen dem Anstieg abdomineller Bildgebung 

und der damit verbundenen zufälligen Entdeckung von Raumforderungen der Niere 

geschuldet sein könnte [23] [174]. Das mittlere Erkrankungsalter liegt mit 68 Jahren bei 

Männern knapp unter dem von Frauen mit 71 Jahren [166]. Die Prognose ist jedoch 

vergleichsweise günstig mit einem relativen 5-Jahres-Überleben von 77% (männlich) bzw. 

79% (weiblich) [166], wobei hier das Stadium bei Entdeckung der Erkrankung eine 

entscheidende Rolle spielt. Etwa 50% der Karzinome werden in frühen Stadien erkannt (UICC 

I/II) [166]. Laut dem Tumorregister München der Jahre 1998-2020 wiesen UICC I Tumore eine 

relative 5-Jahres-Überlebensrate von 98,5%, Tumore des Stadiums II von 89% und des 

Stadiums III von 73% auf, deutlich niedriger fiel dies bei fortgeschrittenen Tumoren im Stadium 

IV mit 18 % aus [144]. 

 

4.1.2 Ätiologie 

Es konnten in der Vergangenheit einige Risikofaktoren ermittelt werden, welche die 

Entstehung eines Nierenzellkarzinoms begünstigen. Zum einen zählt das Übergewicht zu den 

erwiesenen Risikofaktoren [3]. In einer großen prospektiven Studie konnte gezeigt werden, 

dass das Körpergewicht stark positiv mit dem Risiko für das Nierenzellkarzinom assoziiert ist 

[3]. Interessanterweise spielte der BMI in dieser Studie in höherem Alter eine entscheidendere 

Rolle als in jüngerem [3]. Darüber hinaus wurde eine positive Assoziation zwischen Taille-

Hüfte-Verhältnis und dem Nierenzellkarzinom bei Frauen beobachtet [3]. Als weiterer 

Risikofaktor konnte das Rauchen identifiziert werden [60]. Eine Metaanalyse von 24 Studien 
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beleuchtete diesen Aspekt genauer, wobei sich ein dosisabhängiger Anstieg des Risikos für 

ein NZK je nach Anzahl der Zigaretten pro Tag sowie eine erhebliche Risikoreduktion bei 

ehemaligen Rauchern, welche seit langer Zeit abstinent sind, zeigte [60]. Der Blutdruck stellt 

ebenfalls einen Risikofaktor dar [35]. Bezüglich des diastolischen Blutdrucks bei Männern war 

in einer schwedischen Studie das Risiko für ein Nierenzellkarzinom bei einem Wert ≥90 mmHg 

mehr als verdoppelt, verglichen mit einem Blutdruck unter 70 mmHg [35]. Beim systolischen 

Blutdruck erhöhte sich das Risiko um 60-70% bei einem Wert ≥150 mmHg, verglichen mit 

einem Blutdruck unter 120 mmHg [35]. Darüber hinaus wurde beobachtet, dass eine 

Blutdruckreduktion das Risiko für die Entstehung eines Nierenzellkarzinoms senken konnte 

[35]. Neben den modifizierbaren Risikofaktoren konnte die terminale Niereninsuffizienz als 

nicht-modifizierbarer Risikofaktor identifiziert werden [21]. In einer retrospektiven 

Kohortenstudie in den USA wurde die Inzidenz verschiedener Krebserkrankungen bei 

Hämodialyse-Patienten analysiert, wobei das Risiko für Nieren- (SIR 4.03) und Blasenkrebs 

(SIR 1.57) am stärksten erhöht war [21]. Als weiterer Risikofaktor gilt die erhöhte Exposition 

gegenüber Trichlorethylen, meist im beruflichen Kontext [69]. Dies hatte auch zur Folge, dass 

die berufliche Exposition gegenüber Trichlorethylen in die Liste der Berufskrankheiten 

aufgenommen wurde [20]. Als Letztes sind noch genetisch bedingte Erkrankungen zu nennen, 

welche etwa 3% der Nierenzellkarzinome ausmachen [96]. Frühes Erkrankungsalter, 

bilaterales und multifokales Auftreten, ein typisches histologisches Muster für das jeweilige 

Syndrom oder andere Manifestationen des entsprechenden Syndroms geben Hinweise auf 

eine hereditäre Form [102]. Am bekanntesten ist hier das von Hippel-Lindau-Syndrom. Bis zu 

70% der Betroffenen entwickeln bis zum Alter von 60 Jahren ein Nierenzellkarzinom, welches 

bei diesen Patienten auch die führende Todesursache darstellt [145]. Neben klarzelligen 

Nierenzellkarzinomen sind Hämangioblastome der Retina und des Cerebellums, 

Phäochromozytome, Inselzelltumoren des Pankreas sowie Tumoren des Saccus 

endolymphaticus typisch für das Syndrom [102]. Nieren-, Pankreas- und Nebenhodenzysten 

treten ebenfalls auf [102]. Ursächlich ist die Inaktivierung des VHL-Tumorsuppressorgens auf 

Chromosom 3p, wobei die meisten Fälle durch familiär vererbte Keimbahnmutation, nur 20% 

durch sporadische Neumutation bedingt sind [95] [145]. Nach dem „two-hit“ Modell von 

Knudson stellt die Keimbahnmutation bzw. somatische Mutation den „first hit“, eine weitere 

somatische Mutation im zweiten Allel den „second hit“ dar [74] [145]. Weitere Erkrankungen, 

die das Risiko für ein Nierenzellkarzinom erhöhen, sind das Birt-Hogg-Dubé-Syndrom [124], 

das mit hereditärer Leiomyomatose assoziierte Nierenzellkarzinom [28], sowie das hereditäre 

papilläre Nierenzellkarzinom [6]. 
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4.1.3 Klassifikation 

Neben der histopathologischen Einteilung der Nierentumore gewinnt die molekulargenetische 

Klassifikation immer mehr an Bedeutung, weshalb sie auch in der WHO-Klassifikation von 

2022 berücksichtigt wurde [105]. Nierenzellkarzinome machen hierbei den größten Anteil aller 

Nierentumore aus, wobei das klarzellige Nierenzellkarzinom den häufigsten Vertreter mit 70-

90% darstellt, gefolgt vom papillären Nierenzellkarzinom mit 10-15% [153]. Beide Subtypen 

entwickeln sich aus dem proximalen Tubulus [8]. An dritter Stelle steht das chromophobe 

Nierenzellkarzinom (3-5%), welches wiederum aus Zellen des distalen Nephrons entstammt 

[153] [168]. Die weiteren Tumorentitäten, welche aus der Tabelle 1 entnommen werden 

können, sind selten.  

Nierenzelltumore 

Klarzellige Nierentumore 

Klarzelliges Nierenzellkarzinom 

Multilokulärer zystischer Nierenzelltumor mit niedrig malignem Potential 

Papilläre Nierentumore 

Papilläres Adenom 

Papilläres Nierenzellkarzinom 

Onkozytäre und chromophobe Nierentumore 

Onkozytom 

Chromophobes Nierenzellkarzinom 

Andere onkozytäre Nierentumore 

Sammelgang-Tumore 

Sammelgang-Karzinom 

Andere Nierentumore 

Klarzelliger papillärer Nierenzelltumor 

Muzinöses tubulär und spindelzelliges Nierenzellkarzinom 

Tubulozystisches Nierenzellkarzinom 

Nierenzellkarzinom assoziiert mit erworbener zystischer Nierenerkrankung 

Eosinophiles solides und zystisches Nierenzellkarzinom 

Nierenzellkarzinom, nicht weiter spezifiziert 

Molekular definierte Nierenzellkarzinome 

TFE3-rearrangierte Nierenzellkarzinome 

TFEB-veränderte Nierenzellkarzinome 

ELOC (ehemals TCEB1) -mutiertes Nierenzellkarzinom 

Fumarathydratase-defizientes Nierenzellkarzinom 
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Hereditäre Leiomyomatose-assoziiertes Nierenzellkarzinom 

Succinatdehydrogenase-defizientes Nierenzellkarzinom 

ALK-rearrangierte Nierenzellkarzinome  

Medulläres Karzinom, nicht weiter spezifiziert 

SMARCB1-defizientes medullär anmutendes Nierenzellkarzinom 

SMARCB1-defizientes undifferenziertes Nierenzellkarzinom, nicht weiter spezifiziert 

SMARCB1-defiziente entdifferenzierte Nierenzellkarzinome anderer spezifischer Subtypen 

Tabelle 1: WHO Klassifikation der Nierentumore 2022; entnommen aus und modifiziert nach [105], übersetzt 
ins Deutsche 

 

4.1.4 Das klarzellige Nierenzellkarzinom 

Die häufigste Entität des Nierenzellkarzinoms stellt der klarzellige Typ dar, welcher von Zellen 

des proximalen Tubulus ausgeht [8]. In ca. 90% der sporadischen klarzelligen 

Nierenzellkarzinome tritt ein Verlust des Chromosoms 3p auf [57]. Dies hat einen 

gleichzeitigen One-Copy-Verlust von vier Tumorsupressorgenen zur Folge, welche aber auch 

einzeln in hoher Frequenz bei dieser Tumorentität mutiert sind (VHL, PBRM1, BAP1, SETD2) 

[57]. Die zuletzt genannten drei Gene kodieren für chromatin- und histonregulierende Proteine 

[56]. Eine weitere bekannte Mutation betrifft das ebenfalls an der Chromatinmodifikation 

beteiligte KDM5C, welches auf Chromosom Xp.11 lokalisiert ist [56]. Bis zu 92% der 

klarzelligen NZK weisen eine Inaktivierung des VHL-Gens auf [167]. VHL ist ein 

Tumorsupressor, welcher wichtig für die Entstehung eines Ubiquitin-Ligase-Komplexes ist, der 

wiederum HIF1α abbaut [167]. Durch die VHL-Inaktivierung wird diese Ubiquitinierung gestört, 

sodass HIF1α akkumuliert und in den Zellkern gelangt, wo es dann über die Transkription von 

HIF-Zielgenen wichtig für das Überleben der Tumorzelle ist und unter anderem die 

Angiogenese und Erythropoese durch VEGF und EPO fördert [167]. Makroskopisch geben 

klarzellige NZK ein heterogenes Bild ab, bestehend aus Nekrosen, Blutungen aufgrund starker 

Vaskularisierung, zystischen und gelborangen Gewebeanteilen [8] [153] (Abb.1). 

Mikroskopisch charakteristisch für diese Tumorentität sind Ballen aus hellen bis glasklaren 

Zellen [153]. Dieses klarzellige Aussehen entsteht durch das Herauslösen der Lipide und des 

Glykogens bei der histopathologischen Aufarbeitung [8] (Abb.1). Typischerweise sind die 

Zellen von einer gut sichtbaren Zellmembran umgeben und zeigen eine alveoläre, azinäre, 

zystische und solide Architektur [8].  
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Abbildung 1: Makroskopische und Mikroskopische Darstellung des klarzelligen Nierenzellkarzinoms (NZK). 
Links: heterogene Makroskopie des klarzelligen NZK mit klarer Abgrenzung zum umliegenden Nierengewebe 
(entnommen aus [98]). Rechts: typischer klarzelliger Charakter der Tumorzellen im histologischen Präparat 
(entnommen aus [114]).  

 

4.1.5 Symptome und Diagnostik 

Heutzutage wird die Mehrheit der NZK, meist in Folge von abdomineller Bildgebung, die 

ursprünglich wegen einer anderen Fragestellung durchgeführt wurde, zufällig entdeckt [11]. In 

einer britischen Kohortenstudie belief sich dieser Anteil auf 60% [146]. Durch den weit 

verbreiteten Einsatz von CT, MRT und Ultraschall kann die steigende Inzidenz des NZK erklärt 

werden [113]. Nur bei etwa 30% der Patienten wird das NZK aufgrund der Symptome 

diagnostiziert [11]. Die klassische Trias aus Hämaturie, Flankenschmerzen und abdominaler 

Raumforderung tritt nur noch in 4-17% der Fälle auf [11]. Zufällig entdeckte Tumore weisen 

ein signifikant niedrigeres Stadium und auch Grading im Vergleich zu symptomatischen 

Tumoren auf [141]. Das Überleben ist bei diesen weniger aggressiven Befunden signifikant 

höher [141]. In einer Kohortenstudie wurden 87% der Patienten mit T1a Stadium und 36% mit 

T3 oder T4 Stadium zufällig diagnostiziert [146]. 10-40% der Patienten entwickeln ein 

paraneoplastisches Syndrom wie beispielsweise die Polycythämie oder das Stauffer-Syndrom 

[123]. Weitere Symptome wie Knochenschmerzen, persistierender Husten oder auch Fieber, 

Nachtschweiß und ungewollter Gewichtsverlust weisen auf eine Metastasierung hin [11] [43]. 

Die körperliche Untersuchung spielt bei der Diagnostik eine untergeordnete Rolle, dennoch ist 

auf Zeichen wie einen palpablen Tumor, zervikale Lymphknotenschwellung, sekundäre 

Varikozele oder untere Einflussstauung zu achten, welche allesamt mittels einer Bildgebung 

abgeklärt werden sollten [43]. Beim Labor sind insbesondere das Blutbild, Leberwerte, 

Nierenwerte, LDH, Calcium und alkalische Phosphatase relevant, um unter anderem auch 
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paraneoplastische Syndrome zu erkennen [11]. Darüber hinaus sollte eine Urinanalyse 

erfolgen [11]. Bei Patienten mit Einzelniere oder erhöhtem Kreatinin bzw. erniedrigter GFR 

wird eine seitengetrennte Szintigrafie zur Ermittlung der Nierenfunktion empfohlen [43]. In der 

Ultraschalluntersuchung, welche weit verbreitet zum Einsatz kommt, weist eine 

konturüberschreitende Raumforderung variabler Echogenität mit häufig echoarmem 

Randsaum auf einen Nierentumor hin [62] (Abb.2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 2: Sonographischer Befund eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms. Echoreiches 
Nierenzellkarzinom mit peritumoral echoärmerem Saum und Konturüberschreitung [62]; der Pfeil markiert das 
Karzinom, entnommen aus und modifiziert nach [62]  

Zum Staging und zur Resektionsplanung soll laut den aktuellen S3-Leitlinien präoperativ eine 

Computertomographie nativ sowie mit früharterieller und venöser Phase von Leberkuppe bis 

Symphyse bzw. Niere bis Beckeneingang erfolgen [85]. Hierbei werden Ausbreitung des 

Primärtumors, Morphologie der betroffenen und kontralateralen Niere sowie der Nebenniere, 

Vergrößerung von Lymphknoten, sowie die venöse Beteiligung beurteilt [85]. Bei Verdacht auf 

eine Venen- oder Cavabeteiligung ist die Durchführung einer Magnetresonanztomographie 

empfohlen [85]. In einer prospektiven Studie zeigten sich keine Unterschiede in der 

Genauigkeit des Stagings zwischen CT und MRT [53]. Bei Tumoren > 3 cm wird laut aktuellen 

S3-Leitlinien ein Thorax-CT zum Ausschluss von pulmonalen Metastasen empfohlen, 

außerdem sollte bei klinischem Verdacht auf ossäre Metastasen ein Low Dose Ganzkörper-

CT oder -MRT, bei Verdacht auf cerebrale Metastasen ein kontrastmittelgestütztes Schädel-

MRT erfolgen [85]. Im Gegensatz zu soliden Raumforderungen werden zystische nach der 

Bosniak Klassifikation beurteilt. Laut der Version von 2019 ist eine zystische Läsion definiert, 
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wenn weniger als 25% ihrer Masse ein Enhancement zeigt [128]. Anhand einer CT- oder MRT-

Bildgebung erfolgt die Einteilung in fünf Kategorien, welche Aussagen über das 

Malignitätsrisiko liefern [43]. Kriterien wie z.B. Morphologie und Dicke von Septen, sowie 

Kalzifikationen werden hierbei berücksichtigt [43]. Die Biopsie einer Raumforderung der Niere 

sollte vor ablativer Therapie erfolgen, wenn die Therapiewahl von dem Ergebnis abhängt, zur 

histopathologischen Sicherung vor systemischer Therapie oder auch bei metastasierter 

Erkrankung vor zytoreduktiver Nephrektomie [85]. Zystische Raumforderungen sollten 

hingegen nicht biopsiert werden [85].  

 

4.1.6 Stadieneinteilung und Grading 

Zur Stadieneinteilung des Nierenzellkarzinoms wird die TNM-Klassifikation der UICC 

herangezogen, bei welcher Größe, Tumorausdehnung, Lymphknotenbefall und 

Fernmetastasierung berücksichtigt werden [46]. Während die Stadien T1 und T2 anhand der 

Tumorgröße definiert sind, steht die Infiltration von umgebenden Strukturen bei den beiden 

höchsten T-Stadien im Vordergrund. Die TNM-Klassifikation stellt den wichtigsten 

prognostischen Faktor im NZK dar und wird zur Therapieentscheidung herangezogen [153]. 

TX Primärtumor kann nicht beurteilt werden 

T0 Kein Nachweis eines Primärtumors 

T1 Tumor ≤ 7 cm in größter Ausdehnung, auf Niere begrenzt 

T1a Tumor ≤ 4 cm 

T1b Tumor > 4cm, aber ≤ 7 cm 

T2 Tumor > 7 cm in größter Ausdehnung, auf Niere begrenzt 

T2a Tumor > 7 cm, aber ≤ 10 cm 

T2b Tumor > 10 cm, auf Niere begrenzt 

T3  Infiltration großer Venen oder des perirenalen 

Bindegewebes, ipsilaterale Nebenniere nicht infiltriert, 

Gerota-Faszie nicht durchbrochen 

T3a Tumor infiltriert Vena renalis oder ihre Segmentäste oder 

das Nierenbeckenkelchsystem oder perirenales 

Bindegewebe, Gerota-Faszie nicht durchbrochen 

T3b Infiltration der Vena cava unterhalb des Zwerchfells 

T3c Infiltration der Vena cava oberhalb des Zwerchfells oder 

der Vena cava Gefäßwand 

T4 Tumor durchbricht Gerota-Faszie oder Befall der 

ipsilateralen Nebenniere 
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NX Regionale Lymphknoten können nicht beurteilt werden 

N0 Keine regionalen Lymphknotenmetastasen 

N1 Metastasen in regionalen Lymphknoten 

M0 Keine Fernmetastasen 

M1 Fernmetastasen 

Tabelle 2: 2017 TNM-Klassifikation der Nierentumore; entnommen aus und modifiziert nach [46], ins Deutsche 
übersetzt 

Stadium    

Stadium I T1  N0 M0 

Stadium II T2  N0 M0 

Stadium III T3    N0 M0 

 T1, T2, T3 N1 M0 

Stadium IV T4    

jedes T    

jedes N 

jedes N 

M0 

M1 

Tabelle 3: Stadieneinteilung von Nierentumoren; entnommen aus [46], ins Deutsche übersetzt 

Da der histologische Differenzierungsgrad einen weiteren Prognoseparameter im NZK 

darstellt [153], wird sowohl beim klarzelligen als auch papillären Nierenzellkarzinom der 

Tumorgrad nach WHO ISUP-Grading klassifiziert und zusätzlich der prozentuale Anteil an 

Tumornekrosen angegeben [85]. Das früher verwendete Fuhrmann-Grading wurde damit 

verlassen [104]. Beim chromophoben Nierenzellkarzinom sollte kein Grading erfolgen [85]. 

Das WHO ISUP-Grading beurteilt die Sichtbarkeit und Basophilität/Eosinophilität der 

Nukleolen, wobei das System von Grad 1 bis Grad 4 reicht [106]. Grad 4 zeichnet sich durch 

ausgeprägte Zellpolymorphien oder eine rhabdoide und/oder sarkomatoide Differenzierung 

aus [106]. 

 

4.1.7 Prognosefaktoren und Scores 

Beim Nierenzellkarzinom werden anatomische, histologische, klinische und molekulare 

Prognosefaktoren unterschieden [45]. Tumorgröße und -ausbreitung sowie Metastasierung 

sind in der TNM-Klassifikation eingeschlossen, welche den anatomischen Prognosefaktor 

darstellt [45]. Zu den histologischen Prognosefaktoren zählen das Tumorgrading, der NZK-

Subtyp, Nekrosen, eine lymphovaskuläre oder das Sammelsystem betreffende Invasion sowie 

die prozentuale sarkomatoide Komponente [4] [45]. Der Performance Status, die Symptomatik 

und noch einige Laborparameter wie beispielsweise das kleine Blutbild oder Albumin werden 

den klinischen Faktoren zugeordnet [45]. Zu den molekularen Prognosefaktoren werden die 
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Carboanhydrase IX, VEGF, Ki67, p53, PD-L1 und noch viele weitere Marker gezählt [45]. 

Deren routinemäßige klinische Untersuchung ist aber bisher nicht empfohlen [73] [45]. 

Häufig werden mehrere Prognosefaktoren in einem Modell oder Score kombiniert, um die 

Aussagekraft und Einschätzung der Prognose zu steigern [148]. Man unterscheidet hierbei 

präoperative von postoperativen Modellen, wobei Letztere aufgrund der präzisen 

pathologischen Informationen überlegen sind [85]. Die zwei postoperativ am häufigsten 

verwendeten Prognosemodelle bei lokalisiertem Stadium sind das UCLA Integrated Staging 

System (UISS) und der Mayo Clinic’s SSIGN Score [148]. Im Gegensatz dazu kommen bei 

metastasiertem Stadium vor systemischer Therapie Risikoscores des Memorial Sloan-

Kettering Cancer Centre (MSKCC) und des International Metastatic Renal Cancer Database 

Consortium (IMDC) zum Einsatz [85] (siehe 4.1.9 Therapie des metastasierten NZK). 

 

4.1.8 Therapie des nicht-metastasierten Nierenzellkarzinoms 

Bei lokalisierten Tumoren ist der Goldstandard gemäß der aktuellen S3-Leitlinie die kurative 

chirurgische Resektion [85]. Handelt es sich um lokal begrenzte T1-Tumoren, so ist die 

Operation der Wahl die Nierenteilresektion [85]. Ob ein offenes, laparoskopisches oder 

robotisches Verfahren angewandt wird, richtet sich nach der Erfahrung des Operateurs [85]. 

Robotisch-assistierte Operationen wiesen in einer Metaanalyse signifikant niedrigere 

perioperative Komplikationen, geringere Blutverluste und kürzere Krankenhausaufenthalte, 

jedoch auch längere Operationszeiten verglichen mit der offenen Technik auf [158]. Ähnlich 

bei beiden Verfahren zeigten sich Ischämiezeit, Transfusionen, GFR-Änderung, frühes Krebs-

Outcome und Gesamtkosten [158]. Weitere Indikationen für eine Nierenteilresektion sind eine 

anatomische/funktionelle Einzelniere, bilaterale Tumore, prädisponierende Syndrome wie das 

von-Hippel-Lindau-Syndrom, sowie chronische Nierenerkrankungen oder Erkrankungen, die 

die Niere potenziell schädigen (z.B. Diabetes mellitus) [77]. Lokale Tumoren >T1 sollten, wenn 

technisch machbar, ebenfalls nierenerhaltend operiert werden [85]. Ist dies nicht möglich, so 

ist eine Nephrektomie durchzuführen, vorzugsweise minimal-invasiv [85]. Zwischen 

laparoskopischer und offener radikaler Nephrektomie konnte während eines 5-jährigen Follow-

Ups kein signifikanter Unterschied im Langzeitüberleben verzeichnet werden [135]. Bei 

unauffälliger Bildgebung oder intraoperativen Befund sollte keine systematische 

Lymphadenektomie sowie ipsilaterale Adrenalektomie durchgeführt werden [85]. Die 

systematische Lymphadenektomie bei Nephrektomie zeigte bisher keinen Vorteil im Gesamt- 

und progressionsfreien Überleben gegenüber der alleinigen Nephrektomie [15]. Liegen jedoch 

vergrößerte Lymphknoten vor, dann kann eine Lymphadenektomie im Sinne des Stagings und 

zur Kontrolle durchgeführt werden [85]. Ablative Verfahren wie die Kryo- oder 

Radiofrequenzablation können bei Patienten mit kleinen Tumoren und zusätzlich hoher 
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Komorbidität und auch geringer Lebenserwartung in Erwägung gezogen werden [85]. Dabei 

wird das Gewebe je nach Methode lokal durch Hitze oder Kälte zerstört [85]. Hiervor sollte 

eine Biopsie durchgeführt werden [85]. Eine Metaanalyse zeigte ähnliche Effektivität und 

Komplikationsraten bei beiden ablativen Verfahren [47]. Eine weitere Möglichkeit für diese 

Patientengruppe stellt die Active Surveillance dar [85], bei welcher erst therapeutisch 

eingegriffen wird, wenn eine Größenprogredienz des Tumors bei der regelmäßigen 

Bildgebung auffällt [149].  Hierbei muss daher das Risiko eines möglichen Fortschreitens der 

Erkrankung berücksichtigt werden [130]. Vor der aktiven Überwachung sollte ebenfalls eine 

Biopsie durchgeführt werden [85]. Laut aktueller S3-Leitlinie sollte außerhalb von Studien im 

nicht-metastasierten Stadium keine neoadjuvante Therapie erfolgen [85]. Auch eine adjuvante 

Therapie in Form einer postoperativen Bestrahlung oder zielgerichteten Therapie mit VEGF-

TKIs wird nicht empfohlen [85]. Lediglich bei intermediär und Hochrisikopatienten kann eine 

adjuvante Therapie mit Pembrolizumab durchgeführt werden [85]. In der entsprechenden 

KEYNOTE-564 Studie war eine signifikante Verbesserung des krankheitsfreien Überlebens 

gegenüber Placebo zu beobachten [33]. 

 

4.1.9 Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms 

Obwohl Nierentumore immer früher erkannt werden und somit laut RKI im Zeitraum 2019/2020 

etwa 60% der Nierenzellkarzinome im UICC I Stadium diagnostiziert wurden, wiesen dennoch 

17% der Patienten bei Erstdiagnose ein UICC IV Stadium auf [79]. Bei 15% der Patienten 

liegen bereits zum Zeitpunkt der Erstdiagnose Metastasen vor, welche man dann als 

synchrone Metastasen bezeichnet [41]. Im Gegensatz dazu entwickeln 20% der Patienten 

ohne Metastasierung bei initialer Nephrektomie während des Follow-ups Metastasen, 

sogenannte metachrone Metastasen [41]. Die häufigste Lokalisation von Fernmetastasen ist 

die Lunge mit etwa 45%, gefolgt von Knochen (ca. 30%), Lymphknoten (ca. 22%) und der 

Leber (ca. 20%) [14]. Nur wenn sowohl der Primarius als auch die Metastasen vollständig 

reseziert werden können, ist ein kurativer Ansatz bei Solitär- oder Oligometastasen möglich 

[44]. Ist dies nicht der Fall, kann bei synchroner Metastasierung mit gutem Performance Status 

(ECOG 0-1) eine palliative zytoreduktive Nephrektomie erwogen werden, eine systemische 

Therapie ist außerdem von Nöten [85]. Eine randomisierte Studie zeigte ein längeres 

Überleben bei Patienten mit Nephrektomie und anschließender Interferontherapie, verglichen 

mit alleiniger Interferontherapie [48]. Im Falle einer metachronen Metastasierung sollte bei 

solitären Befunden eine lokale Therapie erfolgen [85]. Hierbei sind insbesondere die 

chirurgische Resektion oder Radiotherapie in Erwägung zu ziehen [85]. Bei symptomatischen 

Hirnmetastasen kann eine Radiotherapie erfolgen, resektable pulmonale Metastasen sollten 

operativ entfernt werden [85]. Zusätzlich ist eine systematische Lymphadenektomie zu 
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empfehlen, da eine mediastinale oder hiläre Metastasierung signifikant mit einem kürzeren 

Überleben assoziiert ist [85]  [155]. 

