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Abstrakt (Deutsch) 

Hintergrund 

Im klarzelligen Nierenzellkarzinom (NZK) weist PBRM1 (Polybromo-1 Gen) ca. 40% 

somatische Genmutationen auf und wurde neben VHL (von Hippel-Lindau Gen) als 

zweithäufigstes mutiertes Two-hit-Tumorsuppressorgen identifiziert. Obwohl die 

sporadische Inaktivierung von VHL im klarzelligen NZK mit ca. 90% überwiegt, könnte 

PBRM1 eine Schlüsselrolle in den Fällen einnehmen, in denen ein VHL-Verlust allein 

nicht für die Entstehung eines NZK ausreicht. Das Ziel unserer Studie war es, den 

Einfluss der PBRM1- und VHL–Expression auf dem mRNA- und Protein-Level auf die 

klinisch-pathologischen Eigenschaften der Tumoren und das Überleben der Patienten 

mit klarzelligem NZK zu identifizieren.  

Methoden 

An dem Kryomaterial von Tumor- und entsprechendem Normalgewebe von 70 

nephrektomierten Patienten wurden für PBRM1 und VHL immunhistologische 

Färbungen, Western Blots und quantitative PCR-Analysen durchgeführt. Zusätzlich 

wurde ein großes Patientenkollektiv mit 326 klarzelligen NZK-Patienten eines Tissue 

Micro Array (TMA) dazu verwendet, den Effekt des PBRM1- und VHL-

Expressionsverlustes im Gewebeschnitt auf die klinisch-pathologischen Faktoren der 

Tumoren und das Gesamt-Überleben der Patienten zu untersuchen. 

Ergebnisse 

In beiden Patientenkollektiven (Kryomaterial, TMA) waren Männer insgesamt häufiger 

vom klarzelligen NZK betroffen als Frauen (68.1%, bzw. 64.4%). Dabei wies der 

Großteil der Patienten der Gruppe mit dem Kryomaterial größere Tumoren auf (pT 3/4, 

n = 38/70), während in der TMA-Gruppe der Großteil der Patienten kleinere Tumoren 

aufzeigte (pT1/2, n = 212/326). In der Mehrheit der Patienten der Gruppe mit dem 

gefrorenen Tumorgewebe waren die PBRM1- und VHL–mRNA signifikant 

herunterreguliert (77.6% / 80.6%). In dieser Gruppe zeigten 21.4% der Tumoren in der 

Immunhistologie eine simultan schwache PBRM1- und VHL-Proteinexpression auf. 

Hingegen konnten wir in 60.4% der TMA-Tumoren eine schwache PBRM1- und VHL-

Proteinexpression nachweisen, die signifikant miteinander korrelierte (P < 0.001). Der 

Einfluss der immunhistologischen PBRM1- und VHL–Expression auf die klinisch-

pathologischen Parameter zeigte ein variables Bild: so war eine schwache PBRM1- und 

VHL–Expression zwar signifikant mit einem höheren Fuhrman-Grade assoziiert (P = 
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0.012 und 0.024), jedoch wies nur eine schwache VHL Expression eine Assoziation zu 

größeren Tumoren auf (pT 3/4, P = 0.023). Eine schwache immunhistologische VHL-

Expression war mit einem kürzeren Gesamtüberleben der Patienten assoziiert (P = 

0.013), während PBRM1 keinen Einfluss auf das Überleben der Patienten zeigte.  

Schlussfolgerung 

Die Ergebnisse unserer Studie deuten darauf hin, dass eine reduzierte Expression von 

PBRM1 und VHL mit einer erhöhten Tumoraggressivität korreliert ist. Wir konnten eine 

nur noch geringe VHL-Expression als unabhängigen Risikofaktor für das kürzere 

Gesamtüberleben von Patienten mit klarzelligem NZK identifizieren.  
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Abstract (Englisch) 

Background 

In clear cell renal cell carcinoma (ccRCC), PBRM1 (Polybromo-1 gene) harbors about 

40% truncating somatic mutations and was identified as the second most frequently 

mutated two-hit tumor suppressor gene, next to VHL (von Hippel-Lindau gene). 

Although sporadic inactivation of VHL is predominant in ccRCC (~ 90%), PBRM1 may 

have a putative gatekeeper function in cases where VHL loss alone is insufficient for 

ccRCC tumorigenesis. The aim of this study was to identify the impact of PBRM1 and 

VHL expression at mRNA and protein levels on clinicopathological features and patient 

outcome in ccRCC.  

Methods 

In fresh frozen tumor and adjacent normal tissue from 70 patients who underwent 

radical nephrectomy, immunohistochemical stainings, Western blotting and qPCR 

analysis of PBRM1 and VHL were performed. In addition, a tissue micro array (TMA) 

consisting of 326 ccRCC patient samples was used to identify the effect of loss of 

PBRM1 and VHL immunohistological expression on clinicopathological factors and 

patient overall survival. 

