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1 Einleitung
1.1 Epidemiologie, Atiologie und Pathogenese des Nierenzellkarzinoms

Das Nierenzellkarzinom (Synorym: Hypernephrom, hypernephroides Nierenkarzinom), ein
maligner epithelialer Tumor des Nierenparenchyms, ist mit einem Anteil von tler 80% der
haufigste maligne Tumor der Niere und madt ca 1-2% aller bésartigen Tumoren Uberhaupt
aus (American Cance Society, 1994 Fischer et al. 1998. Urothelkarzinome der Niere sowie
mesenchymale oder Mischtumoren sind wesentlicher seltener, s. Abbildung 1. Das
Hypernephrom tritt Gberwiegend sporadisch auf, familidre Haufungen sind auch beschrieben
worden. Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt im siebten Lebensahrzehnt, Manner
befdlt dieses Krebsleiden doppelt so héufig wie Frauen. Das Nierenzellkarzinom betrifft
beide Nieren gleich haufig, zu 1% finden sich hilaterale Nierenzellkarzinome (nach
AuszchluR von Metastasen eines einseitigen Nierenzellkarzinoms). Die Atiologie ist nicht
gesichert, diskutiert werden heute u.a. hamonelle Einflisse, Schwermetallbelastung (z.B.
Cadmium, Ble), starker Tabakkonsum, vernarbende Prozese der Niere sowie
Virusinfektionen oder genetische Einflise wie z.B. beim seltenen vonHippel-Lindau-
Syndrom, einer autosomal dominant vererbten Phakomatose mit Hamangioblastomen des
Kleinhirns und anderen ZNS-Regionen, Angiomatosis retinae Phaochromozytom und
palyzystischen Organanomalien. In einer 1996 \er6ff entlichten Studie der UICC (Schlehofer
et al., 1999 zur Untersuchung der medizinischen und familiéren Geschichte von Patienten
mit Nierenzell karzinomen wird berichtet, dal3 urter bestimmten Umstanden, wie der Infektion
einer Niere, beim Vorliegen von Nierensteinen, der Erkrankung an Diabetes mellitus, dem
arteriellen Hypertonus oder einer Schilddrisenerkrankung das Risiko, an enem
Nierenzellkarzinom zu erkranken, nu gering erhoht ist, wohingegen zusétzlich zu dem
erblichen vonHippel-Lindau-Syndrom wahrscheinlich eine ebliche Pradisposition fur die

Erkrankung an einem Nierenzell karzinom besteht.
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E Nierenzellkarzinom
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Abbildung 1: Haufigkeit maligner Nierentumoren

Seinen Ausgang nimmt das Nierenzellkarzinom in der Regel vom proximalen Tubuusepithel
(klarzelliges und chromophles Nierenzellkarzinom), das <tenere diromophole
Nierenzellkarzinom, das gutartige Onkozytom sowie das Ductus-Belli ni-Karzinom entstehen
jedoch von cn Zellen der Verbindurgsgticke und der Sammelrohre (Thoenes et al., 198§.
Nierenzellkarzinome werden aufgrund  hHstologischer  Kriterien in kompakte,
kompakt/tubu opapill &re, kompakt/zystische, zystische und tubuopapill &re Muster unterteilt,
wobel Onkozytome zusétzlich nach azinéare Strukturen aufweisen (Mostofi et al., 198]). Die
zytologischen Kriterien beziehen sich auf zytoplasmatische Verdnderungen, wobei
klarzellige, chromophole, chromophile mit basophlen und eosinophilen Untergruppen,
gemischte und spindezellig-pleomorphe  Formen  unterschieden  werden. Die
Nierenzelladenome, kleine und gut differenzierte, tubuopapill &re Nierentumore ohnre
histologische Mali gnitatskriterien, sowie die Onkozytome, gutartige, langsam wacdsende und
nicht metastasierende Nierentumore, bilden eine Sondergruppe (Thoenes et a., 1986, 1999
Thoenes u. Storkel, 1991 Stoérkel, 1993,s. Abbildung 2).
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Abbildung 2: Typen des Nierenzellkarzinoms und des Onkozytoms in phanotypischer Beziehung zum

Nephron/Sammelrohrsystem (n. Storkel)