Die beim fortgeschrittenen/metastasierten NZK erforderliche Systemtherapie unterscheidet 

sich von vielen anderen Tumorentitäten. Die klassische Chemotherapie spielt keine Rolle, da 

gerade das klarzellige NZK hohe Resistenzen gegenüber den gebräuchlichen 

Chemotherapeutika aufweist [85]. Dies liegt vor allem an der hohen MRD1-Expression in 

diesen Tumoren [54] [85]. Es handelt sich hierbei um Effluxpumpen, welche die Substanzen 

aktiv aus den Zellen herausbefördern [150]. Auch die Zytokintherapie mit Interleukin-2 oder 

IFN verliert aufgrund ihrer zahlreichen Nebenwirkungen [121] und mäßigem Nutzen [97] an 

Bedeutung und sollte nicht mehr alleine angewandt werden [85]. Laut den aktuellen S3-

Leitlinien kommen in der Therapie des metastasierten klarzelligen Nierenzellkarzinoms 

folgende Substanzen zum Einsatz: Checkpoint- (Nivolumab, Pembrolizumab, Avelumab, 

Ipilimumab), Tyrosinkinase- (Cabozantinib, Axitinib, Lenvatinib, Pazopanib, Sunitinib, 

Tivozanib) und mTOR-Inhibitoren (Temsirolimus, Everolimus) sowie VEGF-Antikörper 

(Bevacizumab) [85]. Als Erstlinientherapie gilt eine Kombinationstherapie aus Checkpoint-

Inhibitor und Tyrosinkinaseinhibitor [85]. In den S3-Leitlinien sind Nivolumab + Cabozantinib 

(CheckMate-9ER-Studie [34]), Pembrolizumab + Axitinib (KEYNOTE-426-Studie [122]) und 

Pembrolizumab + Lenvatinib (CLEAR-Studie [108]) aufgeführt [85]. Generell sollte das IMDC-

Risiko in die Auswahl der Erstlinientherapie miteinbezogen werden [85] (Tab.6). Mit diesem 

Score wird die Prognose beim metastasierten NZK beurteilt und anhand dieser dann die 

Therapiewahl getroffen. Es werden dabei 6 Faktoren berücksichtigt (Tab.4 und 5).  

IMDC-Kriterien 

Performance Status < 80% 

Intervall von Diagnose bis zur Systemtherapie < 1 Jahr 

Hämoglobin unterhalb des Normwertes 

Hyperkalziämie 

Neutrophile oberhalb des Normwertes 

Thrombozyten oberhalb des Normwertes 

Tabelle 4: IMDC-Kriterien; entnommen aus [85] 

 

 

 

 

 



 

28 
 

4. Einleitung; eigene Fragstellung 

Prognose nach IMDC-Kriterien Medianes Gesamtüberleben 

Gutes Risikoprofil (0 Risikofaktoren) 43,2 Monate 

Intermediäres Risikoprofil (1-2 

Risikofaktoren) 

22,5 Monate 

Ungünstiges Risikoprofil (≥3 Risikofaktoren) 7,8 Monate 

Tabelle 5: Prognose nach IMDC; entnommen aus [85]  

Gemäß des Risikoprofils werden unterschiedliche Therapien empfohlen. Bei fehlendem 

Ansprechen oder sonstigen Komplikationen kann entsprechend der S3-Leitlinie auf 

Alternativen ausgewichen werden. In Tabelle 6 und 7 sind die unterschiedlichen 

Empfehlungen für die einzelnen Gruppen aufgeführt. 

 

Therapielinie Risikoprofil Standardempfehlung = starke 

Empfehlung 

Option 

Erstlinie niedrig Cabozantinib + Nivolumab 

Pembrolizumab + Axitinib 

Pembrolizumab + Lenvatinib 

Avelumab + Axitinib (keine 

hinreichenden Überlebensdaten) 

Pazopanib 

Sunitinib 

Tivozanib 

Erstlinie intermediär Cabozantinib + Nivolumab 

Ipilimumab + Nivolumab 

Pembrolizumab + Axitinib 

Pembrolizumab + Lenvatinib 

Avelumab + Axitinib (keine 

hinreichenden Überlebensdaten)  

Cabozantinib 

Sunitinib 

Pazopanib 

Tivozanib 

 

Erstlinie ungünstig Cabozantinib + Nivolumab 

Ipilimumab + Nivolumab 

Pembrolizumab + Axitinib 

Pembrolizumab + Lenvatinib 

Avelumab + Axitinib (keine 

hinreichenden Überlebensdaten)  

Cabozantinib 

Sunitinib 

 

Tabelle 6: Systemtherapieoptionen gemäß Risikoprofil in der Erstlinientherapie; entnommen aus und 
modifiziert nach [85]  

 

 



 

29 
 

4. Einleitung; eigene Fragstellung 

Therapielinie Vortherapie Standardempfehlung = 

starke Empfehlung 

Option 

Zweitlinie VEGF/R-

Inhibitor 

Cabozantinib 

Nivolumab 

 

Lenvatinib + Everolimus 

Alternativ andere TKI 

Zweitlinie CPI  TKI-basierte Therapie 

 

Zweitlinie Kombination 

CPI/TKI 

  TKI-basierte Therapie 

Zweitlinie Temsirolimus  TKI 

Nivolumab 

Tabelle 7: Systemtherapieoptionen gemäß Vortherapie in der Zweitlinientherapie; entnommen aus und 
modifiziert nach [85]  

 

4.2 Die Rezeptortyrosinkinase c-MET 

4.2.1 Aufbau und Funktion 

C-MET (mesenchymal-epithelial transition factor) ist eine Rezeptortyrosinkinase, welche auf 

der Oberfläche verschiedener Epithelzellen exprimiert wird [169]. Sie wird vom auf dem 

Chromosom 7q21-q31 befindlichen Proto-Onkogen MET kodiert [169]. C-MET ist ein 

Heterodimer, bestehend aus einer hoch glykosylierten 45 kDa extrazellulären α-Einheit und 

einer 145 kDa transmembranen β-Einheit, welche über eine Disulfidbrücke verbunden sind 

[83]. Als Transmembranprotein weist es eine membrandurchspannende Kette auf, welche 

wiederum aus mehreren Komponenten besteht: eine SEMA-Domäne (sema homology region) 

als Bindungsort des Liganden, eine PSI-Domäne (plexin-semaphorin-integrin) zur 

Stabilisierung dieser Interaktion, vier IPT-Domänen (immunoglobulin-like regions in plexins 

and transcription factors), eine Transmembran-Domäne, eine juxtamembranöse Domäne mit 

wichtiger Rolle bei der negativen Regulation von c-MET, eine Tyrosinkinase-(TK)-Domäne, 

sowie ein C(arboxyl)-Terminus [169]. Der ligandenabhängige Weg stellt den wichtigsten 

Aktivierungsmechanismus der RTK dar, wobei bereits auch ligandenunabhängige 

Mechanismen durch Genmutation oder Überexpression mit oder ohne Genamplifikation 

beschrieben wurden [109]. Der Ligand von c-MET ist HGF (hepatocyte growth factor), ein 

Heterodimer aus α- und β-Kette, welche über eine Disulfidbrücke miteinander verbunden sind 

[103]. Gebildet wird er von mesenchymalen Zellen, Fibroblasten sowie glatten Muskelzellen 

und agiert auf dem parakrinen Weg [169]. Bindet HGF an die SEMA-Domäne, so kommt es 

zur Dimerisierung des Rezeptors und Autophosphorylierung von Tyr-1230, Tyr-1234 und Tyr-
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1235 in der intrazellulären Tyrosinkinase-Domäne [83] [169]. Dies hat wiederum eine 

Autophosphorylierung von Tyr-1349 und Tyr-1356 am C-Terminus zur Folge, was 

verschiedenste intrazelluläre Effektormoleküle wie GRB2, SRC, PI3K und GAB1 rekrutiert 

[169], wodurch Downstream-Signalwege wie Ras/Raf/MAPK, PI3K/Akt/mTOR und STAT3/5 

aktiviert werden [83] (Abb.3). In diesem Zustand bezeichnet man den Rezeptor dann als p-

MET (phosphoryliertes MET), was die aktive Form darstellt. Somit ist die Umwandlung von c-

MET zu p-MET durch Phosphorylierung notwendig, um weitere Mechanismen in Gang zu 

setzen und somit die eigentliche Funktion des Rezeptors zu erwirken. Der HGF/c-MET 

Signalweg spielt in zellulären Vorgängen wie der Proliferation, Migration, Überleben, 

Morphogenese und epithelialer-mesenchymaler Transition (EMT) eine wichtige Rolle [151]. 

Darüber hinaus ist die HGF/c-MET Achse essentiell für die Regeneration der Leber, die 

Embryogenese der Organe und auch die Wundheilung [17] [147]. Die abnorme Aktivierung 

von c-MET kann die Entwicklung und Progression vieler Krebsarten begünstigen [147]. 

Mutationen im MET-Gen, Überexpression, Amplifikation und Rearrangement wurden bisher 

als mögliche Auslöser für solch eine Aktivierung beschrieben [120]. Beispielsweise wurden in 

einigen NSCLCs MET-Exon-14 Alterationen und MET-Gen Amplifikationen als führende 

Mechanismen für die Krebsentstehung identifiziert [42]. Darüber hinaus können diese 

abnormen Aktivitäten als kritischer Faktor für die Resistenz gegen Rezeptortyrosinkinase-

Inhibitoren gesehen werden [169]. Inzwischen ist bekannt, dass c-MET mit anderen 

Rezeptortyrosinkinasen wie EGFR in enger Verbindung steht. In Experimenten zum NSCLC 

wurde bei MET-TKI-Therapie eine Hochregulierung von EGFR beobachtet, wodurch die 

Resistenz gegenüber der Therapie erklärt wurde [101]. Des Weiteren konnte in 

unterschiedlichen Tumorentitäten ein Zusammenhang zwischen c-MET und dem an der 

Immunantwort beteiligten PD-L1 beobachtet werden. So führte die c-MET-Inhibition zu einer 

hochregulierten PD-L1 Expression im Adenokarzinom der Lunge [134], beim mit Sunitinib als 

Erstlinientherapie behandelten metastasierten klarzelligen Nierenzellkarzinom war eine 

Korrelation zwischen c-MET und PD-L1 erkennbar [67]. Darüber hinaus rückt c-MET im 

Hinblick auf die prognostische und prädiktive Wertigkeit immer mehr in den Vordergrund. In 

Bezug auf das klarzellige Nierenzellkarzinom sind die bisherigen Ergebnisse nicht einheitlich. 

So konnte in einer Studie von Jung et al. mit metastasierten und nicht-metastasierten 

Patienten eine hohe c-MET Expression als unabhängiger negativer prognostischer Faktor im 

klarzelligen NZK identifiziert werden [66], im Gegensatz dazu beobachteten Kammerer-

Jacquet et al. bei ihrer metastasierten Kohorte nach Sunitinib-Behandlung keinen Unterschied 

beim OS und PFS bezüglich der c-MET Expression [67]. 
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Abbildung 3: Struktur von c-MET und aktivierter Signalwege. Schematische Darstellung des c-MET-Rezeptors 
sowie seiner aktivierten Signaltransduktionswege (z.B. PI3K/AKT, MAPK/ERK, STAT3); entnommen aus [83] 

 

4.2.2 Der Rezeptortyrosinkinase-Inhibitor Cabozantinib 

Cabozantinib ist ein oraler [32] Multityrosinkinase-Inhibitor, welcher MET und VEGFR2, aber 

auch RET, KIT, AXL und FLT3 hemmt [162]. Allen genannten Rezeptoren wird in der 

Krebsentstehung eine nicht zu vernachlässigende Rolle zugeschrieben [39] [107] [125]. 

Insbesondere die MET-Inhibition soll hier in Bezug auf das Nierenzellkarzinom in den 

Vordergrund gestellt werden. Durch Verhinderung der Phosphorylierung hemmt Cabozantinib 

sowohl das Wildtyp-MET, als auch das mutierte MET, welches jedoch weniger im klarzelligen 

als im papillären Nierenzellkarzinom nachgewiesen wurde [162]. Es wurde beobachtet, dass 

eine längerfristige Behandlung mit dem VEGFR-Inhibitor Sunitinib, welcher in der Erstlinien-

Therapie des metastasierten NZK eingesetzt wird, eine Resistenz unter anderem durch 

Aktivierung anderer pro-angiogener Mechanismen hervorrufen kann [65]. Zu diesen 

Resistenzmechanismen gehört die Aktivierung des AXL- und MET-Signalwegs, wodurch das 

pro-metastatische Verhalten sowie die Angiogenese vorangetrieben werden [172]. Durch 

Blockierung dieses Signalwegs unter Einsatz von Cabozantinib kann dem Einhalt geboten 

werden [172]. Die CABOSUN Studie zeigte erstmals die bessere Wirksamkeit von 

Cabozantinib gegenüber Sunitinib bei metastasiertem NZK [32]. Sowohl die Ansprechraten 

auf die Therapie (20% vs. 9%), als auch das PFS (8,6 vs. 5,3 Monate) waren bei der alleinigen 

Cabozantinib-Behandlung deutlich höher [32].  
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Darüber hinaus besitzt der RTK-Inhibitor immunmodulatorische Eigenschaften, welche der 

tumorinduzierten Immunsuppression entgegenwirken [34]. In einem Maus-Melanom-Modell 

bewirkte die Checkpoint-Blockade eine MET-abhängige Rekrutierung von immunsuppressiven 

neutrophilen Granulozyten, welche die Antitumor-Aktivität der T-Zellen abschwächten. Durch 

die MET-Inhibition konnte die Neutrophilen-vermittelte Suppression verhindert und eine 

erhöhte Tumorantwort der Checkpoint-Inhibition bewirkt werden [50]. In der CheckMate 9ER 

Studie zeigte die Kombination aus Nivolumab und Cabozantinib ein doppelt so langes PFS 

gegenüber Sunitinib, sowie ein 49% niedrigeres Risiko für Progression oder Tod beim 

metastasierten NZK [34]. Außerdem wurden ein erhöhtes OS sowie eine erhöhte 

Ansprechwahrscheinlichkeit bei der Kombinationstherapie beobachtet [34]. 

 

4.3 PD-1 und PD-L1 

4.3.1 Aufbau und Funktion 

PD-L1 (programmed death ligand 1) ist der erste funktionell charakterisierte Ligand des 

coinhibitorischen PD-1 Rezeptors (programmed death receptor 1) [81]. Zusammen mit dem 

verwandten PD-L2 verhindert er die überschießende Aktivität von T-Zellen sowie die 

Entstehung von Autoimmunerkrankungen und spielt somit eine wichtige Rolle in der 

Immuntoleranz [81] [133]. Kodiert wird er durch das PDCDL1-Gen auf Chromosom 9p24.1 und 

gehört zur B7-Proteinfamilie [81]. Bei PD-L1 handelt es sich um ein Transmembranprotein mit 

einer extrazellulären IgV- und IgC-ähnlichen Domäne, einer hydrophoben 

Transmembrandomäne und einem 30 Aminosäure langen zytoplasmatischen Schwanz [81]. 

Der PD-1 Rezeptor, welcher sich vor allem auf Immunzellen wie B-, T-Zellen, natürlichen 

Killerzellen, Makrophagen und dendritischen Zellen befindet, kann zum einen natürlicherweise 

auf bestimmten Zellen exprimiert sein, zum anderen kann die Expression aber auch induziert 

werden [9] [80]. So ist PD-1 auf ruhenden T-Zellen nicht zu finden, nach deren Aktivierung 

erfolgt jedoch eine induzierte Expression [68]. Ähnlich verhält es sich mit PD-L1, welches auf 

Makrophagen, dendritischen Zellen, aktivierten T-Zellen, aber auch  auf neoplastischen Zellen 

verschiedener Krebsentitäten und krebsassoziierten Fibroblasten zu finden ist [80] [164]. Es 

gibt zwei Mechanismen, intrinsisch und adaptiv, die zu einer PD-L1-Überexpression führen 

[80]. Durch genetische Aberrationen werden zelluläre Signalwege (beispielsweise AKT und 

STAT) aktiviert, welche wiederum intrinsisch die PD-L1 Expression erhöhen [80]. Der adaptive 

Mechanismus bezieht sich auf die Induktion der PD-L1-Expression durch die 

Tumormikroumgebung [80]. Ein bekannter Mechanismus ist die induzierte Expression als 

Reaktion auf Interferon γ, was unter anderem von aktivierten T-Zellen ausgeschüttet wird [80]. 

Der PD-1/PD-L1 Pathway kann von Tumorzellen genutzt werden, um der Überwachung des 
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Immunsystems zu entkommen [9]. Das überexprimierte PD-L1 auf der Oberfläche von 

Krebszellen bindet an das PD-1 auf tumorinfiltrierenden Lymphozyten und bewirkt eine 

Konformationsänderung des Rezeptors [133] [164]. Daraufhin phosphorylieren Kinasen der 

Src-Familie die Tyrosinmotive ITIM (cytoplasmic immunoreceptor tyrosine-based inhibitory 

motif) und ITSM (the immunoreceptor tyrosine-based switch motif) [133]. Diese 

phosphorylierten Motive rekrutieren die Protein-Tyrosin-Phosphatasen SHP-1 und SHP-2 

[133]. Über weitere Proteine im T-Zell-Rezeptor-Signalweg wird letztendlich die T-Zell-

Aktivierung abgeschwächt [133], sodass die Tumorzellen nicht angegriffen werden (Abb.4). 

Für eine Verstärkung der immunsuppressiven Umgebung des Tumors und damit Förderung 

des Tumorwachstums sorgen des Weiteren die PD-L1 exprimierenden Makrophagen, 

dendritische Zellen und krebsassoziierte Fibroblasten [164]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 4: PD-1/PD-L1 Signalweg. Bindung von PD-L1 an PD-1 bewirkt Phosphorylierung von ITIMs und 
ITSMs in der intrazellulären Domäne von PD-1, was SHP-2 aktiviert, welches wiederum die Signalwege PI3K/AKT 
und Ras/MAPK/ERK hemmt. Diese Mechanismen führen zum Tod der T-Zelle; entnommen aus [157] 
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4.3.2 Die Checkpoint-Inhibitoren  

Die Hemmung des PD-1/PD-L1 vermittelten Immunescapes von Tumorzellen eröffnete eine 

neue Möglichkeit der gezielten Krebsbehandlung [81] . Sogenannte Checkpointinhibitoren sind 

monoklonale Antikörper, welche bei vielen Tumorentitäten, häufig in Kombination mit anderen 

zielgerichteten Medikamenten, bereits Einzug in die Therapie gefunden haben [22] [81]. 

Bekannte Vertreter sind Pembrolizumab und Nivolumab (PD-1-Inhibitoren), die zur Erstlinie 

beim metastasiertem NZK zählen [85] oder Atezolizumab (PD-L1-Inhibitor), welches in der 

Therapie des NSCLC eingesetzt wird  [131]. PD-1/PD-L1-Inhibitoren binden an ihr Zielmolekül, 

um die Interaktion zwischen PD-1 und PD-L1 zu verhindern [136]. Es kommt zu keiner 

Konformationsänderung von PD-1, weshalb die folgenden Schritte nicht ablaufen (s. Kapitel 

4.3.1). Die T-Zelle wird in ihrer Aktivität nicht gehemmt, sondern kann die Tumorzelle 

bekämpfen, wodurch der Immunescape ausbleibt [136]. In der KEYNOTE-426 Studie wurde 

die Kombination aus Pembrolizumab + Axitinib mit der alleinigen Sunitinib-Therapie beim 

metastasierten NZK verglichen [122]. Es zeigten sich signifikant höhere Ansprechraten (59,3% 

vs. 35,7%) und ein längeres PFS (15,1 vs. 11,1 Monate) bei der Kombi-Therapie [122]. Es 

ergab sich ein 47% niedrigeres Risiko, am Tumor zu versterben [122]. Auch die beiden 

anderen Kombinationen Pembrolizumab + Lenvatinib [108] und Nivolumab + Cabozantinib [34] 

wiesen eine höhere therapeutische Wirksamkeit gegenüber Sunitinib auf.  

Da Checkpoint-Inhibitoren über eine immunaktivierende Wirkung verfügen, sind 

Entzündungen verschiedener Organe immer wieder zu beobachten. Mögliche 

Nebenwirkungen sind daher Colitis, Diarrhö, Pneumonitis, Hypophysitis, Thyreoiditis, 

Hepatitis, Exanthem, Pruritus oder auch Uveitis [22]. Obwohl der Einsatz von Checkpoint-

Inhibitoren einen Meilenstein der Krebstherapie darstellt, sind Resistenzen keine Seltenheit 

[136]. Man unterscheidet primäre Resistenzen, beispielsweise verursacht durch mangelnde 

Immunogenität des Tumors oder EGFR Mutationen von erworbenen Resistenzen durch T-

Zell-Verlust, Hochregulation andere Checkpoints etc. [136]. Daher rückt anstelle einer 

Monotherapie mit Checkpoint-Inhibitoren eine Kombinationstherapie immer mehr in den Fokus 

[22]. 
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4.4 Fragestellung 

Da das klarzellige Nierenzellkarzinom ein aggressiver Tumor ist und insbesondere im 

metastasierten Stadium lediglich eine 5-Jahres-Überlebensrate von etwa 18% aufweist, 

besteht weiterhin ein hoher Bedarf, den Therapieerfolg auch bei fortgeschrittenen 

Erkrankungen zu verbessern. Hierfür ist es unabdingbar, die molekularen Mechanismen des 

Tumors besser zu verstehen und prognostische Parameter zur Individualisierung der Therapie 

zu entwickeln. C-MET wird als prognostischer Faktor in verschiedenen Tumorentitäten 

diskutiert. Um die Relevanz von c-MET im klarzelligen Nierenzellkarzinom zu ermitteln, sollen 

folgende Fragen in dieser Arbeit beantwortet werden: 

1. Ist c-MET mit klinisch-histopathologischen Parametern assoziiert? 

2. Welche prognostische Wertigkeit hat c-MET in der Überlebensanalyse? 

Zudem stellt die Kombination des Tyrosinkinase-Inhibitors Cabozantinib, welcher neben 

anderen Targets die Rezeptor-Tyrosinkinase c-MET adressiert, und eines Immuncheckpoint-

Inhibitors eine aktuelle Erstlinien-Therapieoption im klarzelligen NZK dar. Unter Beachtung 

einer möglichen c-MET abhängigen PD-L1 Regulation, welche bereits in anderen 

Tumorentitäten beschrieben wurde, sollen deshalb folgende Fragen geklärt werden: 

3. Besteht eine Korrelation zwischen der c-MET- und PD-L1-Expression? 

4. Welche prognostische Wertigkeit besitzen c-MET und PD-L1 bei kombinierter Betrachtung 

in der Überlebensanalyse? 

Voraussetzung für tumorbiologische Effekte von c-MET ist die Aktivierung (p(hosphoryliertes)-

MET). P-MET wurde bisher im klarzelligen Nierenzellkarzinom kaum untersucht. Deshalb ist 

eine weitere Fragestellung dieser Arbeit: 

5. Wie ist p-MET im Patientenkollektiv exprimiert? 

Durch die Ergebnisse dieser Arbeit soll eine Aussage über die prognostische Wertigkeit und 

Eignung von c-MET als Therapie-Target beim fortgeschrittenen/metastasierten klarzelligen 

NZK getroffen werden. Darüber hinaus kann die Arbeit Erkenntnisse über die Ko-Expression 

von c-MET und PD-L1 liefern, die wichtig für die in den Leitlinien empfohlene Ko-Inhibition von 

c-MET und PD-L1 sind. 
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5. Material und Methodik  

5.1 Klinisch-histopathologische Charakteristika des Patientenkollektivs  

Diese Arbeit schließt insgesamt 70 Patienten ein, welche vom Jahr 2010 bis 2021 an der Klinik 

für Urologie und Kinderurologie des Universitätsklinikums des Saarlandes nephrektomiert oder 

nierenteilreseziert wurden. Aus deren klarzelligen Primärtumoren wurden im Institut für 

allgemeine und spezielle Pathologie des Universitätsklinikums des Saarlandes formalin-

fixierte paraffin-eingebettete (FFPE) Gewebeschnitte gewonnen. Es erfolgte eine Selektion 

der Patienten für diese Studie, um eine möglichst repräsentative Kohorte zu schaffen. Ein 

positives Ethikvotum (Aktenzeichen 141/14 und 25/23) liegt vor. 

Das Kollektiv umfasst 46 Männer (65,7%) und 24 Frauen (34,3%), deren Durchschnittsalter 

zum OP-Zeitpunkt etwa 64 Jahre mit einer Range von 36 bis 84 Jahren betrug. Unterteilt nach 

Geschlecht ergab sich bei den Frauen im Kollektiv mit 65 Jahren ein etwas höheres mittleres 

Alter als bei den Männern mit 63,5 Jahren. 

Das TNM-Stadium wurde jeweils durch Untersuchung des entnommenen Primärtumors 

(Zeitraum 2010 bis 2021) nach der zu diesem Zeitpunkt gültigen Klassifikation festgestellt. Im 

Nachhinein wurde keine erneute Einordnung anhand der aktuellen Klassifikation durchgeführt. 

Mit 35,7% ist das pT3-Stadium im Patientenkollektiv am häufigsten vertreten, wovon T3a 

deutlich häufiger (n=21 (30 %)) als T3b (n=4 (5,7 %)) vorkam. Das pT2-Stadium unterteilte 

sich nochmals in 21,4 % T2a und 4,3 % T2b (weitere 4,3% wurden nicht weiter in a oder b 

klassifiziert), das pT1-Stadium in 17,1 % T1a und 7,1 % T1b. 10% der Patienten wiesen ein 

T4-Stadium auf.  Sowohl zum N- als auch M-Stadium konnten durch die größtenteils alleinige 

Entnahme des Primärtumors bei der Mehrheit der Patienten keine genaueren Angaben 

gemacht werden. Lediglich 20 Patienten wurden im pN-Stadium klassifiziert, davon 11 mit 

pN0- (15,7%), 6 mit pN1- (8,6%) und 3 mit pN2-Stadium (4,3%). Bei der Metastasierung 

erfolgte eine Einteilung von 25 Patienten, wovon 24 mit cM1 (34,3%) und ein Patient mit cM0 

(1,4%) klassifiziert wurden.                                                                                                                    

Bezüglich des Gradings zeigten 3 Patienten eine gute Tumordifferenzierung (4,3%), 

wohingegen 17 eine mäßige (24,3%) und 21 eine schlechte Differenzierung (30%) aufwiesen. 

Auch hier war bei den verbliebenen Patienten kein Grading angegeben. 

Im Verlauf des Beobachtungszeitraums zeigten 17 Patienten eine metachrone 

Metastasierung, wovon 11 Patienten früh metachrone (≤ 24 Monate) und 6 spät metachrone 

Metastasen entwickelten (> 24 Monate). Bei weiteren 25 Patienten konnte in dieser Zeit keine 

Metastasierung nachgewiesen werden. Mit 40 % war die synchrone (innerhalb der ersten drei 

Monate) Metastasierung der häufigste Vertreter im Kollektiv. 
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Die genannten Charakteristika des Kollektivs sind in folgender Tabelle nochmals 

zusammengefasst (Tab.8). 