Results 

In both groups of fresh frozen ccRCC and TMA samples, men were more affected by 

ccRCC compared to women (68.1% / 64.4%). Large tumors of pT3/4 stage prevailed in 

fresh frozen samples (pT3/4, n = 38/70), whereas small tumors predominated in TMA 

samples (pT1/2, n = 212/326). In the majority of ccRCC fresh frozen tumor samples, 

both PBRM1 and VHL mRNA were significantly down-regulated (77.6% / 80.6%). In this 

group, 21.4% of frozen tumors showed simultaneous weak PBRM1 and VHL protein 

expression in immunohistochemistry. However, 60.4% of the TMA samples showed 

weak PBRM1 and VHL immunohistochemical expression which was correlated 

significantly (P < 0.001). In view of the impact of PBRM1 and VHL expression in 

immunohistochemistry on clinicopathological features, weak PBRM1 and VHL 

expression was associated with higher Fuhrman grade, significantly (P = 0.012 and 

0.024, respectively). Interestingly, only weak VHL expression was associated with larger 

tumors (pT 3/4, P = 0.023). Accordingly, there was an association of weak VHL 

immunohistological expression with decreased patient overall survival (P = 0.013), while 

PBRM1 expression did not affect the patient’s overall survival.  
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Conclusions 

Our results indicate a correlation of reduced expression of PBRM1 and VHL with an 

increased tumor aggressiveness. We identified low VHL expression as an independent 

risk factor for worse patient outcome.  
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Beitrag im Einzelnen: 

 

Die gemeinsame Projekt-Idee für die Untersuchung des Tumorsuppressorgens PBRM1 

im Nierenzellkarzinom wurde meinem betreuenden Professor A. Patzak und mir 

während eines ersten Projekttreffens von Hr. Dr. Krause aus dem Urologischen 

Forschungsinstitut der Charité vorgestellt. Meine Erfahrungen als ehemalige 

Biologielaborantin halfen mir, ein Untersuchungsmodell von PBRM1 zu entwickeln, 

welches zunächst die histologische Expression von PBRM1 und VHL auf gefrorenem 

humanen Tumormaterial von nephrektomierten Patienten der Charité – 

Universitätsmedizin Berlin beinhaltete. Hierzu konnte ich auf die Tumorbank mit 

Normal- und Tumorgewebe von Nierentumorpatienten von Hr. Dr. Krause zurückgreifen 

und die ersten histologischen Untersuchungen durchführen. Ich arbeitete die gefrorenen 

humanen Tumorproben und das jeweilige Normalgewebe auf und etablierte das 

PBRM1- und VHL -Färbeprotokoll im Institut für Vegetative Physiologie der Charité. Für 

technische Unterstützung danke ich Fr. Blauhut und Fr. Jekabsons aus der Urologie der 

Charité. Zur Prüfung der Eignung des Tumormaterials habe ich vor der 

immunhistologischen Färbung HE-Färbungen vom Normal- und Tumorgewebe jedes 

Patienten durchgeführt. Ziel war es, diejenigen Tumorproben herauszufiltern, die durch 

Fibrose oder Nekrose zu wenig vitales Tumorgewebe aufwiesen. Bei der Auswertung 

der Färbungen der Tumor- und Normalgewebe unterstützte mich Hr. Dr. Kilic aus dem 

Institut für Pathologie der Charité. Mit seiner Hilfe lernte ich, die einzelnen 

Tumorentitäten der Nierentumoren zu identifizieren und die Färbungen entsprechend 

auszuwerten. Gemeinsam entwickelten wir das Scoring-System zur Einteilung der 

Expressionsstärke von PBRM1 und VHL. Über das Institut für Pathologie bekam ich die 

Möglichkeit, 14 Tissue Micro Arrays mit Material von insgesamt 326 Patienten aus der 
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Klinik für Urologie zu beziehen, zu denen mir die klinischen Daten übergeben wurden 

und die ich nun auch nach Etablierung der PBRM1- und VHL-Färbung auf das 

Paraffingewebe zur Auswertung nutzen konnte. Die Bilder der histologischen 

Färbungen wurden von mir in dem Institut für Pathologie generiert (Figure 1, 2; Seite 6-

7). Die PBRM1- und VHL - cDNA-Synthese der Normal- und Tumorproben habe ich in 

dem urologischen Forschungslabor vorgenommen, wobei die Durchführung und 

Auswertung der qPCR-Analysen von Hr. Dr. Jandrig aus der Universitätsklinik 

Magdeburg übernommen wurde (Figure 4,5; Seite 8-9). Große Unterstützung in der 

Etablierung des Western Blot-Protokolls für PBRM1 und VHL und der anschließenden 

Auswertung habe ich in dem Institut für Vegetative Physiologie von Fr. Dr. Kasim, Hr. 

Prof. Fähling und Fr. Schmidt erfahren (Figure 3, Seite 7). Während meiner intensiven 

Prüfungsvorbereitung auf das 2. Staatsexamen hat Fr. Schmidt die begonnenen 

Western Blot-Untersuchungen der insgesamt 70 Patienten für mich beenden können. 

Zur statistischen Auswertung habe ich einen 2-tägigen SPSS-Kurs für Studenten 

absolviert und konnte damit die statistischen Berechnungen selbst durchführen. Die 

Ergebnisse dazu sind unter anderem in die Tabellen und Überlebensanalysen 

eingeflossen (Tables 1 – 3, Seite 4,5,7; Tables A.1 – A.2.2, Seite 11-13; Figure 6, Seite 

10). Hr. Lenz aus dem Institut für Biometrie und Statistik der Charité und Hr. Bischoff 

aus der Med. Klinik für Hämatologie / Onkologie der Charité berieten mich bei der 

Auswertung und Interpretation der Datensätze. Das Manuskript habe ich in allen Teilen 

verfasst, wobei mich in der Korrektur und späterer Revision Hr. Prof. Patzak, Fr. Dr. 

Kasim, Hr. Dr. Krause und Hr. Dr. Jandrig mit ihrem jeweiligen Fachwissen 

unterstützten. Das Einreichen der Arbeit in dem Journal Urologic Oncology – Seminars 

and Original Investigations habe ich selbstständig durchgeführt.  
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