Pathogenetische Bedeutung scheint der Verlust eines Tumor-Suppressorgens auf Chromosom
3p zu haben (Zbar et a., 1987,Anglard et a., 1993. Ebenso spielen eine Deletion von

Chromosom 17p sowie Mutationen im Bereich von p53eine Rolle in der Metastasierung des

Nierenzellkarzinoms bzw. in der Transformation eines benignen in einen malignen

Nierentumor (Reiter et a., 1993.
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Folgende  Abbildungen
Nierenzell karzinoms;
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Abbildung 3: Hell zelli ges Nierenzellkarzinom,
Grad 2 K 180594, Vergroferung 1:100
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Abbildung 5: Chromophil eosinophiles
Nierenzellkarzinom, K 266293, Vergréferung
1:100

Abbildung 7: Chromophil basophiles
Nierenzellkarzinom, K 567093, Vergrolerung
1:100
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verschiedenen Typen  des

| . Tt A
Abbildung 4: Ausschnitt aus Abbildung 3,
Vergréferung 1:200

Abbildung 6: Ausschnitt ausAbbiIung 5
Vergréferung 1:200

Abbildun 8: Ausschnitt aus Abbildung ,
Vergroferung 1:200
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Abbildung 9: Spindelzelli ges Nierenzellkarzn, Abbilung 10: Auss:hitt aus Abbildung 9,
K 705293, Vergroferung 1:100 Vergroferung 1:200

bbildun ]_' Ductus-Bélli ni-Karzinom der Abbildung 12: Ausschnitt aus Abbildung 11,
Niere, K 134895, Vergroferung 1:100 Vergroferung 1:200

Abldung 13 Onkoom d Nier, K 30894, Abbildung 14: Ausschnitt aus Abbildung 13
Vergroferung 1100 Vergroferung 1:200
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1.2 Klassifikation des Nierenzellkarzinoms

Wie fur die meisten Tumore des menschlichen Korpers gibt es auch fir die Stadieneinteil ung
des Nierenzellkarzinoms eine @anheitliche und pézise Definition duch de Union
Internationde Contre le Cance (UICC) anhand des TNM-Systems. Auch der
histopathologische Differenzierungsgrad mufd zur  korrekten  Klasgfikation  des
Nierenzellkarzinoms berlicksichtigt werden. Ebenso weitverbreitet ist die amerikanische
Klasdfikation rach Robson et al., 1969.1n der vorliegenden Arbeit fand zusétzlich nach der
Prognosescore nach Storkel Anwendurp.

1.2.1 TNM-System (UICC 1992

T: Primartumor

TX Primértumor kann richt beurteilt werden

TO Kein Anhalt fur Primértumor

T1 Tumor 2,5 cm oder weniger in gréder Ausdehnung begrenzt auf die Niere

T2 Tumor mehr als 2,5 cmin gr6f¥er Ausdehnung begrenzt auf die Niere

T3 Tumor breitet sich in grdfferen Venen aus oder infiltriert Nebenniere oder
perirenales Gewebe, jedoch richt jenseits der Gerota-Faszie

T 3a Tumor infiltriert Nebenniere oder perirenales Gewebe, aber nicht jenseits
der Gerota-Faszie

T 3b Tumor mit makroskopischer Ausbreitungin die Nierenvene(n) oder V. cava
unterhalb des Zwerchfells

T 3c Tumor mit makroskopischer Ausbreitungin die V. cavaoberhalb des
Zwerchfells

T4 Tumor infiltriert Uber die Gerota-Faszie hinaus

pT Die Ausdehnungdes Tumors ist postoperativ durch einen Pathologen
bestimmt

N: Regiondre Lymphknoten

N X Regionére Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

N O Keine regiondren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase in solit&rem Lymphknoten, 2 cm oder weniger in grofder
Ausdehnung

N2 Metastase(n) in solit&rem Lymphknoten, mehr als 2 cm, aber nicht mehr a's

5cmin g6ier Ausdehnung oder in multi plen Lymphknoten, keine mehr
as5cmin gol¥er Ausdehnung

N3 Metastasen in Lymphknoten, mehr als 5 cmin gré@er Ausdehnung

pN Der Lymphknotenstatus ist postoperativ durch einen Pathologen bestimmit
M: Fernmetastasen

M X Das Vorliegen von Fernmetastasen kann richt beurteilt werden

M O Keine Fernmetastasen

M 1 Fernmetastasen

Tabelle 1: TNM-System (UICC 1992)
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1.2.2 Grading