Charakteristika  Häufigkeit In Prozent 

Geschlecht männlich 46 65,7% 

weiblich 24 34,3% 

Alter  Mittelwert 64  

Median 66  

Range 36-84  

pT-Stadium T1 17 24,3% 

 T2 21 30% 

 T3 25 35,7% 

 T4 7 10% 

pN-Stadium NX 50 71,4% 

 N0 11 15,7% 

 N1 6 8,6% 

 N2 3 4,3% 

cM-Stadium MX 45 64,3% 

M0 1 1,4% 

M1 24 34,3% 

Grading Ohne Angabe 29 41,4% 

 G1 3 4,3% 

G2 17 24,3% 

G3 18 25,7% 

G4 3 4,3% 

Metastasierung 

während des 

Follow-ups 

keine 25 35,7% 

Spät metachron 

(>24 Monate) 

6 8,6 % 

Früh metachron 

(≤24 Monate) 

11 15,7% 

synchron 28 40% 

Tabelle 8: Zusammenfassung der klinischen und histopathologischen Charakteristika des Kollektivs 
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5.2 Materialliste 

Produkt Hersteller 

Wärmeschrank  Incucell 

Xylol 1 l 
PZN: 09208831 

Fischar 

Ethanol 99% 5l SAV Liquid Production GmbH 

Aqua dest. Spüllösung 1000 ml Plastipur® 
LOT: 13SAP214 

Ampuwa® 

Mikrowelle Privileg 1026 E 

Dako Pen Dako 

Pipette tip 200 µl yellow 
LOT: 1053421 

Sarstedt AG & Co. KG 

ultratip greiner bio-one 

Pipette tip 1000 µl blue 
LOT: 1053321 

Sarstedt AG & Co. KG 

SafeSeal tube 1,5 ml 
LOT: 2084721 

Sarstedt AG & Co. KG 

Dako REAL Detection System Alkaline 
Phosphatase/RED Rabbit/Mouse K5005 
LOT: 41503101 

Dako 

Dako REAL EnVision Detection System 
Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse, HRP 
K500711-2 
LOT: 41527629 

Dako 

Dako Antibody Diluent 125 ml 
LOT: 11574478 

Dako 

DCS Biotinblock 2x20 ml 
LOT: BL034 

LabLine 

Bovine Serum Albumin 
LOT: 0000337997 

Sigma-Aldrich® 

Hydrogen peroxide solution 30 wt. % in 
H2O 
LOT: STBJ1043 

Sigma® 

Cellstar® Tubes 50 ml 
LOT: E22113CK 

greiner bio-one 

Tris 1 kg  Mr 121,10 
LOT: 200975 

SERVA 

Messzylinder 250:2 ml Plasti Brand 

Serological pipette 10 ml 
LOT: 2213 

Sarstedt AG & Co. KG 

Serological pipette 5 ml 
LOT: 1165 

Sarstedt AG & Co. KG 

Serological pipette 25 ml 
LOT: 2083 

Sarstedt AG & Co. KG 

PIPETBOY acu IBS Integra Biosciences 

1 M NaOH  

37 % HCl  

Rührgerät MR 2002 Heidolph 

Waage Kern 770 

inoLab pH Level 1 wtw 

Entellan® new 1.07861.0500 Merck KGaA 

Gefrierschrank -20°C privileg 
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Lab Thermometer IP65 LT-102 TFA 

Mayer´s Hematoxylin Solution  
LOT: SLCL4497 

Sigma-Aldrich® 

Abzug Vinitex 

Objektträgerschaukeln Assistent 

Küvetten Kartell 

PBS Puffer pH 7,2-7,4 10 l Apotheke des Universitätsklinikums des 
Saarlandes 

Pipetten Gilson 

Deckgläser 24x32 mm Glasdicke 0,13-0,16 R. Langenbrinck GmbH 

SuperFrost™ Plus Objektträger R. Langenbrinck GmbH 

595 ½ Faltenfilter ø 240 mm 
LOT: 0138228 

Whatman 

Rice Cooker Classic 2 Tefal 

Safe-Lock Tubes 2.0 ml 
LOT: K197151K 

Eppendorf 

KCl 3mol/l InLab® Solutions Mettler Toledo 

Citronensäure C6H8O7; M 192,13 g/mol 
Art.-Nr.: X863.1 

Carl Roth® 

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat C6H5Na3O7 x 2 
H2O; M 294,1 g/mol 
Art.-Nr.: 3580.1 

Carl Roth® 

Vortex Genie 2 Scientific Industries™ 

Kryostat Leica CM3050 S 

Aceton 97% Universität des Saarlandes-Zentrales 
Chemikalienlager 

Methanol 
1.06009.1011 

Emsure® 

Triton® X-100 
LOT: 120097 

SERVA 

Phospho-Met (Tyr1234/1235) (D26) XP® 
Rabbit mAb 
LOT: 9 

Cell Signaling Technology® 

Anti-Met (c-Met) antibody [SP44]-C-terminal 
LOT: 1007085-11 

abcam 

Anti-Met (c-Met) (phospho Y1349) antibody 
[EP2367Y] 
LOT: 1030747-3 

abcam 

 

Puffer und Lösungen 

 Zusammensetzung 

PBS Puffer pH 7,2-7,4 10 l • Natriumchlorid 80,0 g 

• Di-Na-Hydrogenphosphat 11,5 g 

• Kaliumchlorid 2,0 g 

• Kaliumdihydrogenphosphat 2,0 g 

• Wasser vollentsalzt 10 l 

1% BSA in PBS 0,1g BSA in 10 ml PBS lösen 

3% BSA in PBS 0,3g BSA in 10 ml PBS lösen 

5% BSA in PBS 0,5g BSA in 10 ml PBS lösen 

Tris-EDTA Puffer • 296,4 ml A. dest. 

• 3,0 ml 1 M Tris-Lösung 

• 600 µl 0,5 EDTA-Lösung 

• pH mit HCl auf 9,0 einstellen 
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1 M Tris-Lösung 12,11g Tris in 100 ml A. dest. lösen 

Citratpuffer • 9 ml Stammlösung A 

• 41 ml Stammlösung B 

• 450 ml A. dest. 

• pH mit HCl auf 6,0 einstellen 

Stammlösung A für Citratpuffer 0,1 M Zitronensäure in 1000 ml A. dest. 

Stammlösung B für Citratpuffer 0,1 M Natriumcitrat in 1000 ml A. dest. 

Peroxidase-Block 3% 10 ml 30% H2O2 + 90 ml PBS  

PBS 0,2% Triton X 99,8 ml PBS + 200 µl Triton X 

 

5.3 Immunhistochemische Färbung von c-MET 

5.3.1 Etablierung 

Zur Etablierung der c-MET-Färbung wurden zunächst klarzellige Nierenzellkarzinom-

Probeschnitte gefärbt, welche nicht zum eigentlichen Patientenkollektiv gehörten.  

Um die immunhistochemische Färbung mit dem c-MET-Antikörper zu optimieren bzw. 

standardisieren, wurden die folgenden drei wichtigen Faktoren berücksichtigt: 

A) Antigendemaskierungszeit (15 oder 20 Minuten) 

B) Optimale Antikörper-Konzentration (Testung von 1:50, 1:100 und 1:150) 

C) Inkubationszeit mit Primärantikörper (über Nacht bei 4°C oder 1h bei Raumtemperatur) 

Durch den Vergleich der Resultate konnten die besten Konditionen für die Färbung von c-MET 

ermittelt werden. 

 

5.3.2 Optimiertes immunhistochemisches Protokoll für c-MET 

Die auf SuperFrost™Plus Objektträger gezogenen 3 µm dicken in Formalin fixierten 

Paraffinschnitte wurden zunächst für eine Stunde in den Wärmeschrank zum Zwecke der 

Entparaffinierung gestellt. Anschließend durchliefen sie zur vollständigen Rehydrierung 

dreimal 100% Xylol für je 10 min, danach folgte die absteigende Alkoholreihe bestehend aus 

zweimalig 100%-igem Ethanol und zweimalig 70 %-igem Ethanol für je 5 min und als Letztes 

einmalig kurz destilliertem Wasser. Diese Schritte der Rehydrierung sind nötig, um im 

wässrigen Milieu fortfahren zu können. Weiter ging es mit der Demaskierung im Reiskocher 

bei ca. 95 °C für 15 min, um die Quervernetzungen der Proteine, welche bei der Fixierung 

entstehen, wieder zu lösen und somit die Epitope für den Antikörper zugänglich zu machen. 

Hierbei wurden die Schnitte in einen Tris-EDTA-Puffer mit pH 9 gegeben, welcher kurz zuvor 

in der Mikrowelle bei 1000W für ca. 2 min zum Kochen gebracht wurde. Nach abgelaufenen 

15 min kühlten die Gewebeschnitte bei Raumtemperatur auf unter 50 °C ab, was mindestens 

25 min in Anspruch nahm. Nach Abkühlung folgte eine dreimalige Spülung in PBS für je 2 min. 
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Der nächste Schritt bestand in der Umrandung mit dem PapPen, damit sich die 

hinzugegebenen Substanzen nur auf dem Gewebeschnitt verteilen, sowie anschließender 

Blockierung mit 3% BSA in PBS. BSA verhindert hierbei unspezifische Proteinbindungen an 

Oberflächen, indem es diese besetzt. Diese Blockierung erfolgte für 30 min bei 

Raumtemperatur. Nach erneutem Waschen in PBS für 2 min schloss sich die Blockierung des 

endogenen Biotins an, welche insbesondere im Nierenzellkarzinom wichtig ist. Hierbei wird 

das endogene Biotin des Gewebes blockiert, sodass später keine unspezifischen Signale 

durch das Biotin-basierende Detektionssystem entstehen, sondern einzig das an den 

Sekundärantikörper gekoppelte Biotin detektiert wird. Die beiden Blockierungslösungen 

wurden für je 20 min auf die Schnitte gegeben, zwischen Lösung 1 und 2 erfolgte ein Waschen 

für 2 min in PBS. Der erste Teil der Färbung endete mit der Hinzugabe des Primärantikörpers 

Anti-Met (c-Met) antibody [SP44]-C-terminal von Abcam. Dieser wurde in Antibody Diluent von 

Dako 1:100 verdünnt und über Nacht bei 4 °C mit den Gewebeschnitten inkubiert. Der zweite 

Teil am darauffolgenden Tag begann mit viermaligem Waschen in PBS für je 2 min, um die 

nicht gebundenen Primärantikörper zu entfernen. Hierbei wurden die Negativkontrollen 

getrennt von den restlichen Schnitten gewaschen, um eine Verunreinigung der 

Negativkontrollen mit dem Primärantikörper zu verhindern. Anschließend folgte die 

Behandlung mit dem biotinylierten Sekundärantikörper für 30 min bei Raumtemperatur, 

welcher an den Fc-Teil des Primärantikörpers bindet. Daraufhin wurden die Schnitte viermal 

in PBS für je 5 min gewaschen, um den überschüssigen Sekundärantikörper zu entfernen. Im 

nächsten Schritt schloss sich die Behandlung mit dem Streptavidin-AP-Komplex für ebenfalls 

30 min bei Raumtemperatur an. Streptavidin besitzt eine hohe Affinität für Biotin und weist je 

vier Bindungsstellen für dieses auf, sodass es an den biotinylierten Sekundärantikörper dockt. 

Des Weiteren ist die alkalische Phosphatase an das Streptavidin gekoppelt, welche in einer 

enzymatischen Reaktion das Chromogen umsetzt und letztendlich auch die unter dem 

Mikroskop sichtbare Färbung bewirkt. Bevor das Chromogen hinzugegeben wurde, erfolgte 

allerdings nochmals ein Waschen mit viermal PBS für je 5 min. Das Chromogen wurde dann 

für 15 min bei Raumtemperatur mit den Schnitten inkubiert. Insgesamt bezeichnet man dieses 

Detektionssystem als Labeled Streptavidin-Biotin (LSAB) (Abb.5). 
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Abbildung 5: LSAB-Methode der immunhistochemischen Färbung. Der Primärantikörper bindet an das 
entsprechende Antigen auf dem zu untersuchenden Gewebe. Ein biotinylierter Sekundärantikörper wiederum 
bindet an den Primärantikörper. Streptavidin dockt durch seine hohe Affinität für Biotin an den Sekundärantikörper 
und die daran gekoppelte alkalische Phosphatase bewirkt bei Zugabe des Chromogens die sichtbare Färbung; 

entnommen aus [138] 

Anschließend wurden die Schnitte zweimal kurz und einmal für 5 min in destilliertes Wasser 

gegeben. Zur Gegenfärbung diente die Mayer´s Hematoxylin Solution für 3 min, um die 

Struktur des Gewebes besser sichtbar zu machen. Danach wurden die Schnitte in 

Leitungswasser fließend gebläut, wobei die Ionen im Wasser hierbei für die Blaufärbung 

essentiell sind. Zum Schluss wurde zur Dehydrierung die aufsteigende Alkoholreihe mit einmal 

70% Ethanol, dreimal 100% Ethanol und dreimal 100% Xylol durchlaufen, um das Wasser in 

den Geweben zu entfernen und diese damit haltbar zu machen. Als Letztes erfolgte die 

Eindeckung der Schnitte mit Entellan. 

 

5.3.3 Auswertung von c-MET 

Zur Auswertung der c-MET-Färbung wurde der sogenannte H-Score verwendet. Es handelt 

sich hierbei um ein subjektives Verfahren: 

 

Färbeintensität x Prozent der Zellen 

 

Dabei wird die Färbeintensität in die Kategorien 0 (keine Färbung vorhanden), 1 (schwache 

Färbung), 2 (mittlere Färbung) und 3 (starke Färbung) unterteilt. Der Wert der Färbeintensität 
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wird dann jeweils mit der Prozentzahl an Zellen, auf welche dies zutrifft, multipliziert. 

Dementsprechend ist bei diesem Score ein Höchstwert von 300 zu erreichen. In dieser Arbeit 

wurde der H-Score jeweils getrennt für membranöse und zytoplasmatische Färbung bestimmt. 

Um die Schnitte besser beurteilen zu können, wurden diese im pathologischen Institut der 

Universität Erlangen eingescannt. Anschließend erfolgte die Auswertung am Computer unter 

Zuhilfenahme des Programms CaseViewer (Native Windows Application, Version 

2.4.0.119028), welches durch beliebige Vergrößerungen eine gute Beurteilbarkeit der Schnitte 

gewährleistet. Um den H-Score zu ermitteln, wurde jedes Präparat von mir als Doktorandin 

selbstständig händisch durchmustert und ausgewertet. Zur nicht-parametrischen Testung 

wurde der fortlaufende H-Score genutzt, bei den Überlebensanalysen erfolgte hingegen eine 

Gruppierung in c-MET-m(membranös)stark und c-MET-mschwach bzw. c-MET-

z(zytoplasmatisch)stark und c-MET-zschwach. Als Cut-offs dienten hierbei sowohl der Median als 

auch der in der ROC-Analyse ermittelte Trennwert.  

         

5.4 Immunhistochemische Färbung von phosphoryliertem c-MET (p-MET) 

5.4.1 Etablierung 

Zunächst wurde für die aktivierte Form von c-MET (phosphoryliertes MET, p-MET) ein 

ähnliches Protokoll wie für c-MET verwendet. Im Laufe der Etablierung erfolgten diverse 

Variationen in den einzelnen Schritten. Diese sind im folgenden Schema jeweils tabellarisch 

aufgeführt. 

Protokoll 

In Paraffin eingebettete immunhistochemisch gefärbte Gewebe: 

Klarzelliges Nierenzellkarzinom 

Leber der Maus 

Lunge der Maus 

Humane Leber 

Humane Lunge 

Papilläres Nierenzellkarzinom 

KTCTL26 Zellen 

786-O Zellen 
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1) Entparaffinieren 

1h bei >60°C im Wärmeschrank 

Über Nacht bei 37°C 

 

2) Rehydrierung Absteigende Alkoholreihe 

• 3x Xylol je 10 min  

• 2x 100% Alkohol je 5 min  

• 2x 70% Alkohol je 5 min 

• Kurz A.dest.  

 

3) Antigendemaskierung  

Tris-EDTA Puffer pH 9 

Citratpuffer pH 6 

• in Mikrowelle erhitzen (1000 W ca. 2min) 

• Schnitte in kochenden Puffer geben 

• Inkubation 

Inkubation 10 min bei 95°C 

Inkubation 15 min bei 95°C 

Inkubation 20 min bei 95°C 

 

4) Abkühlen 

Küvette aus Wasserbad und bei Raumtemperatur auf <50°C abkühlen lassen, ca. 25 

min 

 Anschließende Permeabilisierung mit 0,2% Triton X in PBS 

 

5) Spülen  

3x PBS (pH 7,2-7,4) je 2 min 

 

6) Blockierung 

• Feuchte Färbekammer mit A.dest. füllen 

• Objektträger abklopfen und Rückseite abtrocknen 

• Gewebe mit PapPen (Dako Pen) umranden 

• Benetzen mit Blockierungslösung (ca.200 µl pro Schnitt) 30 min 

Raumtemperatur 
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3% BSA in PBS 

3% BSA in PBS + 0,2% Triton X 

5% BSA in PBS 

Biotinblock 

3% Peroxidaseblock in PBS 

3% Peroxidaseblock in Methanol 

 

7) Primärantikörper  

Phospho-Met (Tyr1234/1235 D26) XP® Rabbit mAb von Cell Signaling 

Technology 

Anti-Met (c-Met) (phospho Y1349) antibody von Abcam 

 

• Verdünnung des Antikörpers 

1:20 1:150 

1:50 1:250 

1:80 1:350 

1:100  

 

• Diluent 

Dako Antibody Diluent 

3% BSA in PBS 

1% BSA in PBS 

 

• Inkubation über Nacht im Kühlschrank bei 4°C 

 

8) Spülen   

4x PBS je 2 min, Negativkontrollen in Extraküvette 

 

9) Detektion 

Dako REAL Detection System Alkaline Phosphatase/RED Rabbit/Mouse K5005 

Dako REAL EnVision Detection System Peroxidase/DAB+, Rabbit/Mouse, HRP 

K500711-2 (Abb.6) 
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Abbildung 6: Immunhistochemische Two-step indirekte Methode des Peroxidase/DAB Systems. An den 
Primärantikörper bindet ein Sekundärantikörper mit gekoppelter Meerrettichperoxidase (HRP). Anschließend setzt 
dieses Enzym das DAB-Chromogen um, wodurch ein Farbsignal entsteht; entnommen aus und modifiziert nach 

[16] 

 

 

10) Spülen   

3x PBS je 5 min 

 

11) Immunhistochemische Detektion mit Chromogen 

Chromogen je nach eingesetztem Detektionssystem ansetzen 

 

12) Spülen  

3x kurz in A.dest. 

 

13) Gegenfärbung 

Mayer´s Hematoxylin Solution vorher filtern, 1 min 

 

14) Fließend bläuen 

In kaltem Leitungswasser 3 min, Strahl nicht direkt auf Schnitte richten 

 

15) Dehydrierung Aufsteigende Alkoholreihe 

Je Küvette kurz schwenken 

• 1x 70% Alkohol 

• 3x 100% Alkohol 

• 3x Xylol, Objektträger im letzten Xylol stehen lassen 

 

16) Eindecken 

Entellan auf Deckgläschen tropfen 

Primärantikörper 

Epitop 

HRP-gekoppelter Sekundärantikörper 
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5.4.2 Etabliertes immunhistochemisches Protokoll für p-MET auf 

kryokonserviertem Gewebe 

Gefärbtes Gewebe: 

Kryokonserviertes papilläres Nierenzellkarzinom 

Kryokonserviertes klarzelliges Nierenzellkarzinom 

 

Das kryokonservierte Gewebe des Nierenzellkarzinoms wurde im Kryostat bei -22°C in 4 µm 

dicke Slides geschnitten und auf SuperFrost™Plus Objektträger gezogen. Es erfolgte danach 

eine Fixierung in Aceton bei -20°C für 10 min. Nach anschließendem zweimaligen Waschen 

in PBS für je 5 min wurde 3% Wasserstoffperoxid in PBS oder Methanol (beides möglich) für 

10 min auf die Schnitte getropft, welches die endogene Peroxidase blockiert, um dadurch bei 

der Detektion mit HRP ein unspezifisches Signal zu vermeiden. Nach erneutem zweimaligen 

Waschen in PBS für je 5 min schloss sich die 45-minütige Blockierung mit 5% BSA in PBS an. 

Darauf folgte die Inkubation mit dem Antikörper (Phospho-Met (Tyr1234/1235) (D26) XP® 

Rabbit mAb von Cell Signaling Technology oder Anti-Met (c-Met) (phospho Y1349) antibody 

[EP2367Y] von Abcam) in einer Verdünnung von 1:50 über Nacht bei 4°C. Am nächsten Tag 

wurden die Objektträger viermal jeweils für 2 min in PBS gewaschen, um den nicht 

gebundenen Primärantikörper zu entfernen. Dabei war es wichtig, dass das Waschen von 

Positiv- und Negativkontrollen in getrennten Küvetten durchgeführt wird, um mögliche 

Kontaminationen zu verhindern. Hiernach erfolgte die Inkubation mit HRP für 1h bei 

Raumtemperatur, danach schloss sich wieder ein dreimaliges Waschen in PBS für jeweils 5 

min an. Zur Detektion wurde als nächstes das DAB-Chromogen auf die Schnitte gegeben. 

Nach 5 min folgte ein erneutes Waschen in destilliertem Wasser für 5 min. Darauffolgend 

wurde die Gegenfärbung mit Hämatoxylin für 1 min durchgeführt, danach die aufsteigende 

Alkoholreihe zur Dehydrierung durchlaufen und zum Schluss mit Entellan eingedeckt. 

 

5.5 Auswertung von PD-L1 

Es ist anzumerken, dass die Daten zum PD-L1-Status von dem Doktoranden Kévin Junk der 

Klinik für Urologie und Kinderurologie des Universitätsklinikums des Saarlandes stammen, 

welcher in seiner Arbeit das identische Patientenkollektiv untersucht hat. Anhand seines 

ermittelten H-Scores wurde für die Überlebensanalyse folgende Gruppierung vorgenommen: 

PD-L1 H-Score = 0 → PD-L1 negativ 

PD-L1 H-Score > 0 → PD-L1 positiv 
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5.6 Statistische Auswertung 

Die Daten der Patienten (unter anderem Alter, Geschlecht, TNM-Stadium, Grading, OS und 

MFS, H-Score von c-MET und PD-L1) wurden in Microsoft® Excel® (LTSC MSO (Version 

16.0.14332.20810) 64-Bit Microsoft Corporation, Redmond, Washington in den Vereinigten 

Staaten) erfasst und anschließend in SPSS Statistics (Statistical Package for Social Science, 

IBM® Version 28.0.1.0) zur statistischen Auswertung übertragen. Die Testung der Assoziation 

von c-MET und klinisch-histopathologischen Parametern erfolgte mittels des nicht-

parametrischen Kruskal-Wallis und Mann-Whitney-U-Tests. Eine Receiver Operation 

Characteristics (ROC)-Analyse ermöglichte die Bestimmung des optimalen Trennwertes für 

die Gruppierung der c-MET-Expression. Zur Überlebensanalyse wurden Kaplan-Meier-Kurven 

erstellt und anhand des Log-Rank-Tests auf statistische Signifikanz überprüft. Univariate und 

multivariable Cox-Regressionsanalysen dienten der Ermittlung des Einflusses einzelner 

Faktoren auf das Überleben sowie deren Unabhängigkeit. Zur Korrelationsanalyse von c-MET 

und PD-L1 erfolgte die Berechnung des Spearman-Koeffizienten. Ein p-Wert ≤0,05 wurde als 

statistisch signifikant gewertet. 
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6. Ergebnisse 

6.1 Charakterisierung des Kollektivs anhand klinisch-histopathologischer 

Parameter 

Bevor die eigentliche Analyse von c-MET erfolgt, soll das Patientenkollektiv auf seine 

Eigenschaften und Repräsentativität geprüft werden. Hierzu werden Überlebensanalysen 

bezüglich verschiedener klinisch-histopathologischer Parameter durchgeführt.  

 

6.1.1 Gesamt- und Metastasenfreies-Überleben  

Im Folgenden sind jeweils das Gesamtüberleben (OS, Zeit von Diagnosestellung bis Tod) und 

das metastasenfreie Überleben (MFS, Zeit von Diagnosestellung bis Auftreten von 

Metastasen) dargestellt (Abb.7 und 8). Das krebsspezifische Überleben (CSS, Zeit von 

Diagnosestellung bis zum krebsspezifischen Tod) ist in diesem Patientenkollektiv nicht 

aussagekräftig, da nur 6 von 70 Patienten laut Todesschein nachweislich an ihrer 

Krebserkrankung verstorben sind. Die mittlere Nachbeobachtungszeit für das OS betrug 40,2 

Monate und für das MFS 43,5 Monate. 

Das 5-Jahres-Gesamtüberleben beträgt in der Kohorte 71%, das 5-Jahres-metastasenfreie-

Überleben 56% (Abb.7 und 8). Die durchschnittliche Überlebenszeit liegt bei 86 Monaten (95 

% Konfidenzintervall= 73,4-98,8 Monate). Im Mittel waren nach 71 Monaten (KI= 54,3-87,6 

Monate) Metastasen nachweisbar. 

 

Mittelwert = 86,1 Monate 

95% KI = 73,4 – 98,8 Monate 
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Abbildung 7: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben aller Patienten 

 

 

 

 

Abbildung 8: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum metastasenfreien Überleben aller 
Patienten 

 

6.1.2 T-Stadium 

Unter den 70 Patienten der Kohorte wurden 54,3% als pT1-pT2 (Tumore niedrigen Stadiums) 

und 45,7% als pT3-pT4 (Tumore fortgeschrittenen Stadiums) nach TNM klassifiziert.  Sowohl 

das OS (p<0,001; Abb.9) als auch das MFS (p<0,001; Abb.10) weisen einen signifikanten 

Unterschied bezüglich des pT-Stadiums auf. Je höher das pT-Stadium, desto kürzer ist das 

mittlere Gesamtüberleben (Tab.9). Im pT1-Stadium beträgt es 107 Monate, wohingegen es im 

pT4-Stadium auf 6 Monate absinkt. Das 5-Jahres-Überleben liegt für die ersten beiden pT-

Gruppen noch über 90% bzw. 80%, ein deutlicher Abfall ist in der pT3-Gruppe zu verzeichnen 

Number at risk 

Patientenanzahl 70 43 31 18 14 5 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Number at risk 

Patientenanzahl 42 26 22 12 10 4 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Mittelwert = 70,9 Monate 

95% KI = 54,3 – 87,6 Monate 
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mit 42%, die pT4-Gruppe erreicht das 5-Jahres-Überleben nicht. Auch im MFS sieht man 

diesen Trend mit einem Mittelwert im pT1-Stadium von 93 Monaten bis hin zu lediglich 5 

Monaten im pT4-Stadium. Nach 5 Jahren Beobachtungszeitraum war kein Patient der pT4- 

und pT3-Gruppe metastasenfrei (Tab.9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabelle 9: Mittleres und 5-Jahresüberleben von OS und MFS bezüglich pT-Stadium 

 

 

 

 

 

 

 OS MFS 

 Mittleres 

Überleben  

5-Jahres-

Überleben 

Mittleres 

Überleben 

5-Jahres-

Überleben 

 Monate In Prozent Monate In Prozent 

pT1 107 94% 93 85% 

pT2 98 80% 76 57% 

pT3 56 42% 28 0% 

pT4 6 0% 5 0% 

Log rank: p < 0,001 
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Abbildung 9: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf das pT-
Stadium 

 
 

 

 

 

 

 

 

Abbildung 10: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum metastasenfreien Überleben bezogen 
auf das pT-Stadium 

 

 

Number at risk 

pT1 17 16 14 8 5 3 

pT2 21 15 13 9 8 2 

pT3 25 12 4 1 1 0 

pT4 7 0 0 0 0 0 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Number at risk 

pT1 13 11 10 5 4 2 

pT2 18 12 11 7 6 2 

pT3 8 3 1 0 0 0 

pT4 3 0 0 0 0 0 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Log rank: p < 0,001 
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6.1.3 Nodalstatus 

15,7% der Patienten wiesen keine Lymphknotenmetastasierung auf, während bei 8,6% ein 

pN1- bzw. bei 4,3% ein pN2-Stadium diagnostiziert wurde. Da bei unauffälliger Bildgebung 

und intraoperativem Befund keine Lymphadenektomie beim Nierenzellkarzinom erfolgen 

sollte, konnte bei 50 Patienten (71,4%) des Kollektivs keine Aussage über den Nodalstatus 

getroffen werden. Zur Überlebensanalyse wurde die pNX-Gruppe aus diesem Grund mit der 

pN0-Gruppe als N0-Gruppe zusammengefasst. Es zeigt sich, dass ein Lymphknotenbefall das 

Überleben signifikant verkürzt (p<0,001; Abb.11). Patienten der Gruppe pN0/pNX weisen ein 

mittleres Überleben von 91 Monaten (KI: 79-104) auf, welches beim pN1-Stadium auf 29 (KI: 

15-42) und pN2-Stadium auf 7 Monate (KI: 0-16) sinkt. Zu beachten sind allerdings die 

geringen Patientenzahlen in den Gruppen pN1 bzw. pN2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

Abbildung 11: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf den 
Nodalstatus 

Number at risk 

N0 oder NX 61 40 30 18 14 5 

N1 6 3 1 0 0 0 

N2 3 0 0 0 0 0 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Log rank: p < 0,001 
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6.1.4 Metastasierung 

40% der Patienten metastasierten synchron, 15,7% früh metachron (≤24 Monaten) und 8,6% 

spät metachron (>24 Monaten), wohingegen 35,7% keine Metastasierung aufwiesen. Das 

Gesamtüberleben zeigt einen signifikanten Unterschied bezüglich der Metastasierung 

(p<0,001; Abb.12).  Patienten ohne Metastasierung weisen ein 5-Jahres-Überleben von 100% 

auf, wohingegen ein Auftreten von Metastasen das Gesamtüberleben signifikant verkürzt. Die 

spät metachrone Gruppe hat ein längeres 5-Jahresüberleben mit 80% als die früh metachrone 

und synchrone Gruppe (54% bzw. 38%), allerdings ergeben sich beim paarweisen Vergleich 

dieser drei Gruppen keine signifikanten Unterschiede bezüglich des OS. Fasst man die 

synchron und früh metachron metastasierten Patienten als Ausdruck einer aggressiveren 

Erkrankung in einer Gruppe mit Metastasierung ≤24 Monaten zusammen, so ergibt sich beim 

paarweisen Vergleich mit der Gruppe >24 Monaten kein signifikanter Unterschied bezüglich 

des OS. Wie zuvor kann bei Patienten ohne Metastasierung ein signifikant längeres 

Gesamtüberleben sowohl gegenüber Patienten mit einer Metastasierung ≤24 Monaten als 

auch >24 Monaten beobachtet werden (p<0,001; Abb.13). 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Log rank: p < 0,001 
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Abbildung 12: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf die 
Metastasierung mit der Unterscheidung früh und spät metachron 

 

 
 

 

 

 

 

 

Abbildung 13: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf die 
Metastasierung; früh metachron und synchron sind in der Gruppe ≤24 Monaten zusammengefasst 

 

Number at risk 

Keine M. 25 20 18 10 10 4 

Früh meta 11 6 3 2 1 1 

Spät meta 6 6 5 4 2 0 

synchron 28 11 5 2 1 0 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Number at risk 

Keine M. 25 20 18 10 10 4 

Metachron (>24 M) 6 6 5 4 2 0 

Metast. ≤24 M 39 17 8 4 2 1 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Log rank: p < 0,001 
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6.1.5 Grading 

Bei 41,4% der Patienten war kein Grading bekannt, 4,3% wiesen G1, 24,3% G2, 25,7% G3 

und 4,3% den Malignitätsgrad G4 auf. Das Grading ist im Log-rank Test kein signifikanter 

Parameter für das OS und MFS (p=0,074 und p=0,076; Abb.14 und 15). Dennoch zeichnet 

sich der Trend ab, dass das Gesamtüberleben umso kürzer wird, je höher der Malignitätsgrad 

ist. Das 5-Jahresüberleben der G1-Gruppe beträgt 100% verglichen mit 40% bei G3 bzw. 0% 

bei G4. Man muss jedoch anmerken, dass nur jeweils 3 Patienten der Gruppe G1 und G4 

zugeordnet werden konnten, weshalb hier die Aussagekraft gering ist. Beim MFS sind keine 

Patienten der Gruppe G4 aufgeführt, da diese alle eine synchrone Metastasierung aufweisen 

und aus der Analyse ausgeschlossen wurden. Es zeigt sich für G2 mit 82 Monaten (KI: 54-

111) ein längeres mittleres metastasenfreies Überleben als bei G3 (42 Monate; KI: 11-73), 

jedoch ohne statistische Signifikanz. 

 
 

 

 

 

 

 

Abbildung 14: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf das 
Grading 

Number at risk 

G1 3 2 2 2 0 0 

G2 17 14 12 6 5 2 

G3 18 7 3 1 0 0 

G4 3 1 0 0 0 0 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Log rank: p = 0,074 
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Abbildung 15: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum metastasenfreien Überleben bezogen 
auf das Grading 

 

6.2 Charakterisierung und Analyse der c-MET-Expression  

Um die Relevanz im klarzelligen NZK zu beurteilen, wurden die c-MET-Expressionslevel in 

Primärtumoren der Kohorte charakterisiert, quantifiziert und schließlich mit 

histopathologischen und klinischen Parametern assoziiert.  

6.2.1 Profil der c-MET-Expression  

Die IHC-Analyse der c-MET-Expression ergab eine große Spannbreite bezüglich der 

Färbeintensität. Diese variierte von negativ (Score 0) bis hin zu stark positiv (Score 3), wobei 

auch innerhalb der einzelnen Schnitte Intensitätsunterschiede auftraten (Abb. 16). Eine 

Heterogenität konnte ebenfalls bei der Prozentzahl an Zellen mit gleicher Intensität beobachtet 

werden. 

Number at risk 

G1 2 0 0 0 0 0 

G2 13 10 8 4 3 1 

G3 7 3 2 1 0 0 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Log rank: p = 0,076 
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Abbildung 16: Repräsentative immunhistochemische c-MET-Färbung an einem Tumorgewebeschnitt.  
Übersichtsaufnahme, Maßstabsbalken: 2000 µm. Die blauen Pfeile weisen auf Bereiche mit stärkerer Färbung hin, 

wodurch die Heterogenität erkennbar wird. 

Darüber hinaus konnte die c-MET-Expression sowohl auf der Plasmamembran als auch im 

Zytoplasma lokalisiert werden, wobei sich die Intensität zwischen den Präparaten und auch 

innerhalb dieser unterschieden. Um einen Eindruck von den Ergebnissen der 

immunhistochemischen Färbungen zu bekommen, ist im Folgenden für jede membranöse und 

zytoplasmatische Färbeintensitätsstufe (0-3), welche in den H-Score einfließt, ein 

beispielhafter Präparatausschnitt dargestellt (Abb.17 und 18). 

     

     

Abbildung 17: Beispiele für die membranöse Expression von c-MET in Tumorgewebeschnitten bei 40-
facher Vergrößerung. Maßstabsbalken: 100µm. Die Färbung erfolgte mittels LSAB-Methode mit Hämatoxylin-
Gegenfärbung (A) keine nachweisbare membranöse c-MET-Expression (B) schwache, (C) moderate und (D) starke 
membranöse c-MET-Expression. Die Bilder veranschaulichen die graduelle Heterogenität der c-MET-Expression 
in Tumorzellen innerhalb der Patientenkohorte.  

A B 

C D 
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Abbildung 18: Beispiele für die zytoplasmatische Expression von c-MET in Tumorgewebeschnitten bei 40-
facher Vergrößerung. Maßstabsbalken: 100µm. Die Färbung erfolgte mittels LSAB-Methode mit Hämatoxylin-
Gegenfärbung (A) keine nachweisbare zytoplasmatische c-MET-Expression (B) schwache, (C) moderate und (D) 
starke zytoplasmatische c-MET-Expression. Die Bilder veranschaulichen die graduelle Heterogenität der c-MET-
Expression in Tumorzellen innerhalb der Patientenkohorte.   

Durch die Heterogenität von membranöser und zytoplasmatischer Expression in den 

Tumorschnitten erfolgte jeweils die getrennte Bestimmung des H-Scores. Hierbei ergab sich 

folgende Verteilung (Abb.19 und 20): Wie den Histogrammen zu entnehmen, ist die 

membranöse Expression mit einem Mittelwert von 101,8 bzw. einem Median von 82,5 des H-

Scores stärker als die zytoplasmatische Expression mit einem Mittelwert von 79,4 bzw. einem 

Median von 60. Die H-Scores sind in beiden Kategorien weit gestreut, wobei sich keine 

Normalverteilung zeigt. Die Maximal- und Minimalwerte für c-MET-m(membranös) betragen 

270 bzw. 10, für c-MET-z(zytoplasmatisch) 220 bzw. 0.  

A B 

C D 
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Abbildung 19: Histogramm des H-Scores für die membranöse c-MET-Expression. Balken: 
Häufigkeitsverteilung der Patienten-H-Scores, basierend auf der immunhistochemischen Bewertung der 
membranösen c-MET-Färbung in Tumorgewebeschnitten; schwarze Kurve: angenäherte Normalverteilung  

  

 
 
Abbildung 20: Histogramm des H-Scores für die zytoplasmatische c-MET-Expression. Balken: 
Häufigkeitsverteilung der Patienten-H-Scores, basierend auf der immunhistochemischen Bewertung der 
zytoplasmatischen c-MET-Färbung in Tumorgewebeschnitten; schwarze Kurve: angenäherte Normalverteilung  

Mittelwert: 101,8 

Median: 82,5 

Mittelwert: 79,4 

Median: 60 
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6.2.2 Assoziation von c-MET mit klinisch-histopathologischen Parametern 

Um die Assoziation der c-MET-Expressionsmuster (membranös und zytoplasmatisch) mit den 

histopathologischen und klinischen Parametern pT-Stadium, Nodalstatus, Grading und 

Metastasierung auszuwerten, wurde eine nicht-parametrische Testung mit dem fortlaufenden 

H-Score durchgeführt. Da sich die Expressionsmuster und -intensitäten von c-MET-m und c-

MET-z je nach Patientenprobe deutlich unterschieden, wurden diese getrennt betrachtet. Im 

Folgenden sind zunächst zur Übersicht für jeden Parameter Mittelwert und Median des c-MET-

m- und c-MET-z-H-Scores angegeben (Tab.10). Hier ist bei höherem pT-Stadium (pT1 und 

pT2 vs. pT3 und pT4) ein tendenziell höherer H-Score sowohl membranös als auch 

zytoplasmatisch zu beobachten, gleiches gilt für den Nodalstatus (pN0 vs. pN1 und pN2) mit 

Ausnahme des c-MET-z-Medians, welcher für das Stadium pN1 niedriger ist als für pN0 (65 

bzw. 80). Beim Grading (G1 und G2 vs. G3 und G4) und der Metastasierung (keine und spät 

metachron vs. synchron und früh metachron) ist dieser Trend des höheren H-Scores ebenfalls 

für c-MET-m zu verzeichnen. Im Fall von c-MET-z steigen nur die Mittelwerte, nicht die 

Mediane, mit sinkender Differenzierung, bei der Metastasierung zeigt die spät metachrone 

Gruppe die höchsten H-Scores. 

 

Klinisch-histopathologische 

Parameter 

Anzahl  

(In 

Prozent) 

H-Score  

c-MET-m 

H-Score  

c-MET-z 

Mittelwert Median Mittelwert Median 

pT-Stadium pT1 17 (24,3%) 71,8 55 66,5 45 

pT2 21 (30%) 85,7 70 66,2 50 

pT3 25 (35,7%) 132 110 93,4 80 

pT4 7 (10%) 115 125 100 80 

Nodalstatus pN0 11 (15,7%) 109,1 90 77,7 80 

pN1 6 (8,6%) 157,5 180 89,2 65 

pN2 3 (4,3%) 126,7 160 146,7 125 

Grading G1 3 (4,3%) 51,7 50 45 45 

G2 17 (24,3%) 70,3 65 56,8 50 

G3 18 (25,7%) 117 110 77,2 72,5 

G4 3 (4,3%) 146,7 200 83,3 30 

Metastasierung keine 25 (35,7%) 71,6 60 66,2 50 

spät 

metachron 

6 (8,6%) 78,3 60 100,8 82,5 
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(>24 

Monate) 

früh 

metachron 

(≤24 

Monate) 

11 (15,7%) 128,2 120 90 50 

synchron 28 (40%) 123,4 117,5 82,3 72,5 

Tabelle 10: Mittelwerte und Mediane der H-Scores von c-MET-m und c-MET-z bezüglich klinisch-

histopathologischer Parameter 

Um die statistischen Signifikanzen der Assoziation von c-MET und den Parametern zu 

berechnen, erfolgte als Nächstes die genaue Analyse des fortlaufenden H-Scores mittels 

nicht-parametrischer Tests. 

 

6.2.2.1 Assoziation von c-MET-membranös mit klinisch-histopathologischen 

Parametern 

Die membranöse c-MET-Expression ist signifikant mit dem pT-Stadium assoziiert (p=0,034; 

Abb.21 und Tab.11). Bei genauerer Analyse weisen Patienten mit pT1-Stadium signifikant 

niedrigere membranöse c-MET-H-Scores auf als Patienten des Stadiums pT3 (p=0,010; 

Abb.21 und Tab.11). Gleiches gilt auch für das pT2- gegenüber dem pT3-Stadium (p=0,043; 

Abb.21 und Tab.11). Bei den übrigen pT-Kombinationen lässt sich kein signifikanter 

Unterschied bezüglich der membranösen c-MET-Expression beobachten (Abb.21 und 

Tab.11). Zu beachten ist jedoch die große Spannbreite von Minimum- zu Maximumwerten, 

welche besonders stark im pT3-Stadium ausgeprägt ist (Abb.21). Bezüglich der 

Lymphknotenmetastasierung lässt sich ein signifikanter Unterschied der c-MET-m-Expression 

zwischen pN0/pNX und pN1-Stadium nachweisen (p=0,042; Tab.11), allerdings ist die 

Aussagekraft gering, da nur 6 Patienten dem pN1- und 11 Patienten dem pN0-Stadium 

zugeordnet werden konnten. Im Kruskal-Wallis-Test zeigt die Variable in ihrer Gesamtheit 

hingegen keine Signifikanz (p=0,116; Tab.11). Ähnlich ist es beim Grading mit einer fehlenden 

Signifikanz im Kruskal-Wallis-Test (p=0,075; Tab.11) bei vorhandenem signifikanten 

Unterschied von G2 und G3 im Mann-Whitney-U-Test bezüglich der membranösen c-MET-

Expression (p=0,027; Tab.11). Auch hier ist zu berücksichtigen, dass fast 50% der Patienten 

bezüglich des Gradings nicht klassifiziert wurden und die Aussagekraft dieser Analyse somit 

eingeschränkt ist. 
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Abbildung 21: Streudiagramm zur Assoziation von membranöser c-MET-Expression und dem pT-Stadium. 
Die Punkte kennzeichnen die individuellen H-Scores. Der Median jeder Gruppe ist durch eine horizontale Linie 
markiert. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test 

ermittelt und durch eckige Klammern gekennzeichnet. 

 

Das Auftreten von Metastasen ist signifikant mit erhöhter c-MET-m-Expression korreliert 

(p=0,005), wobei Patienten mit synchroner und früh metachroner (≤24 Monate) 

Metastasierung gegenüber denjenigen ohne Metastasierung eine signifikant höhere c-MET-

m-Expression aufweisen (p=0,007 und p=0,015; Abb.22). Ein Vergleich zwischen keiner und 

spät metachroner Metastasierung ergibt hingegen keinen signifikanten Unterschied (p=0,643), 

ebenso wie Testungen von spät metachroner, früh metachroner und synchroner 

Metastasierung untereinander (Abb.22). 

 

 

 

 

 

 

 

p=0,010 

p=0,043 
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Abbildung 22: Streudiagramme zur Assoziation von membranöser c-MET-Expression und verschiedenen 
Untergruppen der Metastasierung. Die Punkte kennzeichnen die individuellen H-Scores. Der Median jeder 
Gruppe ist durch eine horizontale Linie markiert. Statistisch signifikante Unterschiede zwischen den Gruppen 
wurden mit dem Mann-Whitney-U-Test ermittelt. 

 

Assoziation von c-MET-m mit… Test p-Wert 

pT-Stadium Zusammengefasst über alle Stadien Kruskal-Wallis 0,034 

T1 vs. T2 Mann-Whitney-U 0,281 

T1 vs. T3 Mann-Whitney-U 0,010 

T1 vs. T4 Mann-Whitney-U 0,147 

T2 vs. T3 Mann-Whitney-U 0,043 

T2 vs. T4 Mann-Whitney-U 0,348 

T3 vs. T4 Mann-Whitney-U 0,592 

pN-Stadium Zusammengefasst über alle Stadien Kruskal-Wallis 0,116 

N0 und NX vs. N1 Mann-Whitney-U 0,042 
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N0 und NX vs. N2 Mann-Whitney-U 0,587 

N1 vs. N2 Mann-Whitney-U 0,548 

Grading Zusammengefasst über alle Stadien Kruskal-Wallis 0,075 

G1 vs. G2 Mann-Whitney-U 0,546 

G1 vs. G3 Mann-Whitney-U 0,125 

G1 vs. G4 Mann-Whitney-U 0,400 

G2 vs. G3 Mann-Whitney-U 0,027 

G2 vs. G4 Mann-Whitney-U 0,216 

G3 vs. G4 Mann-Whitney-U 0,534 

Metastasierung  keine M. vs. M. Mann-Whitney-U 0,005 

keine M. vs. syn Mann-Whitney-U 0,007 

keine M. vs. früh meta Mann-Whitney-U 0,015 

keine M. vs. spät meta Mann-Whitney-U 0,643 

früh meta vs. spät meta Mann-Whitney-U 0,078 

früh meta vs. syn Mann-Whitney-U 0,818 

spät meta vs. syn Mann-Whitney-U 0,220 

Tabelle 11: Nicht-parametrische Testung von c-MET-m mit klinisch-histopathologischen Parametern 

 

6.2.2.2 Assoziation von c-MET-zytoplasmatisch mit klinisch-

histopathologischen Parametern  

Die nicht-parametrische Testung von c-MET-z ergibt beim pT-Stadium, Grading und der 

Metastasierung keinerlei statistisch signifikante Assoziation (Tab.12). Lediglich beim Vergleich 

von pN0 und pNX mit pN2 zeigt sich ein signifikanter Unterschied bezüglich der c-MET-z-

Expression (p=0,028; Tab.12), welcher jedoch insbesondere aufgrund der geringen 

Patientenzahl des pN2-Stadiums (3 Personen) vernachlässigt werden kann. 

Assoziation von c-MET-z mit… Test p-Wert 

pT-Stadium Zusammengefasst über alle Stadien Kruskal-Wallis 0,340 

T1 vs. T2 Mann-Whitney-U 0,728 

T1 vs. T3 Mann-Whitney-U 0,174 

T1 vs. T4 Mann-Whitney-U 0,234 

T2 vs. T3 Mann-Whitney-U 0,185 

T2 vs. T4 Mann-Whitney-U 0,296 

T3 vs. T4 Mann-Whitney-U 0,755 

pN-Stadium Zusammengefasst über alle Stadien Kruskal-Wallis 0,108 
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N0 und NX vs. N1 Mann-Whitney-U 0,806 

N0 und NX vs. N2 Mann-Whitney-U 0,028 

N1 vs. N2 Mann-Whitney-U 0,262 

Grading Zusammengefasst über alle Stadien Kruskal-Wallis 0,408 

G1 vs. G2 Mann-Whitney-U 0,842 

G1 vs. G3 Mann-Whitney-U 0,262 

G1 vs. G4 Mann-Whitney-U 0,700 

G2 vs. G3 Mann-Whitney-U 0,118 

G2 vs. G4 Mann-Whitney-U 0,842 

G3 vs. G4 Mann-Whitney-U 0,740 

Metastasierung  keine M. vs. M. Mann-Whitney-U 0,136 

keine M. vs. syn Mann-Whitney-U 0,232 

keine M. vs. früh meta Mann-Whitney-U 0,396 

keine M. vs. spät meta Mann-Whitney-U 0,158 

früh meta vs. spät meta Mann-Whitney-U 0,462 

früh meta vs. syn Mann-Whitney-U 0,988 

spät meta vs. syn Mann-Whitney-U 0,466 

Tabelle 12: Nicht-parametrische Testung von c-MET-z mit klinisch-histopathologischen Parametern 

 

6.3 Überlebensanalyse bezüglich der c-MET-Expression 

Mithilfe der Kaplan-Meier-Kurven wurde die prognostische Wertigkeit von c-MET untersucht. 

Zunächst erfolgte die Gruppierung von c-MET anhand des H-Score-Medians, welcher für die 

membranöse Expression 82,5 und für die zytoplasmatische Expression 60 beträgt. Daraus 

ergeben sich folgende Gruppen: c-MET-mschwach von einem H-Score 0 bis 82,5 und c-MET-

mstark von > 82,5 bis 270 bzw. c-MET-zschwach von 0 bis 60 und c-MET-zstark von > 60 bis 220. 

Diese Gruppierungsmethode ist bereits in der Literatur etabliert und ermöglicht den Vergleich 

von schwacher mit starker Expression. 

6.3.1 Analyse von c-MET-membranös gruppiert nach Median 

Das OS (p=0,060; Abb.23) und MFS (p=0,091; Abb.24) weisen einen Trend bezüglich der 

membranösen c-MET-Expression auf. Tendenziell zeigen Patienten der Gruppe c-MET-

mschwach ein längeres Gesamtüberleben und bilden später Metastasen als Patienten der 

Gruppe c-MET-mstark. Dieser Unterschied ist jedoch nicht statistisch signifikant. Das 5-Jahres-

Überleben liegt für c-MET-mschwach bei 79%, für c-MET-mstark bei 63% und das mittlere 

Gesamtüberleben beträgt 96 Monate (KI: 81-111) bzw. 65 Monate (KI: 49-81). Patienten mit 
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schwacher Expression bilden im Mittel nach 81 Monaten (KI: 61-100), Patienten mit starker 

Expression nach 45 Monaten (KI: 25-65) Metastasen. 

 

Number at risk 

c-MET-m schwach 35 26 22 14 11 5 

c-MET-m stark 35 17 9 4 3 0 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 23: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf den c-
MET-m-Status gruppiert nach Median 

Log rank: p = 0,060 
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Number at risk 

c-MET-m schwach 26 19 16 10 9 4 

c-MET-m stark 16 7 6 2 1 0 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 24: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum metastasenfreien Überleben bezogen 
auf den c-MET-m-Status gruppiert nach Median 

 

6.3.2 Analyse von c-MET-zytoplasmatisch gruppiert nach Median 

Die Intensität der zytoplasmatischen c-MET-Expression weist keinen Unterschied beim OS 

(p=0,688; Abb.25) und MFS (p=0,880; Abb.26) auf. Im Gegensatz zu c-MET-m ist hier auch 

kein Trend zu sehen. Somit haben Patienten beider Gruppen (c-MET-zschwach und c-MET-

zstark) ein vergleichbares Gesamtüberleben mit einem Mittelwert von 82 (KI: 63-101) bzw. 89 

Monaten (KI: 71-106), sowie einem mittleren metastasenfreien Überleben von 73 (KI: 49-97) 

bzw. 71 Monaten (KI: 48-94). 

Log rank: p = 0,091 
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Number at risk 

c-MET-z schwach 36 23 15 7 5 2 

c-MET-z stark 34 20 16 11 9 3 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 25: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf den c-
MET-z-Status gruppiert nach Median 

 

 

Log rank: p = 0,688 

Log rank: p = 0,880 
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Number at risk 

c-MET-z schwach 23 13 10 4 4 2 

c-MET-z stark 19 13 12 8 6 2 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 26: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum metastasenfreien Überleben bezogen 
auf den c-MET-z-Status gruppiert nach Median 

 

6.3.3 ROC-Analyse 

Da die membranöse c-MET-Expression (gruppiert nach Median) zwar einen Trend im OS und 

MFS bei den zwei verschiedenen Patientengruppen zeigt, jedoch keine statistische Signifikanz 

beobachtet werden konnte, wurde eine Receiver Operation Characteristics (ROC)-Analyse 

durchgeführt, um einen geeigneten Trennwert zu erhalten. Hier ergibt sich ein optimaler 

Trennwert von 107,5 für den membranösen und 52,5 für den zytoplasmatischen H-Score 

(Abb.27 und 28). Beim membranösen H-Score zeigt sich eine bessere Trennschärfe mit AUC 

(Area under curve) = 0,704 im Gegensatz zum zytoplasmatischen H-Score mit 0,608. Wie 

zuvor mit dem Median werden auch hier zwei Gruppen gebildet: c-MET-mschwach von einem 

H-Score 0 bis 107,5 und c-MET-mstark von >107,5 bis 270 bzw. c-MET-zschwach von 0 bis 52,5 

und c-MET-zstark von >52,5 bis 220. In den folgenden Analysen kommt diese Gruppierung zum 

Einsatz. 
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Abbildung 27: ROC-Analyse des membranösen H-Scores. Die Receiver Operating Characteristics (ROC)-Kurve 
zeigt die Leistungsfähigkeit des membranösen H-Scores zur Unterscheidung von Tumoren mit hoher und niedriger 
c-MET-Expression. Die AUC ist definiert als Fläche zwischen Bezugslinie und Graph zur membranösen Färbung 
und kennzeichnet die Trennschärfe.  

 
Abbildung 28: ROC-Analyse des zytoplasmatischen H-Scores. Die Receiver Operating Characteristics (ROC)-
Kurve zeigt die Leistungsfähigkeit des zytoplasmatischen H-Scores zur Unterscheidung von Tumoren mit hoher 
und niedriger c-MET-Expression. Die AUC ist definiert als Fläche zwischen Bezugslinie und Graph zur 
zytoplasmatischen Färbung und kennzeichnet die Trennschärfe.  

AUC: 0,704 

Trennwert: 107,5 

AUC: 0,608 

Trennwert: 52,5 
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6.3.4 Analyse von c-MET-membranös gruppiert nach ROC-Trennwert 

Sowohl das OS (p=0,029; Abb.29) als auch das MFS (p=0,001; Abb.30) weisen einen 

signifikanten Unterschied bezüglich der membranösen c-MET-Expression auf. Patienten, bei 

denen c-MET schwächer exprimiert wird, überleben signifikant länger und bilden auch später 

Metastasen aus als Patienten mit starker c-MET-Expression. Das mittlere Gesamtüberleben 

beträgt bei schwacher Expression 96 Monate (KI: 82-110), bei starker Expression 62 Monate 

(KI: 43-80). Im Mittel bilden Patienten mit schwacher Expression nach 85 Monaten (KI: 67-

103) signifikant später Metastasen als die der starken Expressions-Gruppe nach 30 Monaten 

(KI: 10-50). Das 5-Jahres-Überleben beträgt bei der Gruppe c-MET-mschwach 79% im Vergleich 

zur Gruppe c-MET-mstark mit 58%. Darüber hinaus sind nach 5 Jahren noch 69% der Patienten 

mit schwacher Expression metastasenfrei, wohingegen nur noch bei 20% der Patienten der 

Gruppe mit starker Expression eine Metastasenfreiheit beobachtet werden kann.  

 

Number at risk 

c-MET-m schwach 42 30 25 15 12 5 

c-MET-m stark 28 13 6 3 2 0 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 29: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf den c-
MET-m-Status gruppiert nach ROC-Trennwert 

Log rank: p = 0,029 
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Number at risk 

c-MET-m schwach 30 22 19 11 10 4 

c-MET-m stark 12 4 3 1 0 0 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 30: Kaplan-Meier-Kurve und Number-at-risk-Tabelle zum metastasenfreien Überleben bezogen 
auf den c-MET-m-Status gruppiert nach ROC-Trennwert 

 

6.3.5 Analyse von c-MET-zytoplasmatisch gruppiert nach ROC-Trennwert 

Die Intensität der zytoplasmatischen c-MET-Expression weist auch nach Gruppierung durch 

die ROC-Analyse keinen Unterschied beim OS (p=0,455; Abb.31) und MFS (p=0,648; Abb.32) 

auf. Somit können bei den Patientengruppen c-MET-zschwach und c-MET-zstark ähnliche 

Überlebenszeiten verzeichnet werden. Das 5-Jahresüberleben beträgt 78% für schwache und 

65% für starke zytoplasmatische Expression, das mittlere Gesamtüberleben 90 Monate (KI: 

72-110) bzw. 81 Monate (KI: 63-98). Nach 5 Jahren sind in beiden Gruppen etwa 57% der 

Patienten metastasenfrei. Im Mittel bilden Patienten mit c-MET-zschwach-Status nach 76 (KI: 

52-101), Patienten mit c-MET-zstark nach 68 Monaten (KI: 46-91) Metastasen. 

Log rank: p = 0,001 
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Number at risk 

c-MET-z schwach 33 21 13 7 5 2 

c-MET-z stark 37 22 18 11 9 3 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 31: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf den c-
MET-z-Status gruppiert nach ROC-Trennwert 

 

 

Log rank: p = 0,455 

Log rank: p = 0,648 
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Number at risk 

c-MET-z schwach 22 12 10 4 4 2 

c-MET-z stark 20 14 12 8 6 2 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 32: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum metastasenfreien Überleben bezogen 
auf den c-MET-z-Status gruppiert nach ROC-Trennwert 

 

6.4 Korrelationsanalyse von c-MET und PD-L1 

Um potentielle Co-Expressionsmuster von c-MET und PD-L1 zu untersuchen, erfolgte eine 

Korrelationsanalyse unter Verwendung der immunhistochemischen H-Scores. Ziel dieser 

Analyse war es, festzustellen, ob die Expressionslevel dieser beiden Proteine miteinander 

assoziiert sind und damit eine funktionale Beziehung naheliegt. Die Korrelationsanalyse 

erfolgte getrennt für die membranöse und zytoplasmatische c-MET-Expression. Da die 

untersuchten Variablen nicht normal verteilt sind (Abb.19 und 20), wurde eine Spearman-

Korrelation durchgeführt (Tab.13). Auffällig in der Analyse ist die geringe PD-L1-Expression 

der untersuchten Gewebeschnitte im Vergleich zur c-MET-Expression mit einem Maximalwert 

von 100 und Negativität bei 43,3% der Patienten. Weitere 26,7% des Kollektivs weisen einen 

PD-L1-H-Score von 1 auf. Es ergibt sich eine signifikante mäßig starke Korrelation zwischen 

membranöser c-MET- und PD-L1-Expression auf den Tumorzellen (Spearman-

Korrelationskoeffizient=0,342 p=0,007; Tab.13 und Abb.33). Das Streudiagramm zeigt einen 

klaren Trend, wobei sich viele Werte entlang einer vertikalen Linie gruppieren (Abb.33). Eine 

Untergruppe von Proben mit einem c-MET-m H-Score von über 100 weisen auch eine 

entsprechend höhere PD-L1-Expression von 1-100 auf. Im Gegensatz dazu kann keine 

signifikante Korrelation zwischen zytoplasmatischer c-MET- und PD-L1-Expression 

festgestellt werden (Spearman-Korrelationskoeffizient= -0,032 p=0,810; Tab.13 und Abb.34). 

Ähnlich wie bei c-MET-m liegt auch im Streudiagramm von c-MET-z die Gruppierung vieler 

Werte entlang einer Vertikalen vor. Allerdings zeigt ein c-MET-z H-Score von über 100 keine 

auffällig häufig korrespondierende PD-L1-Expression von 1-100.  

 

Korrelation Spearman-
Koeffizient 

Signifikanz 

c-MET-m und PD-L1 0,342 0,007 

c-MET-z und PD-L1 -0,032 0,810 
 

Tabelle 13: Korrelationsanalyse von c-MET und PD-L1. Angegeben sind jeweils die Korrelationskoeffizienten 
nach Spearman und deren Signifikanz mit getrennter Analyse von c-MET-m und c-MET-z. 
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Abbildung 33: Streudiagramm zur Korrelation der membranösen c-MET- und PD-L1-Expression. Blaue 
Punkte: individuelle Wertepaare aus c-MET-m- und PD-L1-Expression; roter Graph: Graph der 

Korrelationsgleichung Y; gestrichelte rote Graphen: 95% Konfidenzintervall; r: Spearman-Korrelationskoeffizient  

 

 

 

 

Abbildung 34: Streudiagramm zur Korrelation der zytoplasmatischen c-MET- und PD-L1-Expression. Grüne 
Vierecke: individuelle Wertepaare aus c-MET-z- und PD-L1-Expression; grüner Graph: Graph der 
Korrelationsgleichung Y; r: Spearman-Korrelationskoeffizient  
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6.5 Überlebensanalyse der Kombination aus c-MET- und PD-L1-Expression 

Wir klassifizierten die Patientenfälle nach c-MET-Expression (membranös oder 

zytoplasmatisch) und PD-L1-Expression der Tumorzellen und führten daraufhin 

Überlebensanalysen unter Berücksichtigung beider Marker durch. Aufgrund der größtenteils 

schwachen oder fehlenden PD-L1-Expression (43,3% negativ) erfolgte eine Gruppierung in 

PD-L1 negativ bzw. positiv. 

 

6.5.1 Kombinierte Analyse von c-MET-membranös und PD-L1 

6.5.1.1 c-MET-membranös gruppiert nach Median 

In dieser Analyse wurde PD-L1-Positivität als H-Score >0 definiert, während c-MET-m anhand 

des Medians von 82,5 in eine schwache und starke Gruppe unterteilt wurde. Gruppiert man c-

MET-m nach dem Median ergibt sich kein signifikanter Unterschied der einzelnen 

Kombinationen im Gesamtüberleben (p=0,141; Abb.35). Tendenziell haben Patienten mit 

geringer bzw. keiner Expression der beiden Marker (orange Kurve; Abb.35) die beste 

Prognose mit einem 5-Jahresüberleben von 93% und einem mittleren Überleben von 106 

Monaten (KI: 89-123), allerdings lässt sich insgesamt keine statistische Signifikanz 

verzeichnen. Anders verhält es sich beim metastasenfreien Überleben (p=0,032; Abb.36), 

welches für die Gruppe c-MET-mschwach/PD-L1- gegenüber allen übrigen Gruppen signifikant 

länger ist. Patienten des Status c-MET-mschwach/PD-L1 – bilden am spätesten, im Mittel nach 

112 Monaten (KI: 99-125), Metastasen. Nach 5 Jahren sind immer noch 100% der Patienten 

metastasenfrei. In der Gruppe c-MET-mstark/PD-L1 + entwickeln alle Patienten innerhalb von 

5 Jahren Metastasen (Mittelwert 35 Monate (KI: 17-53)). Die Gruppe c-MET-mstark/PD-L1 – 

weist ein 5-Jahres-metastasenfreies-Überleben von 60% bei einem Mittelwert von 52 Monaten 

(KI: 19-85), die Gruppe c-MET-mschwach/PD-L1 + von 33% bei einem mittleren Wert von 54 

Monaten (KI: 24-83) auf. Beim paarweisen Vergleich dieser drei Gruppen untereinander ergibt 

sich kein signifikanter Unterschied bezüglich des MFS. 

 



 

78 
 

6. Ergebnisse 

 

Number at risk 

c-MET-mstark & PD-L1+ 20 11 4 1 1 0 

c-MET-mstark & PD-L1 - 10 4 4 3 2 0 

c-MET-mschwach & PD-L1 + 14 12 9 5 4 2 

c-MET-mschwach & PD-L1 - 16 13 13 9 7 3 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 35: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf den 
kombinierten c-MET-m (gruppiert nach Median) und PD-L1 Status  

 

Log rank: p = 0,141 
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Abbildung 36: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum metastasenfreien Überleben bezogen 
auf den kombinierten c-MET-m (gruppiert nach Median) und PD-L1 Status 

 

6.5.1.2 c-MET-membranös gruppiert nach ROC-Trennwert 

Diese Untersuchung berücksichtigte die Gruppierung des membranösen c-MET H-Scores 

basierend auf der ROC-Analyse. Die Analyse des Gesamtüberlebens zeigt einen signifikanten 

Unterschied zwischen den verschiedenen Gruppen (p=0,034; Abb.37). Patienten mit dem 

Status c-MET-mschwach/PD-L1 - überleben am längsten, hier beträgt das 5-Jahres-Überleben 

94% bei einem Mittelwert von 108 Monaten (KI: 92-123). Im Gegensatz dazu weisen 

insbesondere die Gruppen c-MET-mstark/PD-L1 + und c-MET-mstark/PD-L1 – ein kürzeres 

Gesamtüberleben (Mittelwert 60 Monate (KI: 39-81) bzw. 57 Monate (KI: 20-94)) auf und 

besitzen jeweils ein ähnliches 5-Jahres-Überleben zwischen 55% und 60%. Patienten mit dem 

Status c-MET-mschwach/PD-L1 + haben zwar ein längeres Überleben als die zuletzt genannten 

Number at risk 

c-MET-m stark & PD-L1 + 10 4 3 0 0 0 

c-MET-m stark & PD-L1 - 5 3 3 2 1 0 

c-MET-mschwach & PD-L1 + 13 7 5 2 2 1 

c-MET-mschwach & PD-L1 - 11 11 11 8 7 3 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Log rank: p = 0,032 
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Gruppen (5-Jahres-Überleben 65%, mittleres Überleben 85 Monate (KI: 64-107)), dennoch ist 

klar zu erkennen, dass eine geringe bzw. keine Expression beider Parameter die signifikant 

beste Prognose hat (orange Kurve; Abb.37). Ändert man also die Gruppierung von c-MET im 

Gegensatz zur vorherigen Analyse (Kapitel 6.5.1.1), so spielt dessen Status ebenfalls eine 

Rolle für das Gesamtüberleben.  

Bei der Analyse des MFS zeigt sich ebenso ein signifikanter Unterschied zwischen der Gruppe 

c-MET-mschwach/PD-L1- und den übrigen Gruppen (p=0,002; Abb.38). Wie schon bei der 

Gruppierung nach Median haben Patienten des Status c-MET-mschwach/PD-L1 – die beste 

Prognose bezüglich der Metastasierung. Auch hier sind nach 5 Jahren immer noch 100% der 

Patienten metastasenfrei, im Mittel kommt es nach 113 Monaten (KI: 101-124) zur 

Metastasierung. In der Gruppe c-MET-mstark/PD-L1 + entwickeln alle Patienten innerhalb von 

5 Jahren Metastasen (Mittelwert 30 Monate; KI: 10-50). Die Gruppe c-MET-mstark/PD-L1 – 

weist ein 5-Jahres-metastasenfreies-Überleben von 33% (Mittelwert 30 Monate; KI: 0-75), die 

Gruppe c-MET-mschwach/PD-L1 + von 40% (Mittelwert 60 Monate; KI: 31-88) auf. Zu beachten 

ist jedoch die geringe Patientenzahl von 3 in der zuerst genannten Gruppe, was den Vergleich 

erschwert. 

 

 

 

 

Log rank: p = 0,034 
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Number at risk 

c-MET-mstark & PD-L1+ 16 9 3 1 1 0 

c-MET-mstark & PD-L1 - 7 2 2 2 1 0 

c-MET-mschwach & PD-L1 + 18 14 10 5 4 2 

c-MET-mschwach & PD-L1 - 19 15 15 10 8 3 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 37: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf den 
kombinierten c-MET-m (gruppiert nach ROC) und PD-L1 Status  

 

 
 

 

 

 

 

 

Abbildung 38: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum metastasenfreien Überleben bezogen 
auf den kombinierten c-MET-m (gruppiert nach ROC) und PD-L1 Status  

 

Number at risk 

c-MET-m stark & PD-L1 + 8 3 2 0 0 0 

c-MET-m stark & PD-L1 - 3 1 1 1 0 0 

c-MET-mschwach & PD-L1 + 15 8 6 2 2 1 

c-MET-mschwach & PD-L1 - 13 13 13 9 8 3 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Log rank: p = 0,002 
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6.5.2 Kombinierte Analyse von c-MET-zytoplasmatisch und PD-L1 

6.5.2.1 c-MET-zytoplasmatisch gruppiert nach Median 

In dieser Analyse wurde PD-L1-Positivität weiterhin als H-Score >0 definiert, während c-MET-

z anhand des Medians von 60 in eine schwache und starke Gruppe unterteilt wurde. In der 

kombinierten Analyse von c-MET-z gruppiert nach Median und der PD-L1-Expression kann 

kein signifikanter Unterschied im Gesamtüberleben der verschiedenen Patientengruppen 

beobachtet werden (p=0,649; Abb.39). Das höchste 5-Jahresüberleben zeigt die Gruppe c-

MET-zstark /PD-L1- mit 86% bei einem Mittelwert von 94 Monaten (KI: 73-115), das kürzeste 

hingegen Patienten mit c-MET-zschwach/PD-L1+ mit 54% bei einem Mittelwert von 72 Monaten 

(KI: 51-94), jedoch ohne statistische Signifikanz. Im Vergleich dazu ist beim MFS in 

Zusammenschau aller Gruppen ein Trend in der Überlebensanalyse zu verzeichnen (p=0,059; 

Abb.40). Wie auch schon in der vorherigen Untersuchung von c-MET-m zeigt die Gruppe c-

MET-zschwach/PD-L1- das längste metastasenfreie Überleben. Zu beachten ist jedoch die 

geringe Anzahl von 5 Patienten in dieser Kategorie. Nur noch 35% bzw. 27% der Patienten 

mit c-MET-zschwach/PD-L1+ und c-MET-zstark/PD-L1+ Status weisen nach 5 Jahren eine 

Metastasenfreiheit auf. Beim paarweisen Vergleich dieser beiden Gruppen mit der Gruppe c-

MET-zschwach/PD-L1- ergeben sich signifikante Unterschiede bezüglich des MFS (p=0,040 und 

p=0,033). In dieser Analyse hat daher der PD-L1-Status den tendenziell größeren negativen 

Einfluss auf die Metastasierung. 
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Number at risk 

c-MET-mstark & PD-L1+ 12 6 4 3 3 1 

c-MET-mstark & PD-L1 - 15 11 11 8 6 2 

c-MET-mschwach & PD-L1 + 22 17 9 3 2 1 

c-MET-mschwach & PD-L1 - 11 6 6 4 3 1 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 39: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf den 
kombinierten c-MET-z (gruppiert nach Median) und PD-L1 Status  

Log rank: p = 0,649 
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Number at risk 

c-MET-mstark & PD-L1+ 7 3 3 1 1 0 

c-MET-mstark & PD-L1 - 11 9 9 7 5 2 

c-MET-mschwach & PD-L1 + 16 8 5 1 1 1 

c-MET-mschwach & PD-L1 - 5 5 5 3 3 1 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 40: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum metastasenfreien Überleben bezogen 
auf den kombinierten c-MET-z (gruppiert nach Median) und PD-L1 Status 

 

6.5.2.2 c-MET-zytoplasmatisch gruppiert nach ROC-Trennwert 

Gruppiert man c-MET-z nach dem ROC-Trennwert, so findet sich beim Gesamtüberleben 

ebenfalls kein signifikanter Unterschied zwischen den einzelnen Kategorien (p=0,681; 

Abb.41). Das 5-Jahresüberleben von c-MET-zstark/PD-L1+ ist mit 43% am kürzesten, die 

übrigen Gruppen bewegen sich um einen Wert von 75 - 86%. Auch das mittlere Überleben ist 

in der zuerst genannten Gruppe mit 67 Monaten (KI: 40-93) im Vergleich zu etwa 90 Monaten 

in den übrigen Gruppen am kürzesten. Insgesamt kann für den kombinierten c-MET-z-Status 

unabhängig von der Gruppierung und den PD-L1-Status kein signifikanter Einfluss auf das 

Gesamtüberleben verzeichnet werden. Anders verhält es sich beim MFS, welches einen 

gerade noch signifikanten Unterschied zwischen den Kategorien zeigt (p=0,049; Abb.42). Wie 

Log rank: p = 0,059 
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schon bei der Analyse von c-MET-m haben auch hier Patienten mit c-MET-zschwach/PD-L1- 

Status die beste Prognose bezüglich der Metastasierung. Allerdings können wiederum nur 5 

Patienten dieser Gruppe zugeordnet werden. Die schlechteste Prognose weisen Patienten mit 

c-MET-zschwach/PD-L1+ (5-Jahres-metastasenfreies-Überleben 39%) und c-MET-zstark/PD-

L1+ Status (22%) auf. Der paarweise Vergleich dieser beiden Gruppen mit Patienten des c-

MET-zschwach/PD-L1- Status ergibt einen fast signifikanten bzw. signifikanten Unterschied im 

MFS (p=0,052 bzw. 0,021). In dieser Analyse hat der PD-L1-Status einen tendenziell stärkeren 

negativen Einfluss auf die Metastasierung als c-MET. 

 
 

 

Number at risk 

c-MET-mstark & PD-L1+ 15 8 6 3 3 1 

c-MET-mstark & PD-L1 - 15 11 11 8 6 2 

c-MET-mschwach & PD-L1 + 19 15 7 3 2 1 

c-MET-mschwach & PD-L1 - 11 6 6 4 3 1 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 41: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum Gesamtüberleben bezogen auf den 

kombinierten c-MET-z (gruppiert nach ROC) und PD-L1 Status  

Log rank: p = 0,681 
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Number at risk 

c-MET-mstark & PD-L1+ 8 4 3 1 1 0 

c-MET-mstark & PD-L1 - 11 9 9 7 5 2 

c-MET-mschwach & PD-L1 + 15 7 5 1 1 1 

c-MET-mschwach & PD-L1 - 5 5 5 3 3 1 

Monate 0 20 40 60 80 100 

Abbildung 42: Kaplan-Meier-Kurve mit Number-at-risk-Tabelle zum metastasenfreien Überleben bezogen 
auf den kombinierten c-MET-z (gruppiert nach ROC) und PD-L1 Status  

 

 

 

 

 

 

 

Log rank: p = 0,049 
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6.6 Cox-Regression 

6.6.1 Univariate Cox-Regression 

Um den Einfluss einzelner Variablen auf das Überleben zu bestimmen, erfolgte zunächst eine 

univariate Cox-Regression nach der Einschluss-Methode (Tab.14). Diese identifiziert das pT-

Stadium als signifikante Risikovariable für das OS und MFS (jeweils p=0,001). Bei getrennter 

Betrachtung der Untergruppen zeigen sich das pT3- und pT4-Stadium mit einer Hazard-Ratio 

von 7,64 (95% KI= 1,56-37,43) bzw. 44,57 (95% KI= 5,26-377,86) als signifikante Parameter 

für das Gesamtüberleben (p=0,012 bzw. p<0,001). Gleiches gilt für das metastasenfreie 

Überleben mit einer Hazard-Ratio von 5,1 (95% KI= 1,10-23,61; p=0,037) bzw. 43,26 (95% 

KI= 6,16-303,85; p<0,001). Allerdings fließen lediglich 7 (OS) bzw. 3 (MFS) Patienten in die 

Analyse von pT4 ein, sodass deren Ergebnisse mit Vorsicht betrachtet werden sollten. 

Der Nodalstatus wurde nicht in die Untersuchung mit aufgenommen, da dieser beim Großteil 

des Kollektivs unbekannt ist. Bezüglich des Gradings ergibt sich bei Betrachtung der gesamten 

Variable eine signifikante Risikosteigerung von 3,29 (95% KI= 1,29-8,36) für das OS 

(p=0,012), was nicht auf das metastasenfreie Überleben zutrifft (p=0,448). Da lediglich 3 

Patienten (OS) bzw. 2 Patienten (MFS) den niedrigsten Malignitätsgrad G1 aufweisen, ist dies 

für eine Referenz nicht ausreichend, sodass eine getrennte Analyse der einzelnen Gradings 

nicht durchgeführt wird. Darüber hinaus ist das Grading bei etwa 40% der Patienten 

unbekannt, weshalb die Zahl der Ereignisse (für das OS: Tod) für diese Variable ebenfalls 

reduziert ist. Aus diesem Grund ist der Einschluss des Gradings in die anschließende 

multivariable Analyse nicht sinnvoll. Für Patienten mit Metastasierung zum OP-Zeitpunkt 

(=synchron) ergibt sich eine 5-fache Risikosteigerung (95% KI= 1,87-14,54) beim 

Gesamtüberleben verglichen mit solchen ohne Metastasen (p=0,002). 

Die Analyse von c-MET-m gruppiert nach Median zeigt keinen signifikanten Einfluss auf OS 

und MFS, wohingegen bei Trennung nach ROC eine Risikosteigerung zu verzeichnen ist. Es 

liegt eine Hazard-Ratio von 2,87 (95% KI= 1,07-7,68) beim Gesamt- und 4,27 (95% KI= 1,61-

11,33) beim metastasenfreien Überleben vor (p=0,036 bzw. p=0,004). Im Vergleich dazu 

können bei der Analyse von c-MET-z für beide Überlebenszeiten keine Signifikanzen 

festgestellt werden (Tab.14). 

Als Letztes folgt die Untersuchung der c-MET und PD-L1 Kombination. Es ergibt sich keine 

signifikante Risikosteigerung für die Gruppierung c-MET-m (Median) und PD-L1 beim OS. 

Bezüglich des MFS zeigen Patienten der Gruppen c-METstark/PD-L1+ und c-METschwach/PD-

L1+ zwar eine signifikante Risikosteigerung von 14,31 (95% KI= 1,51-135,62; p=0,020) bzw. 

11,57 (95% KI= 1,39-96,47; p=0,024) gegenüber der Referenz, allerdings besteht für die 

Gesamtvariable kein signifikanter Einfluss (p=0,126), weshalb sie nicht in die multivariable 
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Analyse eingeschlossen wird. Gleiches gilt für die Variable c-MET-m (ROC)/PD-L1 beim OS, 

welche im Gesamten ebenfalls keine signifikante Risikosteigerung aufweist (p=0,074). Anders 

verhält es sich diesbezüglich beim MFS. Alle drei Gruppierungen (c-MET-mstark/PD-L1+, c-

MET-mstark/PD-L1- und c-MET-mschwach/PD-L1+) zeigen ein signifikant erhöhtes Risiko von 

23,22 (95% KI= 2,44-221,32); 23,56 (95% KI= 2,43-228,30) bzw. 12,52 (95% KI= 1,50-104,23) 

gegenüber der Referenzkohorte (p=0,006; p=0,006 bzw. p=0,019). Insgesamt beträgt die 

Signifikanz für diese Variable p=0,034. Die Analyse der Kombination c-MET-z und PD-L1 

ergibt sowohl bei Gruppierung nach Median als auch nach ROC-Trennwert keine signifikanten 

Ergebnisse. 

Parameter OS MFS 
 

Hazard Ratio 
(95% KI) 

p-Wert Hazard Ratio 
(95% KI) 

p-Wert 

pT-
Stadium 

pT1 Referenz  Referenz  

pT2 1,76 
(0,32-9,66) 

0,515 1,82 
(0,47-7,06) 

0,385 

pT3 7,64  
(1,56-37,43) 

0,012 5,10 
(1,10-23,61) 

0,037 

pT4 44,57  
(5,26-377,86) 

<0,001 43,26  
(6,16-303,85) 

<0,001 

gesamt  0,001  0,001 

Grading gesamt 3,29 
(1,29-8,36) 

0,012 1,66 
(0,45-6,18) 

0,448 

Metas-
tasierung 
zum OP-
Zeitpunkt 

keine Referenz 
 

Referenz 
 

synchron 5,21 
(1,87-14,54) 

0,002   

c-MET-m 
Median 

schwach Referenz 
 

Referenz 
 

stark 2,53 
(0,93-6,86) 

0,068 2,23 
(0,85-5,82) 

0,103 

c-MET-m 
ROC 

schwach Referenz 
 

Referenz 
 

stark 2,87  
(1,07-7,68) 

0,036 4,27  
(1,61-11,33) 

0,004 

c-MET-z 
Median 

schwach Referenz 
 

Referenz 
 

stark 0,82 
(0,32-2,15) 

0,689 1,08 
(0,41-2,82) 

0,881 

schwach Referenz 
 

Referenz 
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Tabelle 14: Univariate Cox-Regression 

c-MET-z 
ROC 

stark 1,46 
(0,54-3,97) 

0,458 1,25 
(0,47-3,31) 

0,652 

c-MET-m 
(Median) 
und PD-L1 

c-MET schwach/PD-L1- Referenz 
 

Referenz 
 

c-MET stark/PD-L1+ 5,29 
(0,96-29,11) 

0,055 14,31 
(1,51-135,62) 

0,020 

c-MET stark/PD-L1- 5,28 
(0,96-29,15) 

0,056 9,03 
(0,94-87,13) 

0,057 

c-MET schwach/PD-L1+ 2,66 
(0,48-14,62) 

0,262 11,57 
(1,39-96,47) 

0,024 

gesamt  0,194  0,126 

c-MET-m 
(ROC) und 
PD-L1 

c-MET schwach/PD-L1- Referenz 
 

Referenz 
 

c-MET stark/PD-L1+ 5,60  
(0,98-32,12) 

0,053 23,22  
(2,44-221,32) 

0,006 

c-MET stark/PD-L1- 9,15  
(1,66-50,45) 

0,011 23,56  
(2,43-228,30) 

0,006 

c-MET schwach/PD-L1+ 3,36 
(0,65-17,44) 

0,149 12,52  
(1,50-104,23) 

0,019 

gesamt  0,074  0,034 

c-MET-z 
(Median) 
und PD-L1 

c-MET schwach/PD-L1- Referenz  Referenz  

c-MET stark/PD-L1+ 1,09 
(0,15-7,77) 

0,933 nicht 
berechnet 
(n.b.) 

0,912 

c-MET stark/PD-L1- 1,09 
(0,20-5,97) 

0,921 n.b. 0,921 

c-MET schwach/PD-L1+ 2,08 
(0,43-10,12) 

0,366 n.b. 0,914 

gesamt  0,662  0,413 

c-MET-z 
(ROC) und 
PD-L1 

c-MET schwach/PD-L1- Referenz  Referenz  

c-MET stark/PD-L1+ 2,20 
(0,42-11,39) 

0,348 n.b. 0,913 

c-MET stark/PD-L1- 1,10 
(0,20-6,01) 

0,915 n.b. 0,922 

c-MET schwach/PD-L1+ 1,35 
(0,24-7,43) 

0,733 n.b. 0,916 

 gesamt  0,693  0,365 
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6.6.2 Multivariable Cox-Regression  

In die Multivariable Cox-Regression (Methode: vorwärts Wald) wurden alle in der univariaten 

Analyse identifizierten signifikanten Parameter eingeschlossen, um diese auf Unabhängigkeit 

untereinander zu prüfen (Tab.15). Hierbei wurden nur solche Parameter berücksichtigt, welche 

in gesamter Betrachtung eine signifikante Risikosteigerung zeigten. Bei einer multivariablen 

Analyse wie dieser sollten für aussagekräftige Resultate pro untersuchter Variable 10 

Ereignisse in der Kohorte vorliegen (OS: Tod und MFS: Metastasierung). In dieser Arbeit sind 

nur 17 bzw. 28 Ereignisse zu verzeichnen, sodass streng genommen schon ein Vergleich von 

zwei (OS) bzw. drei (MFS) Variablen nicht sinnvoll wäre. Nichtsdestotrotz wurde die Analyse 

durchgeführt. Die reduzierte Aussagekraft ist hierbei jedoch zu beachten.  

Bezüglich des OS werden die drei Parameter pT-Stadium, Metastasierung zum OP-Zeitpunkt 

und c-MET-m (ROC) untereinander geprüft. Hierbei erweisen sich die beiden zuerst 

genannten Parameter als signifikant unabhängig (p=0,009 bzw. p=0,050), wobei das pT4-

Stadium mit einer Risikosteigerung von 36,84 (95% KI= 4,23-320,98) und die Metastasierung 

mit einer Steigerung von 3,70 (95% KI= 1,00-13,72) einhergeht. Im Gegensatz dazu kann für 

den c-MET-m (ROC)-Status kein unabhängiger Einfluss auf das Gesamtüberleben 

verzeichnet werden (p=0,973). 

Im Hinblick auf das metastasenfreie Überleben fließen die Parameter pT-Stadium, c-MET-m 

(ROC) und c-MET-m (ROC)/PD-L1 in die Analyse mit ein. Da sich die Daten der letzten beiden 

Variablen überschneiden, ist deren gleichzeitige Untersuchung nicht sinnvoll, weshalb diese 

getrennt voneinander jeweils zusammen mit dem pT-Stadium betrachtet werden. Die 

getrennten Analysen sind durch den schwarzen Doppelstrich gekennzeichnet (Tab.15). Da für 

das bereits erläuterte OS keine getrennte Analyse nötig war, bezieht sich die untere 

Tabellenhälfte nur auf das MFS. Berücksichtigt man das pT-Stadium und den c-MET-m 

(ROC)-Status, so erweisen sich diese als signifikant unabhängige Parameter für das MFS 

(p=0,006 bzw. p=0,020). Für das pT3- und pT4-Stadium ergeben sich Hazard-Ratios von 5,74 

(95% KI= 1,22-27,04; p=0,027) bzw. 22,78 (95% KI= 3,09-167,75; p=0,002), für c-MET-m 

(ROC) eine Risikozunahme von 3,83 (95% KI= 1,24-11,83; p=0,020). Die Analyse von pT-

Stadium und c-MET-m (ROC)/PD-L1-Status identifiziert Ersteres als unabhängigen Parameter 

(p=0,035) mit einer Hazard Ratio von 14,54 (95% KI= 1,52-139,12; p=0,020) für das pT4-

Stadium. Die zweite untersuchte Variable ergibt im Gesamten keine signifikante 

Unabhängigkeit (p=0,054), allerdings sind für die beiden Gruppen c-MET-mstark/PD-L1+ und 

c-MET-mschwach/PD-L1+ signifikante Risikosteigerungen zu beobachten (28,41 95% KI= 2,63-

306,60 bzw. 12,68 95% KI= 1,22-131,92). Diese Hazard-Ratios implizieren eine starke 

Risikozunahme, jedoch sollte dies insbesondere vor dem Hintergrund einer geringen 

analysierten Fallzahl von 8 Personen mit c-MET-mstark/PD-L1+-Status bewertet werden. 
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Tabelle 15: Multivariable Cox-Regression. Die Tabellenhälfte unterhalb des schwarzen Doppelstrichs bezieht 

sich nur auf die multivariable Analyse des metastasenfreien Überlebens. 

Parameter OS MFS 
 

Hazard Ratio 
(95% KI) 

p-Wert Hazard Ratio 
(95% KI) 

p-Wert 

pT-Stadium pT1 Referenz  Referenz  

pT2 2,11 
(0,38-11,83) 

0,396 1,47 
(0,37-5,84) 

0,587 

pT3 3,64 
(0,66-20,17) 

0,139 5,74 
(1,22-27,04) 

0,027 

pT4 36,84 
(4,23-320,98) 

0,001 22,78 
(3,09-167,75) 

0,002 

 gesamt  0,009  0,006 

Metastasier- 
ung zum OP-
Zeitpunkt 

keine Referenz 
 

Referenz 
 

synchron 3,70 
(1,00-13,72) 

0,050   

c-MET-m ROC schwach Referenz 
 

Referenz 
 

stark n.b. 0,973 3,83 
(1,24-11,83) 

0,020 

pT-Stadium pT1  
 
 
 

Nicht analysiert 

Referenz  

pT2 0,71 
(0,14-3,53) 

0,671 

pT3 1,79 
(0,27-11,74) 

0,546 

pT4 14,54 
(1,52-139,12) 

0,020 

gesamt  0,035 

c-MET-m 
(ROC) und 
PD-L1 

c-MET schwach/PD-L1-  
 
 

Nicht analysiert 
 
  

Referenz 
 

c-MET stark/PD-L1+ 28,41  
(2,63-306,60) 

0,006 

c-MET stark/PD-L1- 13,04  
(0,93-182,81) 

0,057 

c-MET schwach/PD-L1+ 12,68  
(1,22-131,92) 

0,034 

 gesamt  0,054 
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6.7 Analyse der p-MET-Expression 

6.7.1 Etablierung 

Zunächst wurde für phosporyliertes-MET (aktive Form von c-MET) ein ähnliches Protokoll wie 

für c-MET verwendet. Die Demaskierungszeit betrug allerdings 12,5 min und die Inkubation 

mit dem Antikörper erfolgte 1h lang bei Raumtemperatur. Der Hersteller Cell Signaling 

Technology von dem Antikörper Phospho-Met (Tyr1234/1235) (D26) XP Rabbit mAb gab als 

Verdünnung für die Immunhistochemie von paraffinierten Schnitten 1:320 an. Anhand dieser 

Angabe wurden zunächst die Verdünnungen 1:150, 1:250 und 1:350 getestet. Allerdings 

zeigte keiner der klarzelligen NZK-Gewebeschnitte ein positives Signal. Aus diesem Grund 

wurde zur Signalverstärkung zum einen die Demaskierungszeit auf 15 min und 20 min erhöht, 

zum anderen die Antikörperverdünnung auf 1:150 und 1:100 erniedrigt. Doch auch diese 

Änderungen brachten nicht das gewünschte Ergebnis. Als Nächstes kam anstelle des Diluents 

von Dako eine 3% BSA in PBS Lösung zum Einsatz, zudem wurde die Verdünnung nochmals 

auf 1:80 reduziert. Auch hier konnte man unter dem Mikroskop keine spezifische Färbung 

erkennen (Abb.43). 

         

Abbildung 43: p-MET-Immunhistochemie vom klarzelligen NZK (FFPE) in 10-facher Vergrößerung. 
Verwendetes IHC-Protokoll: Tris-EDTA-Puffer, Demaskierungszeit 20 min, Blockierung 3% BSA in PBS 
Antikörperverdünnung 1:80 bei 1h Raumtemperatur, Antikörperdiluent 3% BSA in PBS, LSAB-Detektion. Links: 
Negativkontrolle (NK); Rechts: mit p-MET-Antikörper von Cell Signaling Technology (CST). Die Positivkontrolle 

zeigt über das gesamte Präparat verteilt eine unspezifische Färbung. 

Das Ziel der weiteren Etablierung war der Erhalt einer Positivkontrolle, um feststellen zu 

können, ob der verwendete Antikörper, wie vom Hersteller angegeben, überhaupt in den 

FFPE-Schnitten funktioniert. Zunächst wurde Lebergewebe der Maus gefärbt, welches 

natürlicherweise eine hohe MET-Expression aufweist (mit freundlichem Dank an Priv.-Doz. Dr. 

med. Johannes Linxweiler für die Bereitstellung der Präparate). Folgende Konditionen wurden 

getestet: 

• Puffer: Tris-EDTA pH 9 und Citrat pH 6 

• Demaskierungszeit: 20 min 

NK CST  (Tyr1234/1235) 
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• Permeabilisierung: PBS mit und ohne 0,2% Triton X 

• Blockierung: 3% BSA in PBS mit und ohne 0,2% Triton X 

• Antikörperverdünnung 1:100 in 3% BSA in PBS 

• Antikörperinkubation: 1h bei Raumtemperatur 

• Detektion: LSAB 

Mit keiner der beschriebenen Konditionen konnte ein spezifisches Signal verzeichnet werden. 

Gleiches galt für die Färbung von menschlichem Lebergewebe, welches ebenfalls als 

Positivkontrolle getestet wurde: 

• Puffer: Tris-EDTA pH 9 und Citrat pH 6 

• Demaskierungszeit: 10, 15 und 20 min 

• Blockierung: 3% BSA in PBS 

• Antikörperverdünnung 1:100 in 3% BSA in PBS 

• Antikörperinkubation: 1h bei Raumtemperatur und über Nacht bei 4°C 

• Detektion: LSAB 

Die anschließenden Versuche wurden am papillären Nierenzellkarzinom durchgeführt, 

welches aufgrund seiner Überexpression positiv für p-MET sein sollte. Zunächst wurden 

folgende Konditionen getestet: 

• Puffer: Citrat pH 6 

• Demaskierungszeit: 10, 15 und 20 min 

• Blockierung: 3% BSA in PBS 

• Antikörperverdünnung 1:100 und 1:50 in 3% BSA in PBS 

• Antikörperinkubation: über Nacht bei 4°C  

• Detektion: LSAB 

Zusätzlich erfolgte erstmalig eine Reduktion der Hämatoxylin-Gegenfärbung von 5 min auf 

30s. Dies sollte verhindern, dass schwache spezifische Färbungen womöglich vom 

Hämatoxylin überdeckt werden. Letztendlich konnte aber bei keiner der beschriebenen 

Konditionen ein eindeutig spezifisches Signal verzeichnet werden (Abb.44). 
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Abbildung 44: p-MET-Immunhistochemie vom papillären NZK (FFPE) in 40-facher Vergrößerung. 
Verwendetes IHC-Protokoll: Citratpuffer, Demaskierungszeit 20 min, Blockierung 3% BSA in PBS, 
Antikörperverdünnung 1:50 über Nacht bei 4°C, Antikörperdiluent 3% BSA in PBS, LSAB-Detektion. Links: 
Negativkontrolle (NK); Rechts: mit p-MET-Antikörper von CST. Keine spezifische Färbung erkennbar. 

Daraufhin wurde das Protokoll nochmals in einigen Aspekten geändert: Entparaffinierung der 

Schnitte bei 37°C über Nacht anstelle von 1h bei 60°C, Tris-EDTA-Puffer anstelle Citratpuffer, 

Blockierung mit 5% BSA statt 3% BSA und Verdünnung des Antikörpers in 1% BSA anstelle 

von 3% BSA (Abb. 45). Darüber hinaus beliefen sich die nächsten Überlegungen auf das 

Streptavidin/Alkalische Phosphatase Detektionssystem. Wir zogen eine mögliche Interaktion 

zwischen der Alkalischen Phosphatase und dem phosphorylierten Epitop in Betracht. Das 

ursprüngliche Detektionssystem wurde daraufhin durch das Dako REAL EnVision Detection 

System, Peroxidase/DAB Rabbit/Mouse HRP ersetzt (Abb.45). Darüber hinaus kam im 

Folgenden ein 3%-iger Peroxidaseblock nach der Demaskierung für 10 min zum Einsatz. 

Dieser sollte die unspezifischen Färbungen durch die endogene Peroxidase im Nierengewebe 

reduzieren. 

       

Abbildung 45: p-MET-Immunhistochemie vom papillären NZK (FFPE) in 5-facher Vergrößerung. 
Verwendetes IHC-Protokoll: Tris-EDTA-Puffer, Demaskierungszeit 20 min, Blockierung 3% Peroxidase, 
Antikörperverdünnung 1:50 über Nacht bei 4°C, Antikörperdiluent 1% BSA in PBS, DAB-Detektion. Links: 
Negativkontrolle (NK); Rechts: mit p-MET-Antikörper von Cell Signaling Technology (CST). Keine Spezifität 
erkennbar.  

CST  (Tyr1234/1235) 

CST  (Tyr1234/1235) 

NK 

NK 
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Die eben genannten Komponenten wurden als nächstes jeweils unabhängig voneinander 

geändert. Es erfolgte der Vergleich zwischen: 

• Entparaffinierung bei 37°C über Nacht und 60°C 1h 

• Citratpuffer pH 6 und Tris-EDTA pH 9 

• Blockierung mit 3% BSA und 5% BSA 

• 3% und 1% BSA Antikörperdiluent 

Dennoch ergab sich bei keiner der untersuchten Konditionen ein spezifisches Signal. Aufgrund 

der zahlreichen erfolglosen Protokolländerungen wurden als Nächstes frisch auf die 

Objektträger gezogene Schnitte gefärbt. Grundlage bildete hierfür die Überlegung, dass die 

Schnitte möglicherweise zu alt sind und das phosphorylierte Epitop nur auf frischen Schnitten 

stabil genug ist, um detektiert zu werden. Das Färbeergebnis änderte sich jedoch nicht. Im 

Laufe der weiteren Etablierung kam der zweite Anti-Met (c-Met) (phospho Y1349) antibody 

[EP2367Y] Antikörper von Abcam mit anderer Zielstruktur im Vergleich zum vorherigen 

Antikörper zum Einsatz (Tyr1349 anstelle von Tyr1234/1235). Doch auch hier zeigte sich mit 

keiner der getesteten Konditionen ein positives Ergebnis in den FFPE-Schnitten, sodass 

anschließend mit beiden p-MET Antikörpern sowohl Zellen der Reihe 786-O als auch KTCTL 

26 nach Paraffineinbettung gefärbt wurden. Bei diesen Zellen ist dank Analyse mittels 

Westernblots bekannt, dass sie p-MET exprimieren und somit als Positivkontrolle fungieren 

können. Die Zellen durchliefen vor der Einbettung eine Behandlung mit Phosphatase-

Inhibitoren zum Schutz der Phosphorylierung. Außerdem achtetet man auf eine niedrige 

Umgebungstemperatur. Die Bedingungen waren also genau kontrolliert. Es konnte erstmals 

ein starkes spezifisches Signal im Vergleich zur Negativkontrolle erzielt werden (Abb.46). Das 

zugrundeliegende Protokoll beinhaltete eine Antikörperverdünnung von 1:50 sowie die 

Verwendung eines Tris-EDTA-Puffers und DAB-Detektionssystems. 

     

Abbildung 46: p-MET-Immunhistochemie von KTCTL26 Zellen in 40-facher Vergrößerung. Verwendetes IHC-
Protokoll: Tris-EDTA-Puffer, Demaskierungszeit 20 min, Blockierung 3% Peroxidase, Antikörperverdünnung 1:50 
über Nacht bei 4°C, Antikörperdiluent 1% BSA in PBS, DAB-Detektion. Links: Negativkontrolle (NK); Rechts: mit p-
MET-Antikörper von Abcam. Spezifische Färbung erkennbar. 

NK Abcam (Tyr1349) 
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Mit der Vermutung, dass eventuell die Formalinfixierung der NZK-Gewebe die 

Phosphorylierung des MET-Rezeptors beeinträchtigt, wurden als Letztes kryokonservierte 

Gewebeschnitte zur Färbung herangezogen. Diese durchlaufen nicht die übliche Fixierung, 

sodass die Phosphorylierung des Rezeptors weniger beeinträchtigt wird. Zunächst wurden 

kryokonservierte Schnitte des papillären NZK als Positivkontrolle gefärbt, was mit beiden p-

MET-Antikörpern gelang (Abb.47). In Zusammenschau mit den Zellen konnte gezeigt werden, 

dass der Antikörper generell funktioniert, jedoch nicht auf den FFPE-Gewebeproben. 

     

     

Abbildung 47: Immunhistochemische Färbung von kryokonserviertem papillären NZK-Gewebe in 60-facher 
Vergrößerung. Verwendetes IHC-Protokoll: Blockierung mit 3% H2O2 und 5% BSA in PBS, Antikörperverdünnung 
1:50 über Nacht bei 4°C, DAB-Detektion. Oben links: NK; oben rechts: c-MET-Antikörper von Abcam; unten links: 
p-MET-Antikörper von Abcam; unten rechts: p-MET-Antikörper von Cell Signaling Technology (CST). Alle drei 
Antikörper zeigen spezifische Signale im papillären NZK, wobei die c-MET-Expression stärker als die p-MET-

Expression ist. 
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6.7.2 Immunhistochemie der klarzelligen kryokonservierten Gewebe 

Anschließend erfolgte die IHC von kryokonservierten klarzelligen NZK-Schnitten. Insgesamt 

wurden 10 Proben aus dem Patientenkollektiv gefärbt, von denen jeweils passend zu dem 

Paraffinblock auch ein kryokonservierter Gewebeblock vorhanden war. Beim Mikroskopieren 

konnte man allerdings bei 4 dieser Proben aufgrund von schlechter Gewebequalität keine 

weiteren Aussagen über die Färbung treffen. Die restlichen 6 Proben wiesen spezifische 

vorwiegend membranöse Färbungen mit den p-MET-Antikörpern auf. Hierbei zeigten sich 

deutliche Unterschiede zwischen dem gesamten (c-MET) und phosphorylierten Status. Die c-

MET-Expression war in allen Proben deutlich höher als die p-MET-Expression (Abb.48). 

Genauere Analyse waren jedoch nicht möglich, da einerseits nicht von jedem der 70 Patienten 

des Kollektivs auch ein kryokonservierter Gewebeblock vorhanden war, andererseits die 

Auswertung der kryokonservierten Schnitte durch die teils schlechte Qualität der 

Gewebemorphologie erschwert war. 

     

     

Abbildung 48: Immunhistochemische Färbung von kryokonserviertem klarzelligen NZK-Gewebe in 40-
facher Vergrößerung. Verwendetes IHC-Protokoll: Blockierung mit 3% H2O2 und 5% BSA in PBS, 
Antikörperverdünnung 1:50 über Nacht bei 4°C, DAB-Detektion. Oben links: NK; oben rechts: c-MET-Antikörper 
von Abcam; unten links: p-MET-Antikörper von Abcam; unten rechts: p-MET-Antikörper von Cell Signaling 
Technology (CST). Alle drei Antikörper zeigen spezifische Signale im klarzelligen NZK, wobei die c-MET-
Expression stärker als die p-MET-Expression ist. 

NK c-MET 
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Als häufigster Typ aller malignen Nierentumore nimmt das klarzellige Nierenzellkarzinom 

durch seine schlechte Prognose insbesondere im metastasierten Stadium und seine steigende 

Inzidenz eine immer bedeutendere Rolle in der Urologie ein [174] [144]. Im Falle einer 

fortgeschrittenen Erkrankung sollte laut den S3-Leitlinien eine Systemtherapie basierend auf 

Checkpoint- und Tyrosinkinaseinhibitoren erfolgen [85]. Daher ist die Erforschung dieser 

molekularen Angriffspunkte von großer Bedeutung. Der Rezeptortyrosinkinase c-MET, ein 

zentraler Bestandteil dieser Arbeit, wurde in verschiedenen Tumorentitäten wie beispielsweise 

dem Mammakarzinom, kolorektalen Karzinom oder auch NSCLC eine prognostische 

Relevanz zugeschrieben [92] [93] [170]. Die Rolle von c-MET bezüglich der Prognose, aber 

auch der Interaktion mit anderen Proteinen ist im Nierenzellkarzinom nicht vollständig geklärt, 

wodurch sie Gegenstand der Forschung ist und somit auch als Grundlage dieser Arbeit dient. 

Die bisherigen Erkenntnisse bezüglich der prognostischen Wertigkeit sind je nach 

untersuchtem Kollektiv zum Teil gegensätzlich. So können beispielsweise Kammerer-Jacquet 

et al. keine prognostische Relevanz des Rezeptors in einer Kohorte nach erfolgter Sunitinib-

Therapie des klarzelligen NZK verzeichnen [67], Jung et al. bei Patienten ohne Systemtherapie 

hingegen schon [66]. Zusätzlich wurde in Anbetracht der Erstlinien-Kombinationstherapie von 

Cabozantinib (Multityrosinkinase-Inhibitor, welcher neben VEGFR2, RET, KIT, AXL und FLT3 

auch MET hemmt [162]) und Nivolumab (CPI) das Augenmerk dieser Arbeit auf die Korrelation 

der beiden Targets dieser Kombinationstherapie MET und PD-L1 sowie deren prognostische 

Aussagekraft in Kombination gelegt. Nach unseren bisherigen Erkenntnissen wurde eine 

solche kombinierte Überlebensanalyse bisher nicht durchgeführt. Es konnte hingegen bereits 

in anderen Studien eine positive Korrelation der beiden Marker im metastasierten klarzelligen 

NZK beobachtet werden [67] [82]. Unser Kollektiv schließt jedoch sowohl metastasierte als 

auch nicht metastasierte Patienten mit ein. Als letzter Teil dieser Arbeit stand die Analyse von 

p-MET im Fokus, um Aussagen über die Aktivierung der RTK treffen zu können. In 

Untersuchungen von renalen Zelllinien hat sich bereits die Bestimmung der p-MET-Level 

mittels Immunblots etabliert (beispielsweise [119] [165]). Im Gegensatz dazu war zum 

Zeitpunkt des Beginns dieser Arbeit die immunhistochemische Analyse dieses 

phosphorylierten Rezeptors in FFPE-Geweben des klarzelligen Nierenzellkarzinoms 

unerforscht.  
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7.1 Patientencharakteristika 

Das Patientenkollektiv dieser Arbeit zeigte ähnliche Charakteristika wie in der Literatur zu 

finden. Laut Robert-Koch-Institut beträgt das mittlere Erkrankungsalter des 

Nierenzellkarzinoms in Deutschland 68 (männlich) bzw. 71 (weiblich) Jahre [166]. In der 

untersuchten Kohorte ergab sich ein mittleres Erkrankungsalter von 64 Jahren, wobei auch 

hier die Frauen erst später erkrankten als die Männer (65 vs. 63,5 Jahre). Kleinere 

Abweichungen gegenüber den Daten des RKI sind in Anbetracht der vergleichsweise kleinen 

Patientenkohorte und der Beschränkung auf den klarzelligen Typ des Nierenzellkarzinoms 

erklärbar. Das mittlere Erkrankungsalter von 64 Jahren liegt unter dem weltweiten Durchschnitt 

von 75 Jahren, wobei die Daten diesbezüglich je nach geographischer Region deutlich 

variieren [19]. Die Geschlechterverteilung mit 46 männlichen und 24 weiblichen Patienten kann 

als repräsentativ für Deutschland angesehen werden. Im Bericht des RKI aus dem Jahre 2022 

beträgt die Geschlechterverteilung etwa 2:1 [166]. Auch im weltweiten Vergleich ist dieses 

Verhältnis über die Zeit und in verschiedenen Ländern stabil zu beobachten [19].  

Die pT-Einteilung des Patientenkollektivs ergab eine ähnliche prozentuale Verteilung über die 

ersten drei Stadien (24,3%; 30% und 35,7 %) und weicht damit von anderen 

Studienergebnissen ab. In einer großen multizentrischen Kohortenstudie zum Thema TNM-

Klassifikation mit etwa 5300 analysierten Patienten zeigte sich bei 62,5 % der Fälle ein T1-

Stadium, wohingegen insbesondere das T2- (11 %) und das T3-Stadium (22,5 %) deutlich 

seltener als in unserer Studie diagnostiziert wurden [112].  Diese merklichen Differenzen sind 

auf die gezielte Auswahl des eigenen Patientenkollektivs zurückzuführen, bei welcher auf eine 

möglichst homogene Verteilung geachtet wurde. Des Weiteren ist zu berücksichtigen, dass in 

der Vergleichsstudie neben dem klarzelligen NZK (81%) auch weitere Typen betrachtet 

wurden [112]. Laut RKI liegt das 5-Jahres-Überleben insgesamt beim Nierenzellkarzinom in 

Deutschland bei 77% (Männer) bzw. 79% (Frauen), in unserem Kollektiv bei knapp 70% [166]. 

Getrennt für jedes T-Stadium wiesen unsere Patienten (pT1=94%, pT2=80%, pT3=42%, 

pT4=0%) ein ähnliches 5-Jahres-Überleben auf wie die Studie von Chang et al. (82,3%; 

84,5%; 57,5% und 0%), welche eine Kohorte von über 300 Patienten mit NZK untersuchten 

[27]. Kleinere Differenzen sind durch die fehlende Beschränkung auf den klarzelligen Typ 

erklärbar [27]. Durch die sinkende Überlebensrate bei zunehmendem Tumorstadium kann 

unsere Kohorte in dieser Hinsicht als repräsentativ bezeichnet werden. Zudem erwiesen sich 

das pT3- und pT4- Stadium in der univariaten Analyse als signifikante Prognoseparameter für 

OS und MFS, pT4 konnte in der multivariablen Cox-Regression bezüglich des OS zusätzlich 

als unabhängiger Faktor identifiziert werden. Gleiches gilt auch für das MFS, wobei hier bei 

gleichzeitigem Einschluss der Variable c-MET-m (ROC) ebenfalls das pT3-Stadium signifikant 
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unabhängig war. Insgesamt wird die Tumorgröße bzw. -ausbreitung als anatomischer 

Prognosefaktor im Nierenzellkarzinom somit bestätigt [45]. 

Bezüglich des N- und M-Stadiums ist ein Vergleich zu anderen Arbeiten nur schwer möglich, 

da etwa 71% bzw. 64% unserer Patienten zum Zeitpunkt der Diagnosestellung diesbezüglich 

nicht eingeteilt werden konnten. Ein wichtiger Faktor ist hierbei die laut S3-Leitlinien nicht 

empfohlene systematische Lymphadenektomie, welche sich auch in unseren nur wenig 

aussagekräftigen Ergebnissen der Überlebensanalyse bezüglich des Nodalstatus 

widerspiegelt [85]. Darüber hinaus zeigt unser Kollektiv, wie zu erwarten, ein tendenziell 

kürzeres Überleben bei steigendem Grading und eine signifikante Risikosteigerung beim OS 

in der univariaten Analyse, allerdings erlauben die unzureichenden Daten keine genaueren 

Aussagen. 

40% der Patienten wiesen eine synchrone Metastasierung (zum Zeitpunkt der Primärdiagnose 

oder innerhalb der ersten drei Monate) auf, was über dem durchschnittlich beobachteten Wert 

von etwa 15% liegt [41]. In der Studie von Dabestani et. al mit über 3000 Patienten ergab sich 

eine metachrone Metastasierungsrate von 20%, welche mit unserer Rate von 24,3 % in 

Einklang steht [38]. Jedoch ist auch hier bei beiden Studien einerseits die fehlende 

Beschränkung auf den klarzelligen Typ und andererseits die Patientenselektion in unserer 

Untersuchung zu berücksichtigen. Unsere Überlebensdaten bezüglich der Metastasierung 

verdeutlichen dessen prognostische Relevanz. Eine synchrone, früh metachrone (≤ 24 

Monate) oder auch spät metachrone Metastasierung (> 24 Monate) bedeuten eine signifikant 

schlechtere Prognose für den Patienten. Zwischen der aggressiveren Metastasierung 

(synchron und früh metachron) und der weniger aggressiven Form (spät metachron) konnte 

allerdings entgegen unserer Erwartungen kein signifikanter Unterschied bezüglich des OS 

festgestellt werden, wobei die Aussagekraft dieser Analyse durch die lediglich eingeflossenen 

6 metachron metastasierten Patienten eingeschränkt ist. Die Ergebnisse der univariaten und 

multivariablen Cox-Regression bestätigen eine Metastasierung zum OP-Zeitpunkt als 

unabhängigen Prognosefaktor. 

 

7.2 Analyse der c-MET-Expression 

7.2.1 Etablierung und Auswertung der c-MET-Expression 

Der für die immunhistochemischen Färbungen verwendete Anti-Met (c-Met) antibody [SP44] - 

C-terminal von Abcam ist für Forschungszwecke in diversen Tumorentitäten bereits gut 

etabliert [24] [36] [52]. Die Angaben des Herstellers sowie die der Arbeiten mit identischem 

Antikörper dienten als Orientierungshilfe für die Etablierung [1]. Bezüglich der Auswertung der 
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c-MET-Expression sind in verschiedenen Arbeiten unterschiedliche Vorgehensweisen zu 

finden. In unseren Färbungen trat eine hohe Heterogenität in verschiedenen Tumorbereichen 

auf. Aus diesem Grund verwendeten wir den H-Score, welcher sowohl die Anzahl der positiven 

Zellen als auch die Intensität berücksichtigt. Awad et al., Cho et al. und Gymnopoulos et al. 

sind nur einige Beispielarbeiten zum Einsatz des H-Scores bei der c-MET-Auswertung in 

verschiedenen Tumoren [10] [31] [52]. Ein anderes Verfahren ist die alleinige Einteilung der 

Intensität in 0 (keine) – 3 (stark), welche jedoch aufgrund der geringen Differenzierung für 

unsere Analysen als unzureichend erschien [67] [84]. Die Bildung des Immunoreactive Scores 

(IRS), dem Produkt aus Intensität (0-3) und Quantität (0 = keine Expression, 1 < 10% positive 

Zellen, 2 = Positivität bei 10% bis 50%, 3 = Positivität bei 51% bis 80%, 4 = Positivität bei mehr 

als 80%) gilt als eine weitere Möglichkeit [94]. Somit sollte beim Vergleich mit anderen Arbeiten 

stets bedacht werden, dass die Ergebnisse auf unterschiedlichen Auswertungsmethoden 

beruhen können. Es sollte auch beachtet werden, ob die membranöse und zytoplasmatische 

Färbung (getrennt oder gemeinsam) berücksichtigt wurde, wie es beispielsweise bei Awad et 

al. und Kammerer-Jacquet et al. der Fall ist [10] [67]. Allerdings erfolgte hier keine 

Unterscheidung zwischen beiden Färbungen im Gegensatz zu unserer getrennten Analyse 

von membranöser und zytoplasmatischer Expression. Da c-MET eine membranständige 

Rezeptortyrosinkinase ist [169], stellt sich die Frage, wieso auch eine zytoplasmatische 

Expression in vielen Arbeiten inklusive unserer Untersuchungen vorliegt. Eine mögliche 

Erklärung besteht in der Internalisierung des Rezeptors nach dessen Aktivierung [63]. Die 

Bindung des Liganden bewirkt eine Polyubiquitinierung und damit verbundene Instabilität von 

c-MET, was letztendlich zum proteasomalen Abbau führt [63]. GRB2, eines der Downstream-

Effektormoleküle, spielt eine entscheidende Rolle in der c-MET-Endozytose [89]. Teile des 

Rezeptors können sich also auch innerhalb der Zelle befinden, was für eine zytoplasmatische 

Färbung spricht.  

Zur Erstellung von aussagekräftigen Überlebensanalysen war eine Gruppierung der c-MET-

Expression notwendig. Gängig ist hierbei die ebenfalls in dieser Arbeit genutzte Einteilung der 

Expression in hoch/stark und niedrig/schwach. Oftmals wird eine Färbeintensität von 2 

(moderat) oder 3 (stark) als hohe, von 0 (keine) oder 1 (schwach) als niedrige Expression 

definiert (beispielsweise [67] [75] [76]). Da wir jedoch aufgrund der heterogenen Expression in 

unseren Gewebeschnitten den H-Score bestimmten, war eine andere Gruppierung 

erforderlich. Die Verwendung des Medians als Trennwert für die Gruppierung der c-MET-

Expression ist in der Literatur etabliert [37] [64] [99]. Diese Trennung erlaubt eine annähernd 

gleiche Gruppengröße, sofern keiner der Expressionswerte dem Trennwert entspricht und alle 

Patienten in die jeweilige Analyse miteinfließen. Nachteil ist allerdings, dass es sich hierbei 

womöglich nicht um den optimalen Trennwert handelt, wie unsere Überlebensanalysen 

zeigen. Die eingesetzte ROC-Analyse bestimmt eben diesen optimalen Wert, was jedoch eine 
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größere Varianz in der Gruppengröße nach sich zieht. Außerdem ist in jener Analyse die 

Trennschärfe des ermittelten Cut-offs für die Aussagekraft relevant, welche in unserem Fall 

für die membranöse Expression besser ausfiel. In dieser Arbeit waren die ROC-Trennwerte 

jeweils höher als der Median, was die statistische Signifikanz in der Überlebensanalyse 

erklären kann. ROC-Kurven kommen in der klinischen Onkologie zur Evaluation und zum 

Vergleich von Sensitivität und Spezifität diagnostischer Tests zum Einsatz [173]. Die ROC-

Analyse kann aber auch zur Bestimmung von klinisch relevanten Cut-offs bei 

immunhistochemischen Färbungen eingesetzt werden [173], wie es bereits in anderen 

Arbeiten der Fall ist [88] [159]. Durch die fehlende Standardisierung von Cut-offs ergibt sich 

eine große Spannweite von eingesetzten Methoden, was wiederum die Vergleichbarkeit der 

Ergebnisse unterschiedlicher Arbeiten beeinträchtigt [173]. Dies macht die Interpretation und 

das Treffen einer Therapieentscheidung anhand dieser Resultate schwierig, da je nach 

eingesetzter Gruppierung auch die prognostische Relevanz variiert. Um in Zukunft auf dem 

Gebiet der Immunhistochemie validere Aussagen treffen zu können, ist eine höhere 

Standardisierung daher unumgänglich. 

 

7.2.2 Assoziation von c-MET mit klinisch-histopathologischen Parametern 

Die Rezeptortyrosinkinase c-MET ist bereits bei vielen verschiedenen Tumorentitäten in der 

Vergangenheit in den Fokus gerückt. Eine Assoziation von c-MET und Lymphgefäßinvasion, 

Lymphknotenmetastasierung, Tumordurchmesser und Tumorstadium wurden für das 

Magenkarzinom beschrieben [59] [111]. Hu et al. beobachteten eine signifikante Korrelation 

von c-MET mit Differenzierung, Lymphknotenmetastasierung und TNM-Stadium beim NSCLC 

[58]. Auch beim Mammakarzinom und Cholangio-Karzinom stellte man eine Assoziation mit 

histopathologischen Parametern fest [99] [170]. Mit Blick auf weitere urologische Tumore 

konnte eine Metaanalyse von Blasen-Karzinomen keinen Zusammenhang zwischen Grading 

bzw. Tumorstadium und c-MET-Expression feststellen [161], wohingegen Cheng et al. 

signifikante Ergebnisse beim Grading, Stadium und Tumorgröße beobachteten [30]. Beim 

Nierenzellkarzinom variieren die bisherigen Erkenntnisse ebenfalls.  

In unseren Analysen konnte eine signifikante Assoziation zwischen membranöser c-MET-

Expression und dem pT-Stadium identifiziert werden. Die fehlende Assoziation von pT1 bzw. 

pT2 gegenüber pT4 lässt sich vermutlich durch die geringe Patientenzahl (7) in diesem 

höchsten Stadium erklären. Darüber hinaus wurde eine signifikante Assoziation von 

membranöser c-MET-Expression mit synchroner und früh metachroner Metastasierung im 

Vergleich zu keiner Metastasierung festgestellt. Dies bestätigt die bisherigen Erkenntnisse, 

dass c-MET eine wichtige Rolle in der Tumorprogression bzw. Metastasierung spielt [147] 
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[151]. Es lässt sich daraus schließen, dass c-MET insbesondere in aggressiveren Tumoren, 

welche früh (innerhalb von 24 Monaten) metastasieren, hoch exprimiert ist. Da man bei einer 

spät metachronen bzw. keiner Metastasierung von einem weniger aggressiven Geschehen 

ausgehen kann, ist die fehlende Signifikanz beim Vergleich der c-MET-Expression dieser 

beiden Gruppen durchaus plausibel. Allerdings würde man auch signifikant höhere H-Scores 

bei synchroner und früh metachroner Metastasierung verglichen mit spät metachroner 

Metastasierung erwarten. Zwar lässt sich ein entsprechender Trend in den Diagrammen 

erkennen, jedoch könnte die geringe Patientenzahl der spät metachronen Gruppe (6 

Patienten) die Analyse beeinflussen. Ebenfalls kritisch zu bewerten sind die Ergebnisse von 

c-MET-m und dem Nodalstatus sowie dem Grading, bei welchen nur etwa 30% bzw. 60% der 

Patienten aufgrund fehlender Daten in die Testungen einflossen. Gleiches gilt für die 

Assoziation von zytoplasmatischem c-MET mit dem Nodalstatus, welche aufgrund der zu 

geringen Patientenzahl vernachlässigt werden kann. Davon abgesehen zeigte diese Arbeit 

keine signifikante Assoziation der zytoplasmatischen Expression von c-MET mit den übrigen 

klinisch-histopathologischen Parametern. In der Literatur ist eine getrennte Analyse von c-

MET-z und c-MET-m bisher nicht vorzufinden, meist wird lediglich die membranöse 

Expression betrachtet, seltener beide zusammen [66] [67]. Generell ist die 

Rezeptorinternalisierung ein komplexer physiologischer Vorgang mit hoher funktionaler 

Bedeutung [127], sodass seine effektive Erfassung mittels IHC ein Problem darstellen könnte. 

In einer Arbeit mit über 500 untersuchten klarzelligen NZK zeigten sich zum Teil andere 

Ergebnisse als in unseren Analysen [94]. Dort ergab sich eine signifikante Assoziation 

zwischen c-MET-Expression und Grading sowie Fernmetastasierung [94]. 

Lymphknotenmetastasierung und pT-Stadium zeigten keine Signifikanz [94]. Die Unterschiede 

zur Vergleichsstudie können einerseits auf die deutlich höhere Fallzahl, andererseits auf die 

abweichende c-MET-Auswertung zurückgeführt werden. Macher-Goeppinger et. al nutzten 

den IRS, bildeten anhand dessen drei Gruppen (negative, niedrige und hohe Expression) und 

verglichen diese mit histopathologischen Parametern [94]. Unsere Tests basierten hingegen 

auf dem fortlaufenden membranösen H-Score. Diese Herangehensweise könnte ein 

differenzierteres Verständnis der c-MET-Expression gegenüber der kategorialen Gruppierung 

liefern. Eine weitere Studie von Chen et al. zeigte Signifikanzen beim Grading und pT-Stadium, 

als Grundlage zur Analyse diente die Gruppierung mit Hilfe des IRS [29]. Kammerer-Jacquet 

et al. beobachteten eine signifikante Assoziation zwischen hoher c-MET-Expression und 

Grading, Lymphknotenstatus und sarkomatoider Komponente, welche bei uns nicht untersucht 

wurde [67]. Eine hohe Expression wurde hierbei als Färbeintensität von 2 oder 3 definiert [67]. 

Beide zuletzt genannten Studien waren im Patientenumfang ähnlich zu unserer (90 vs. 70 

Patienten), allerdings kam in keiner der Arbeiten der fortlaufende H-Score zum Einsatz [29] 

[67]. Jung et al. untersuchten über 400 Patienten mit klarzelligem NZK auf c-MET-Expression, 
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bei welchen sie eine Korrelation zwischen hoher Expression und ungünstiger IMDC-

Risikogruppe, hohem TNM-Stadium und hohem Grading feststellten [66]. Hierfür erfolgte eine 

Klassifikation in die beiden Gruppen geringe und hohe c-MET-Expression anhand des Cut-

offs der Summe aus Färbeanteil und Intensität, welcher durch statistische Signifikanz in der 

Überlebensanalyse festgelegt wurde [66]. Viele weitere Arbeiten betrachten das 

Nierenzellkarzinom insgesamt und fokussieren sich nicht auf den klarzelligen Typ, was es 

beim Vergleich mit deren Ergebnissen zu beachten gilt. So weist das papilläre NZK als 

zweithäufigster Typ in seiner hereditären Form mehrheitlich Mutationen des MET-Gens auf 

[116]. Auch in der sporadische Form treten selten solche Mutationen auf [116]. Im Gegensatz 

dazu ist beim klarzelligen NZK das VHL-Gen am häufigsten betroffen [167], sodass sich je 

nach Typ unterschiedliche Einflüsse auf die c-MET-Expression und damit auch auf dessen 

klinische Relevanz ergeben. Gibney et. al identifizierten bei knapp 300 Patienten (70% davon 

klarzellig) ein signifikant höheres Grading und T-Stadium bei höherer c-MET-Expression, 

wobei in dieser Arbeit das bereits verlassene Fuhrman-Grading in die Testung einfloss [49]. 

Der automated quantitative analysis (AQUA)-Score (0-255) wurde anhand der 

durchschnittlichen Signalintensität der jeweils untersuchten Gewebekomponente bestimmt 

und zur Analyse verwendet [49]. Ähnlich zu unseren Testungen nutzten die Autoren den 

fortlaufenden Score zur nicht-parametrischen Testung [49]. In Zusammenschau lässt sich 

sagen, dass c-MET je nach Studie mit teils unterschiedlichen histopathologischen Parametern 

assoziiert ist und damit von Relevanz für Tumorentstehung bzw. -progression zu sein scheint. 

Allerdings ist von komplexen Mechanismen auszugehen, was die teils abweichenden 

Ergebnisse signalisieren.  Bestätigt wird dies durch eine Metaanalyse von 12 in den Jahren 

1997-2017 veröffentlichten Studien zum Thema Effekte von hoher c-MET-Expression im NZK, 

bei welcher insgesamt ein signifikant höheres Grading und pT-Stadium bei hoher verglichen 

mit niedriger c-MET-Expression verzeichnet werden konnte [70]. Durch die unterschiedlichen 

Auswertungen und Gruppierungen von c-MET sowie die unterschiedlich berücksichtigten 

NZK-Typen in den zahlreichen Studien ist jedoch ein exakter Vergleich der Ergebnisse 

schwierig. 

 

7.2.3 Überlebensanalyse der c-MET-Expression 

Neben den schon besprochenen Untersuchungen bezüglich der klinisch-histopathologischen 

Parameter wurde ebenfalls die prognostische Relevanz von c-MET in unterschiedlichen 

Tumorentitäten untersucht. Zahlreiche Studien demonstrierten bereits die negative 

prognostische Relevanz von c-MET in Tumoren wie dem Cholangiokarzinom, Magen- und 

kolorektalen Karzinom, hepatozellulären Karzinom, Mammakarzinom, Pankreaskarzinom, 

Nasopharynxkarzinom oder dem NSCLC [71] [72] [90] [92] [93] [99] [111] [170]. Auch beim 
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Nierenzellkarzinom liegen diesbezüglich bereits Daten von Überlebensanalysen vor, welche 

jedoch je nach Studie variieren. 

In dieser Arbeit konnte der zytoplasmatischen c-MET-Expression keine prognostische 

Bedeutsamkeit zugeschrieben werden. Das OS und MFS zeigten keine signifikanten 

Unterschiede zwischen niedriger und hoher Expression, unabhängig davon, ob nach Median 

oder ROC-Analyse gruppiert wurde. Da es sich bei c-MET, wie bereits zuvor erwähnt, um eine 

membranständige Rezeptortyrosinkinase handelt, kann die durch die Internalisierung 

verursachte zytoplasmatische Expression als nachrangig für unsere Analysen erachtet 

werden. Weil der Internalisierungsprozess vielen komplexen Faktoren und Mechanismen 

unterliegt, ist die membranöse Expression für unsere Analysen als verlässlicher anzusehen. 

Hier wies die c-MET-mstark Gruppe ein tendenziell kürzeres (gruppiert nach Median) bzw. 

signifikant kürzeres (gruppiert nach ROC) OS und MFS auf. Die Steigerung der Signifikanz ist 

durch den erhöhten Trennwert bei der ROC-Analyse erklärbar. Die Verwendung dieser 

Analyse zur Gruppierung der c-MET-Expression lieferte eine präzisere und besser angepasste 

Klassifikation der Patienten, was den potentiellen Nutzen dieser Methode in zukünftigen 

prognostischen Studien hervorhebt. Die membranöse c-MET-Expression konnte insgesamt 

als negativer prognostischer Marker identifiziert werden. Auch in der univariaten Cox-

Regression zeigte sich c-MET-m gruppiert nach ROC-Trennwert als signifikanter Faktor 

sowohl für das OS als auch MFS. In der multivariablen Analyse bestätigte sich die 

Unabhängigkeit dieses Markers für das metastasenfreie Überleben. Bezüglich des 

Gesamtüberlebens hatten Tumorstadium und Metastasierung hingegen einen größeren 

Einfluss, was wiederum die Komplexität der prognostischen Faktoren unterstreicht. Die 

alleinige Betrachtung von c-MET als Prognosefaktor ist unzureichend, vielmehr könnte eine 

zusätzliche Information über den c-MET-Status neben anderen Faktoren in die 

Therapieplanung miteinfließen. In Vergleichsarbeiten variieren die Ergebnisse der 

Überlebensanalyse von c-MET. Kammerer-Jacquet et al. verzeichneten keinen Unterschied 

bei Gesamt- und progressionsfreiem Überleben (PFS), wobei es sich hier um eine Kohorte 

nach Sunitinib-Therapie handelt [67]. Die multivariable Analyse von Chen et al. ergab ein 

signifikant kürzeres krankheitsspezifisches Überleben (CSS) bei hoher c-MET-Expression, 

welches aufgrund der wenigen bestätigten am Tumor verstorbenen Todesfälle in unserer 

Arbeit nicht berücksichtigt wurde [29]. Macher-Goeppinger et al. stellten in einem deutlich 

größeren Kollektiv (über 500 Patienten) in der univariaten Analyse eine Signifikanz beim CSS 

fest, welche jedoch in der Multiregressions-Analyse nicht bestehen blieb [94]. Im Vergleich 

dazu konnten Gibney et al. bei einer etwas kleineren Kohorte mit abweichender Gruppierung 

von c-MET auch nach multivariabler Analyse eine hohe Expression als negativen 

prognostischen Marker für ein kürzeres Überleben identifizieren [49]. Ähnliche Ergebnisse 

verzeichneten Jung et al., welche eine hohe c-MET-Expression als unabhängigen negativen 
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prognostischen Faktor beim klarzelligen NZK ausmachen konnten, jedoch wiederum eine 

andere Gruppierungsmethode einsetzten [66]. In der bereits erwähnten Metaanalyse von Kim 

et al. (siehe 7.2.2 Assoziation von c-MET mit klinisch-histopathologischen Parametern) zeigten 

Patienten mit hoher c-MET-Expression verteilt über alle Typen des NZK ein signifikant 

kürzeres OS [70]. Diese Signifikanz konnte aber bei der alleinigen Betrachtung des klarzelligen 

NZK nicht bestätigt werden [70]. Zu beachten ist jedoch, dass lediglich 3 Studien, welche sich 

auf diesen NZK-Typ beschränkten, in die Analyse miteinflossen. Insgesamt lässt sich also 

sagen, dass c-MET neben vielen anderen Tumorentitäten auch, wie von uns bestätigt, im 

Nierenzellkarzinom von prognostischer Relevanz ist. Allerdings gilt es weiterhin, die fehlende 

Standardisierung in der Durchführung, Auswertung und Gruppierung der 

immunhistochemischen c-MET-Expression beim Vergleich der Ergebnisse zu berücksichtigen. 

Die Einführung eines allgemein anerkannten Bewertungssystems würde die 

Reproduzierbarkeit dieser Studien verbessern und eindeutigere Schlussfolgerungen zum 

prognostischen Wert von c-MET ermöglichen. Darüber hinaus sind Studien ausschließlich zum 

klarzelligen Nierenzellkarzinom deutlich seltener vorzufinden, oftmals werden alle Typen 

dieser Tumorerkrankung miteingeschlossen, was wiederum die Resultate beeinflusst. 

 

7.3 Korrelations- und Überlebensanalyse der c-MET- und PD-L1-Expression 

Checkpoint-Inhibitoren, welche den PD-1/PD-L1-Signalweg beeinflussen sowie 

Tyrosinkinase-Inhibitoren gegen den Rezeptor c-MET werden zunehmend in die Therapie des 

NZK integriert [85], weshalb die Abhängigkeit dieser beiden Marker und deren mögliche 

gemeinsame Signalwege von entscheidender Bedeutung sind. In dieser Arbeit wurde 

zunächst eine Korrelationsanalyse der beiden Marker anhand des H-Scores durchgeführt. Bei 

den PD-L1-Daten, welche vom Doktoranden Kévin Junk der Klinik für Urologie und 

Kinderurologie des Universitätsklinikums des Saarlandes stammten, fielen die deutlich 

niedrigeren H-Scores im Gegensatz zu c-MET auf. Etwa zwei Drittel der Tumorpräparate 

wiesen eine PD-L1-Negativität oder einen minimalen H-Score von 1 auf, der Höchstwert betrug 

bei einem einzigen Patienten 100. In Ergänzung dazu gab es in unserer Kohorte keine c-MET-

m-Negativität und nur einen c-MET-z negativen Patienten bei ebenso deutlich höheren 

Maximalwerten von 270 bzw. 220. In unserem Kollektiv wiesen die Primärtumoren daher 

insgesamt eine deutlich höhere c-MET- als PD-L1-Expression auf. In einer Arbeit zum 

klarzelligen NZK von Lalani et al. konnte eine ähnlich geringe Expression mit 29% PD-L1 

positiven Primärtumoren bei ebenfalls höherer c-MET-Expression beobachtet werden [82]. 

Diese Diskrepanz der beiden Expressionen verdeutlicht die vielfältigen und auch sich 

unterscheidenden Regulationsmechanismen der beiden Marker, welche insbesondere im Fall 

von PD-L1 sowohl genomische Veränderungen, transkriptionelle und posttranskriptionelle als 
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auch posttranslationale Modifikationen umfassen [26]. Der Spearman-Koeffizient zeigte eine 

signifikante mäßig stark ausgeprägte Korrelation von c-MET-m und PD-L1, was durch 

tendenziell höhere PD-L1-Werte bei stärkerer c-MET-m-Expression deutlich wurde. 

Demgegenüber ergab sich keine Signifikanz für c-MET-z. Diese Ergebnisse sprechen für eine 

bereits in der Literatur beschriebene Signalweginteraktion der beiden Marker, wobei unsere 

Analysen nur die membranöse Expressionsform als relevant identifizieren. Während Shin et 

al. im unselektierten klarzelligen NZK als Erstes eine Assoziation von c-MET- und PD-L1-

Expression beobachteten [126], konnten Balan et al. erstmalig im Nierenzellkarzinom eine 

HGF/c-MET-induzierte Hochregulation von PD-L1 nachweisen [13]. Eine Schlüsselrolle spielt 

der Ras-Signalweg, welcher die Überexpression des zytoprotektiven und anti-apoptotischen 

Moleküls HO-1 bewirkt und im Folgenden die PD-L1-Expression stimuliert [13]. Kammerer-

Jacquet et al. beschrieben ebenfalls eine signifikante Assoziation von hoher c-MET- und PD-

L1-Überexpression bei Patienten mit metastasiertem klarzelligen NZK nach Sunitinib-

Erstlinientherapie [67]. Lalani et al. wiesen sowohl in klarzelligen Primärtumoren als auch 

Metastasen eine höhere c-MET-Expression in PD-L1 positiven Schnitten nach [82]. Auch in 

anderen Tumorentitäten wie dem Magenkarzinom, hepatozellulären Karzinom, 

Pankreaskarzinom und malignem Melanom wurde eine signifikante positive Assoziation von 

c-MET und PD-L1 Expression beschrieben [86] [132] [160] [163]. Je nach Tumorart variieren 

die Erkenntnisse jedoch auch, was die Vielschichtigkeit der molekularen Interaktionen 

verdeutlicht. So beobachteten Domènech et al. eine Korrelation von MET-Amplifikation und 

PD-L1 im NSCLC [40], wohingegen Ilié et al. keine Korrelation zwischen c-MET und PD-L1 

Expression im NSCLC verzeichneten [61]. Abgesehen von dem bereits beschriebenen Ras-

Signalweg, welcher neben dem NZK auch im Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-

Bereichs (HNSCC) als mitverantwortlich erkannt wurde, wurden auch Akt-abhängige 

Signalwege und der MAPK/NF- κBp65 Signalweg als Mechanismus der c-MET verursachten 

Hochregulation der PD-L1 Expression identifiziert [18] [160] [163]. Die molekularen 

Mechanismen sind aber weiterhin Gegenstand der aktuellen Forschung. In unserer Arbeit 

konnte zwar eine Korrelation zwischen den beiden Targets nachgewiesen werden, allerdings 

bleibt die Kausalität, insbesondere auch die genaue Signalweginteraktion, unbekannt. 

Die untersuchte Korrelation erlaubt darüber hinaus keine Aussagen über die klinische 

Relevanz der Resultate. Um den prognostischen Wert der c-MET- und PD-L1-Expression 

genauer zu analysieren, wurden daher Kaplan-Meier-Kurven für die Kombination beider 

Marker erstellt. Dabei wurde die bisherige Gruppierung von c-MET nach Median und ROC-

Analyse beibehalten. Da das Patientenkollektiv in mehr als der Hälfte der Fälle PD-L1 negativ 

war, ergab sich für uns die unter Material und Methodik beschriebene Gruppierung. Hierbei ist 

anzumerken, dass diese aufgrund der hohen Variabilität in der Literatur von vielen Arbeiten 

abweicht. Durch die schwache Expression in den Gewebsschnitten waren die häufig 
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eingesetzten Schwellenwerte für unsere Auswertung nicht sinnvoll. So definierten Taube et al. 

und viele weitere Studien die PD-L1-Positivität als membranöse Expression bei ≥5% der 

Zellen, ebenfalls häufig angewandte Cutoff-Wert sind 1% oder 10% [137] [152]. Bei einer 

weiteren Arbeit zum klarzelligen NZK kam ein Trennwert von 0% zum Einsatz, was wiederum 

am ehesten mit unserem Trennwert (H-Score=0) vergleichbar ist [82]. Während unsere 

Testungen keinen signifikanten Einfluss des zytoplasmatischen c-MET/PD-L1-Status auf das 

OS ergaben, konnte für das MFS nach Erhöhung des Cut-offs (ROC-Trennwert anstelle von 

Median) eine Signifikanz verzeichnet werden. Die PD-L1-Positivität bei gleichzeitig starker c-

MET-z-Expression konnten als negative prognostische Marker bezüglich der Metastasierung 

identifiziert werden. Die Univariate Regression erbrachte allerdings keine Signifikanzen bei 

jeglicher Kombination von PD-L1 mit c-MET-z. Des Weiteren wurden insbesondere beim 

metastasenfreien Überleben je nach Gruppe nur wenige Patienten berücksichtigt, sodass eine 

genaue Interpretation dieser Ergebnisse schwierig ist. Unsere Analysen können die 

kombinierte Bestimmung dieser beiden Marker zur Prognoseeinschätzung nicht empfehlen. 

Bezüglich c-MET-m und PD-L1 zeigten OS und MFS signifikante Unterschiede zwischen den 

einzelnen Kombinationen. Interessanterweise konnte auch hier erst nach ROC-Gruppierung 

von c-MET-m ein signifikanter Einfluss auf das Gesamtüberleben verzeichnet werden. 

Erklärbar ist dies wie bereits zuvor bei c-MET-z durch den deutlich höheren Trennwert von 

107,5 verglichen mit dem Median von 82,5. Daraus lässt sich schließen, dass c-MET-m erst 

bei höherem Expressionslevel jenseits eines H-Scores von 100 einen relevanten Einfluss auf 

das Überleben hat, was sich bereits in der Einzel-Überlebensanalyse von c-MET-m andeutete. 

Anders verhielt es sich beim MFS, wo im Fall von beiden Gruppierungen eine statistische 

Signifikanz vorlag, welche aber durch Einsatz des höheren ROC-Trennwertes gesteigert 

werden konnte. Beim paarweisen Vergleich wiesen alle übrigen Gruppen gegenüber Patienten 

mit schwacher c-MET-m- und negativer PD-L1-Expression ein signifikant kürzeres 

metastasenfreies Überleben auf, wohingegen sie beim Vergleich untereinander keine 

Signifikanzen zeigten. Es lässt sich daher anhand dieser Analyse nicht sagen, ob c-MET-m 

oder PD-L1 den größeren Einfluss auf das metastasenfreie Überleben hat, jedoch wird unser 

Ergebnis aus der zuvor durchgeführten Einzelanalyse von c-MET-m als negativer 

prognostischer Faktor bestätigt. Sowohl c-MET-m als auch PD-L1 scheinen einen Einfluss auf 

das MFS zu haben, da deren gemeinsame Expression gegenüber der alleinigen Expression 

das Risiko tendenziell steigert. Die univariate Regression identifizierte den c-MET-m 

(ROC)/PD-L1-Status als signifikante Variable für das MFS. In der multivariablen Analyse 

wiesen die Gruppen c-MET-mstark/PD-L1+ und c-MET-mschwach/PD-L1+ eine unabhängige 

Risikosteigerung auf, was auf einen größeren prognostischen Einfluss von PD-L1 hinweist, 

welcher jedoch durch eine starke c-MET-Expression gesteigert wird. Allerdings sind die 

Resultate der Cox-Regression aufgrund der wenigen Ereignisse nur unter Vorbehalt zu 
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interpretieren. Dennoch lässt sich daraus schließen, dass beide Faktoren insbesondere in der 

Metastasierung eine Rolle spielen und die Adressierung beider Targets im fortgeschrittenen 

Stadium durchaus als sinnvoll zu erachten ist, wobei eine alleinige Fokussierung auf diese 

beiden Marker unzureichend wäre. Welches der beiden Proteine letztendlich die höhere 

prognostische Relevanz hat, lässt sich aus unseren Analysen nicht definitiv sagen. In diversen 

Tumorentitäten wird die kombinierte Blockierung beider Targets bereits untersucht. Yang et al. 

verzeichneten bei Zellen des Magenkarzinoms bei c-MET-Blockade eine gesteigerte T-

Killerzell-Aktivität, wodurch die Effektivität eines PD1-Antikörpers erhöht wurde [163]. Auch 

beim Pankreaskarzinom zeigten sich signifikante Vorteile bei der Kombination von MET-

Inhibition und Checkpointblockade [86]. Wie sinnvoll eine Kombinationstherapie ist, 

signalisieren auch die Erkenntnisse von Sun et al. im NSCLC [134] und Li et al. im HCC [87]. 

Die Inhibition von c-MET reduzierte die Phosphorylierung von GSK3β, was zu einer 

Stabilisierung von PD-L1 führte, sodass die Tumorzellen dem Immunsystem besser 

entkommen können [87] [134]. Eine zusätzliche Gabe von Checkpoint-Inhibitoren könnte jenen 

Mechanismus eindämmen. Diese bisherigen Erkenntnisse über den Vorteil der 

Kombinationstherapie werden durch unsere Ergebnisse in der Überlebensanalyse unterstützt. 

Natürlich gilt es bei jeglicher Interpretation, wie bereits zuvor angesprochen, die geringe 

Patientenzahl in unserer Arbeit zu berücksichtigen. Es konnten je nach Status teils nur wenige 

Patienten analysiert werden, weshalb die Untersuchung einer größeren Kohorte die 

Aussagekraft verstärken würde. Darüber hinaus könnte eine immunhistochemische Analyse 

des gleichen Patientenkollektivs mit einem CD8+ Antikörper weitere Erkenntnisse liefern. Es 

handelt sich um einen Marker von aktivierten T-Zellen, welche als wichtiger Bestandteil der 

Tumorumgebung gelten [140]. Eine langanhaltende Antigenstimulation, wie sie bei 

Krebserkrankungen auftritt, verursacht eine T-Zell-Erschöpfung [7]. Diese ist unter anderem 

durch die Hochregulation von PD-1 gekennzeichnet, was wiederum den Einsatz von 

Checkpoint-Inhibitoren begründet [7]. Somit ist eine immunologische Charakterisierung der 

Tumorumgebung durchaus für die Therapie relevant. 

 

7.4 Analyse der p-MET-Expression 

7.4.1 Etablierung der p-MET-Expression 

Um die prognostische Wertigkeit von MET genauer zu untersuchen, war es von Interesse, 

inwiefern die Rezeptortyrosinkinase im untersuchten Gewebe überhaupt in ihrer aktivierten 

Form (=p-MET) vorliegt. Wenn dies der Fall ist, werden letztendlich Downstream-Signalwege 

wie Ras/Raf/MAPK oder PI3K/AKT/mTOR aktiviert und der Rezeptor kann seine zahlreichen 

Wirkungen entfalten [83]. Bei der Betrachtung von c-MET allgemein ist eine Aussage über 
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dessen Aktivität hingegen nicht möglich. Im Laufe der Etablierung wurden zwei verschiedene 

Antikörper für p-MET verwendet.  

Der Phospho-Met (Tyr1234/1235) (D26) XP Rabbit mAb von Cell Signaling Technology ist laut 

Angaben des Herstellers für immunhistochemische Färbungen von formalin-fixierten paraffin-

eingebetteten Schnitten geeignet, eine Antikörperverdünnung von 1:320 wird empfohlen und 

ist damit deutlich höher als sie in unserer Etablierung angewandt wurde (bis 1:50) [25]. In 

einem vom Hersteller vorgeschlagenen IHC-Protokoll kommen, wie in unserem Protokoll, ein 

EDTA-Puffer, 3%iges H2O2 zur Blockierung und ein DAB-Detektionssystem zum Einsatz [25]. 

Andere Protokolle sind jedoch auch möglich, wie die Studie von Wu et al. zeigt, in welcher 

Gewebeschnitte von Magenkarzinomen in Citratpuffer behandelt, sowie mit BSA blockiert und 

mit dem oben genannten Antikörper nach der Streptavidin-Biotin-Methode detektiert wurden 

[156]. Nach Informationen des Herstellers ist der Antikörper sowohl zur Anwendung an 

menschlichem als auch an Maus-Gewebe geeignet, sodass die Färbung von Präparaten der 

Maus in unseren Etablierungsversuchen als mögliche Fehlerquelle auszuschließen war [25]. 

Eine erfolgreiche immunhistochemische Untersuchung von Maus-Gehirnen kann dies 

bestätigen [171]. In jener Arbeit kamen FFPE-Schnitte zum Einsatz, welche zunächst einen 

Konzentrationsgradienten von Xylol und Ethanol durchliefen und anschließend durch 20-

minütiges Erhitzen mittels Mikrowelle in Citratpuffer pH 6 dem Antigen-Retrieval unterzogen 

wurden [171]. Es folgte eine Blockierung mit 3%-igem H2O2 und 10%-igem fetal bovine serum 

(FBS) bevor die Schnitte in einer Verdünnung von 1:200 bei 4°C über Nacht mit dem 

Primärantikörper inkubiert wurden [171]. Zum Schluss erfolgte die 30-minütige Inkubation mit 

dem Sekundärantikörper, immundetektiert wurde mittels DAB-Lösung und gegengefärbt mit 

Hämatoxylin [171]. Der einzige Unterschied zu unseren Etablierungsversuchen ist in diesem 

Fall die zusätzliche Anwendung von 10%-igem FBS zur Blockierung [171]. Als 

ausschlaggebender Aspekt kann dies aber wohl vernachlässigt werden, da unter anderem in 

der erst genannten Arbeit von Wu et. al eine alleinige Blockierung mit BSA für eine erfolgreiche 

Färbung ausreichend war [156]. In beiden Vergleichsarbeiten konnten mittels der jeweiligen 

Protokolle spezifische p-MET Färbungen generiert werden. Es waren keine wesentlichen 

Unterschiede der Durchführung im Vergleich zu unseren Protokollen zu identifizieren, weshalb 

die Fehlerquelle mit hoher Wahrscheinlichkeit nicht in der IHC-Methodik liegt. 

Im Folgenden wurde ein zweiter Antikörper getestet, welcher einen anderen Ansatzpunkt 

aufweist. Bei der Aktivierung von c-MET durch HGF kommt es letztendlich unter anderem zur 

Autophosphorylierung von Y1234,1235 und 1349 [169]. Während der zuerst angewandte 

Antikörper an die ersten beiden Tyrosinreste bindet, ist Y1349 das Target des zweiten 

Antikörpers. Mit der Hypothese, dass möglicherweise bisher nicht das optimale Epitop 

adressiert wurde, folgten weitere Etablierungsversuche. Der Anti-Met (c-Met) (phospho 
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Y1349) antibody [EP2367Y] von Abcam ist laut Herstellerinformation für 

immunhistochemische Färbungen von FFPE-Geweben geeignet [2]. Eine 

Antikörperverdünnung von 1:50 bis 1:100, welche in unserem IHC-Protokoll so berücksichtigt 

wurde, wird empfohlen [2]. Des Weiteren wird zur Benutzung eines Tris/EDTA-Puffers mit pH 

9 angeraten, welchen wir ebenfalls verwendeten [2]. In einer Arbeit von Sjöström et al. kam 

der Antikörper zur immunhistochemischen Färbung von FFPE-Mammakarzinom-Tumoren 

zum Einsatz [129]. Im Gegensatz zu unseren Färbungen wurden hier Tissue Microarrays 

genutzt. Beim Vergleich unseres Protokolls mit dem der anderen Arbeit ergeben sich folgende 

kleine Unterschiede: Anstatt über Nacht bei 37°C im Wärmeschrank erfolgte die 

Entparaffinierung in der Vergleichsarbeit bei 60°C für zwei Stunden, nach dem Antigen-

Retrieval wurden die TMA-Schnitte mit 3%iger H2O2-Lösung und zusätzlich einer serumfreien 

Proteinblockierung inkubiert [129]. Die übrigen Schritte, Retrieval mit EDTA-Puffer pH 9, 

Inkubation mit Primärantikörper bei 4°C über Nacht 1:50, Detektion mit DAB und 

Gegenfärbung mit Hämatoxylin waren mit unseren vergleichbar [129]. Sjöström et al. 

generierte spezifische p-MET-Färbungen in deren Gewebeschnitten, sodass erneut ein 

Problem in unserem Protokoll ausgeschlossen werden konnte. 

In der kürzlich erschienen Arbeit von Akioka et al., welche erstmals den p-MET-Status in 

FFPE-Geweben des Nierenzellkarzinoms mittels Immunhistochemie analysierten, kam ein 

weiterer Antikörper (c-MET Y1235 phosphorylated von Immuno-Biological Labaratories 

(Gunma, Japan)) erfolgreich zum Einsatz [5]. Abgesehen von einer verstärkten Blockierung 

mit 3%igem H2O2 sowie 3%igem BSA und 5%igem Ziegenserum gab es keine Abweichungen 

zu unseren Protokollen [5]. Daher könnte in Folgearbeiten die Eignung dieses Antikörpers zur 

Detektion der p-MET-Expression in klarzelligen FFPE-Geweben überprüft werden. 

 

7.4.2 Probleme der Immunhistochemie 

Die Immunhistochemie ist eine weit verbreitete Technik zur Analyse der Proteinexpression in 

Gewebeschnitten, jedoch können verschiedene technische Hürden die Verlässlichkeit der 

Ergebnisse beeinträchtigen. Im Zuge der Fehlersuche war es daher unabdingbar, 

verschiedene Aspekte der IHC zu beleuchten. Der Erfolg immunhistochemischer Färbungen 

wird durch vielerlei Faktoren beeinflusst. Zunächst muss ein geeigneter Antikörper ausgewählt 

werden, welcher für die Untersuchungsmethode, in diesem Fall die Immunhistochemie von 

FFPE-Geweben, geeignet ist [51]. Außerdem sollte eine Spezifität für die zu untersuchende 

Spezies und auch das Epitop bestehen. Bei unseren Antikörpern konnten wir uns 

diesbezüglich anhand des Datasheets vom jeweiligen Hersteller versichern. Einen weiteren 

kritischen Punkt stellen Probleme des Färbesignals dar. Falsch-positive Signale sind eine 
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häufige Herausforderung [51]. In unserer Arbeit konnte dies durch ein unspezifisches 

Hintergrundsignal von endogener Peroxidase oder endogenem Biotin verursacht sein [51]. 

Dies wiederum verhinderten wir durch Verwendung eines Peroxidase- bzw. Biotinblocks im 

Anschluss an das Antigen-Retrieval. Ein weiterer Faktor sind zu hohe 

Antikörperkonzentrationen, welche insbesondere im Kern ein falsch-positives Signal 

hervorrufen können [51]. Mit der von uns zumeist eingesetzten Verdünnung von 1:50 

verwendeten wir zwar hohe Konzentrationen, im Verlauf der Etablierung wurden aber auch 

deutlich höhere Verdünnungen bis 1:350 getestet. Darüber hinaus kam diese Konzentration 

von 1:50  in den Untersuchungen von Sjöström et al. erfolgreich zum Einsatz [129]. Abgesehen 

von falsch-positiven Signalen können natürlich auch falsch-negative Ergebnisse auftreten. 

Häufig liegt dies an schlechter Gewebefixierung, einem zu verdünnten Antikörper oder einer 

unpassenden Antigen-Retrieval-Methode [51]. Die beiden letzten Punkte können bei unseren 

Untersuchungen ausgeschlossen werden, da die zuvor erwähnte Konzentration von 1:50 als 

hoch zu werten ist und die Antigen-Retrieval-Methode mit Erhitzung des Puffers in der 

Mikrowelle und Inkubation der Schnitte im Wasserkocher bei den erwähnten 

Vergleichsarbeiten bereits etabliert ist. Darüber hinaus kamen beide von uns verwendeten 

Puffer (Citratpuffer pH 6 und EDTA-Puffer pH 9) in der Literatur bereits erfolgreich bei der p-

MET-Färbung zum Einsatz [129] [171]. Die Gewebefixierung könnte hingegen ein 

ausschlaggebender Punkt bei unserer p-MET-Etablierung sein. Werner et al. beschreiben 

einerseits das Problem der Verzögerung der Fixierung, diese sollte spätestens 30 min nach 

chirurgischer Entfernung gestartet werden, andererseits Schwankungen in der Dauer der 

Fixierung, welche bis zur Überfixierung führen können [154]. Bezüglich der 

Gewebeaufbereitung ist eine unzureichende Dehydrierung des Gewebes vor der 

Paraffineinbettung ebenfalls problematisch [154]. Da unsere untersuchten Gewebeschnitte 

vom Institut für allgemeine und spezielle Pathologie in Homburg fixiert und eingebettet wurden, 

haben wir keine Informationen über die genauen Gegebenheiten und Umstände jedes 

einzelnen Präparates, sodass eine Beurteilung schwierig ist. Bekannt ist jedoch der nachteilige 

Einfluss der Formalinfixierung auf die Reaktivität zellulärer Proteine und somit auch auf die 

Antikörperbindung, was unbedingt ein Antigen-Retrieval nötig macht [117]. In unserem Fall ist 

eine suboptimale Fixierung als Problem der p-MET-Färbung am naheliegendsten, da die 

Fehlerquelle im IHC-Protokoll durch den Vergleich mit anderen Arbeiten nahezu 

ausgeschlossen werden kann. Dies wird durch die erfolgreiche Färbung der Zellen weiter 

untermauert, welche unter streng kontrollierten Bedingungen in der Zellkultur behandelt 

wurden. Das phosphorylierte Protein p-MET könnte womöglich instabiler sein als dessen nicht 

phosphoryliertes Korrelat c-MET, wodurch eine erhöhte Anfälligkeit gegenüber der Fixierung 

in Erwägung gezogen werden muss. Für andere phosphorylierte Marker wurden diesbezüglich 

schon Untersuchungen durchgeführt. Im Fall von p-Akt im Kolonkarzinomen konnte eine 
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starke Färbeintensität in Biopsien bei fehlender Färbung in den entsprechenden 

Operationspräparaten verzeichnet werden [12]. Eine mögliche Erklärung besteht in der 

schnellen Fixierung von Biopsien, wohingegen OP-Präparate unter Umständen über längere 

Zeit von der Blutversorgung getrennt sind, bevor eine Entfernung und Fixierung erfolgen kann 

[12]. Dadurch bleibt mehr Zeit für die Dephosphorylierung, weshalb bei diesen Präparaten von 

einer geringeren Aussagekraft bezüglich des phosphorylierten Markers ausgegangen werden 

kann [12]. Auch Theiss et al. verdeutlichen die Wichtigkeit von kontrollierten Bedingungen bei 

der postoperativen kalten Ischämie sowie Fixierung der Gewebe, da Standardprotokolle die 

Konservierung der labilen phosphorylierten Proteine stark beeinträchtigen können [139]. 

Durch die Verwendung von kryokonservierten Schnitten versuchten wir diesen Aspekt zu 

umgehen. In einer Studie zum Vergleich der IHC von kryokonservierten und Paraffingeweben 

konnte bei ersterem Verfahren eine höhere Färbeerfolgsrate verzeichnet werden, was auf 

einen geringeren Verlust der Antigenität und Epitopmaskierung zurückzuführen ist [55]. Diese 

Vorteile gehen allerdings mit einer schlechteren Gewebemorphologie und damit verbundener 

erschwerter Auswertung einher, was wir bestätigen konnten [55]. Alternativ können zur 

Detektion von (phosphorylierten) Proteinen auch Methoden wie das Immunoblotting oder die 

Massenspektrometrie eingesetzt werden, was jedoch mit einem technischen Mehraufwand 

einhergeht und eine zellspezifische Analyse wie am histologischen Schnitt ausschließt [100] 

[143] [165]. 

 

7.4.3 Auswertung der p-MET-Expression 

Da die ursprünglich geplanten immunhistochemischen Färbungen der Paraffinschnitte nicht 

durchgeführt werden konnten, war eine Analyse des p-MET-Status nicht möglich. Die wenigen 

untersuchten kryokonservierten Schnitte zeigten eine deutlich geringere p-MET als c-MET-

Expression. Dies ist nicht überraschend, da es sich um die aktivierte Form des Rezeptors 

handelt und daher daraus geschlossen werden kann, dass sich die c-MET-Rezeptoren nicht 

in allen Zellen zum Zeitpunkt der Fixierung im aktivierten Zustand befanden. In der Literatur 

wird diese Beobachtung bestätigt. In der bisher einzig veröffentlichten Arbeit zur p-MET-

Expression in FFPE-Gewebeschnitten im Nierenzellkarzinom wurden sowohl Primärtumoren 

als auch Metastasen immunhistochemisch untersucht [5]. Hierbei zeigten 93,5% der 

Primärtumoren eine erhöhte c-MET- und nur 12,9% eine erhöhte p-MET-Expression [5]. Im 

Gegensatz dazu wurde in Metastasen bei 84,1% eine erhöhte c-MET- und bei 70,5% eine 

erhöhte p-MET-Expression beobachtet [5]. Damit konnte eine signifikante Hochregulation der 

Phosphorylierung des Rezeptors in Metastasen festgestellt werden, was dessen Inaktivierung 

in der Behandlung von metastasierten Patienten befürwortet [5]. Allerdings war die Kohorte 

dieser Studie mit 31 Patienten eher klein [5]. Außerdem wurden nur Patienten mit 
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metastasierter Erkrankung eingeschlossen und eine Differenzierung der untersuchten 

Nierenzellkarzinom-Typen (klarzellig, papillär, etc.) des Kollektivs war nicht angegeben [5]. In 

einer anderen Studie zum NSCLC ergab sich ebenfalls eine höhere c-MET-Expression von 

22,2% bei einer p-MET-Expression von 5,8% [142]. Die MET-Expression zeigt jedoch starke 

Variationen je nach Tumorentität und Patientenkollektiv (weitere Studie zum NSCLC: c-MET 

positiv 74,6% und p-MET positiv 21,5% [110]; Magenkarzinom: c-MET positiv 39% und p-MET 

positiv 6% [115]; Ovarialkarzinom starke c-MET-Expression 70,26% und starke p-MET-

Expression 36,8% [91]). Den Trend der höheren c-MET- gegenüber der p-MET-Expression 

haben die Vergleichsarbeiten jedoch gemeinsam. Allerdings fällt auch hier wieder auf, dass 

unterschiedliche Definitionen von Positivität oder starker Expression eingesetzt wurden. 

Akioka et al., Tsuta et al. sowie Peng et al. definierten die Expression von p-MET bei einer 

membranösen Färbung von ≥10 % der Zellen als positiv [5] [115] [142], Nakamura et al. 

verwenden einen Schwellenwert von 5% [110]. In verschiedenen Studien konnte eine 

signifikante Assoziation zwischen c-MET und p-MET identifiziert werden [110] [115], beim 

Vergleich mit histopathologischen Parametern traten jedoch Unterschiede auf. Im NSCLC 

ergab sich bei Tsuta et al. eine signifikante Korrelation von c-MET und histologischem Grading, 

die nicht für p-MET galt oder bei Nakamura et al. eine signifikante Assoziation von p-MET und 

Tumordifferenzierung, welche nicht auf c-MET zutraf [110] [142]. Im metastasierten 

Nierenzellkarzinom konnte weder für c-MET noch für p-MET eine signifikante Korrelation mit 

dem pT-Stadiums beobachtet werden [5]. Die Ergebnisse sind nicht nur bezüglich 

histopathologischer Parameter heterogen, Überlebensanalysen von p-MET weisen ebenfalls 

Unterschiede auf. Im metastasierten NZK ergab sich keine Korrelation von MET-

Phosphorylierung und Prognose [5], während sich p-MET beim Mammakarzinom als 

signifikanter prognostischer Faktor für das rückfallsfreie Überleben herausstellte [118]. Beim 

Magenkarzinom wurde p-MET als unabhängiger prognostischer Faktor bezeichnet [156], in 

einer Studie zum NSCLC konnte keine Korrelation zum Gesamtüberleben beobachtet werden 

[142]. In Zusammenschau dieser Erkenntnisse spielt p-MET eine Rolle bei vielen 

Krebserkrankungen, die Varianz in verschiedenen Studien zeigt jedoch die Komplexität der 

Mechanismen. Darüber hinaus lassen sich die c-MET- und p-MET-Expression nicht 

gleichsetzen, wie man bereits in unseren wenigen kryokonservierten Präparaten erkennen 

kann. Bisher ist jedoch nicht geklärt, welcher Marker die höchste Aussagekraft bezüglich der 

Aggressivität und Prognose besitzt und somit für Analysen präferiert werden sollte. Erste 

Erkenntnisse für NZK-FFPE-Gewebe konnten durch die Arbeit von Akioka et al. erlangt 

werden [5]. Dennoch bleibt unklar, inwiefern sich deren Ergebnisse auf den klarzelligen Typ 

beziehen, sodass weitere Untersuchungen zur immunhistochemischen p-MET-Expression im 

klarzelligen Nierenzellkarzinom notwendig sind.  
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7.5 Schlussfolgerung und Ausblick  

In dieser Arbeit korrelierte die membranöse c-MET-Expression signifikant mit klinisch-

histopathologischen Parametern, zusätzlich wurde sie in der Überlebensanalyse als negativer 

prognostischer Marker identifiziert und ist entsprechend mit fortgeschrittenem Tumorstadium 

assoziiert. Es stellt somit auch ein geeignetes therapeutisches Target bei 

fortgeschrittenem/metastasiertem klarzelligen Nierenzellkarzinom dar. Darüber hinaus zeigte 

sich in der multivariablen Analyse für das metastasenfreie Überleben eine prognostische 

Unabhängigkeit dieses Markers, sodass dieser neben anderen Variablen wie dem pT-Stadium 

oder der Metastasierung zur Prognoseeinschätzung herangezogen werden kann. Im Vergleich 

dazu konnte der zytoplasmatischen c-MET-Expression keine signifikante Rolle zugeschrieben 

werden, sodass der Fokus in zukünftigen Untersuchungen auf die membranöse Expression 

gelegt werden sollte.  

Diese Arbeit konnte die in vielen anderen Tumoren identifizierte signifikante Korrelation von 

membranöser c-MET- und PD-L1-Expression im klarzelligen Nierenzellkarzinom bestätigen. 

Bei kombinierter Betrachtung beider Marker zeigte sich eine signifikante prognostische 

Wertigkeit für Gesamt- und metastasenfreies Überleben, welches für Letzteres in der 

univariaten und multivariablen Cox-Regression bestätigt wurde. Diese Ergebnisse sprechen 

für eine Signalweginteraktion der beiden Targets, welche, wie bereits beim Nierenzellkarzinom 

der Fall, im Therapieansatz berücksichtigt werden sollten. Die kombinierte Adressierung von 

c-MET und PD-L1 wird damit unterstützt. Die möglichen synergistischen Effekte bei Ko-

Inhibition müssen in vitro weiter untersucht werden. Bisher werden molekulare 

Prognosefaktoren beim klarzelligen Nierenzellkarzinom nicht genutzt, allerdings könnte dies 

für den Patienten im Sinne einer individualisierten Therapie in Zukunft von Relevanz sein. 

Unsere Daten sprechen auch für den Einbezug des c-MET- und PD-L1-Status in die 

Therapieentscheidung. Um weitere Erkenntnisse bezüglich des Nutzens von Checkpoint-

Inhibitoren zu erlangen, wäre eine Charakterisierung der immunologischen 

Tumormikroumgebung des Kollektivs interessant. 

Die vorliegende Arbeit weist einige Limitationen auf. Das Patientenkollektiv umfasste 70 

Patienten, die nach Tumorstadium ausgewählt wurden. Dies kann zwar die Kontrolle über 

bestimmte Variablen verbessern, entspricht damit aber nicht der Gesamtpopulation von 

Nierentumorpatienten. Darüber hinaus ist insbesondere die Cox-Regression aufgrund 

geringer Ereignisse in der untersuchten Kohorte nur unter Vorbehalt zu interpretieren. Zudem 

stellt die mangelnde Standardisierung der Immunhistochemie sowie deren Auswertung 

bezüglich verwendeter Scores und Cut-Offs eine weitere Einschränkung dar. Insbesondere 

der in dieser Arbeit eingesetzte H-Score als subjektives Verfahren wurde ohne Analyse-

Software von mir als Doktorandin selbst bestimmt, wohingegen die Auswertung in 
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vergleichbaren Studien häufig durch zwei voneinander unabhängige Pathologen 

vorgenommen wird. Ein möglicher Qualitätsunterschied ist daher nicht zu vernachlässigen. 

Die ursprünglich geplante Analyse von p-MET konnte aufgrund der fehlgeschlagenen 

immunhistochemischen Färbung der FFPE-Schnitte nicht erfolgen. Wir konnten die 

Immunhistochemie als solches als Fehlerquelle ausschließen und stattdessen die Fixierung 

der Präparate als problematischen Faktor identifizieren. Diese Erkenntnisse weisen 

insbesondere im Hinblick auf die Detektion phosphorylierter Proteine auf die Notwendigkeit 

einer verbesserten Standardisierung bei der Gewebevorbereitung und den 

immunhistochemischen Protokollen hin. Für zukünftige aussagekräftige Analysen des p-MET-

Status in diesem Kollektiv müssen entweder kryokonservierte Schnitte von jedem Patienten in 

guter Qualität vorliegen oder eine genau kontrollierte Fixierung und Paraffineinbettung der 

Tumorpräparate erfolgen. Die Relevanz von p-MET im klarzelligen Nierenzellkarzinom konnte 

in dieser Arbeit nicht ausreichend eruiert werden, allerdings können die durch die 

umfangreiche immunhistochemische Etablierung erlangten Erkenntnisse als Anhaltspunkt für 

Folgearbeiten dienen.  
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