Die histopathoogische Gradeintelung der Tumoren erfolgt nach den WHO-Richtlinien
(Mostofi et a., 198]). Hiernach wird eine Einteilung in drel Grade vorgenommen:

Grad &

Die Zelkerne sind vawiegend rund und etwa von der Grole der Kerne der
Tubuusepithelzellen mit nur geringer GroRenvarianz. Das Chromatin ist fein  bzw.
kondensiert bis pyknatisch. Nukleolen finden sich vereinzelt zentral, selten in Nahe der
Kernmembran. Ihre Grole entspricht etwa jener der Nukleolen der Tubuusepithelzellen.
Mitosen finden sich praktisch nicht.

Grad 2

Die Zellkerne in Tumorzellen dieses Malignitétsgrades snd nicht mehr nur rund, sondern
variieren in der Form. Invaginationen sind ncht ungewdhrlich, ebenso wie @ne
Groélenzunahme im Vergleich mit den Kernen der Tubuusepithelzellen. Das Chromatin ist
fein bis grob, gelegentlich kondensiert bis hyperchromatisch. Die Grofe der Zellkerne
untereinander schwankt leicht. Gelegentlich sieht man auch mehrkernige Zellen. Ein bis zwel
etwas vergrolerte Nukleolen pro Zellkern finden sich zentral oder leicht exzentrisch. Mitosen
sind vahanden, aber nicht zahlreich.

Grad 3

Grol% bis riesige und in ihrer Form sehr unterschiedliche Zellkerne sind charakteristisch fir
diese Art der Tumoren. Die Gestalt der Kerne ist unregelmaldig, pdyzyklisch und pdymorph.
Das Chromatin ist sehr grob, urgleich verteilt undimmer hyperchromatisch. Die Anzahl der
Nukleolen pro Kern reicht von einem Nukleolus bis hin zu mehreren Nukleoli welche sehr
grol3 werden konren. Mehrkernige Zellen finden sich héufig, hachgradig atypische und
riesige Tumorzellen sind keine Seltenheit. Ebenso zahlreich sind atypische Mitosen. Die
Form der Zellen folgt keinem Schema mehr, oftmals snd de Zellen spindelférmig bzw.
pleomorph.
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Folgende Abbil dungen zeigen exemplarisch Nierenzell karzinome der verschiedenen Grade
G1,G2undG3.

I 7 ';; 3

el - >

rad 1 K 9597560 12, 1:400

Abbildung 17: HeIIzeIIiges Nierenlkarzio Grad 3K 9509002 4, 1:400
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1.2.3 Robson-Stadien

Robson et al. haben im Jahre 1969 de Ausdehnurg des Nierenzellkarzinoms in
verschiedenen Stadien zusammengefaldt. Demnach entspricht einem Stadium | ein kleiner
Tumor (T 1) ohre Lymphknden- oder Fernmetastasen. Die Ausbreitung des Tumors
entspricht dem Stadium I, wenn es sch um einen Tumor groler as 2,5 cm handelt, der
ebenfalls noch nicht Ilymphogen oder hdmatogen metastasiert hat.  Eine
Lymphkndenmetastasierung (N 1) eines T 1- oder T 2-Tumors bzw. ein T 3-Tumor mit oder
ohre Lymphkndenbefall aber ohre Fernmetastasen gilt as Stadium 1ll. Eine
Fernmetastasierung bzw. ein Lymphkndenbefall > N 1 sowie @n T 4-Tumor entspredhen

immer einem Stadium IV nadh Robson.

T1 T2 T3a T3b T3 T4 NO N1 N2 N3 MO M1
Stadium | X X X
Stadium Il X X X
Stadium I X X X X
X X X X X X

Stadium IV X X X X X X X X X X X
X X X X X X X X

X X X X X X X

Tabelle 2: Stadieneinteilung des Nierenzellkarzinoms nach Robson et al., 1969
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1.2.4 Prognosescore nach Storkel

Fur die Eintellung der Tumoren in de verschiedenen Prognosegruppen nach Storkel werden
folgende Bewertungskriterien herangezogen: Das Robson-Stadium, das Grading, der Zelltyp
aufgrund der histopathologischen Morphdogie (Thoenes et a., 1986, das Watstumsmuster

sowie das Alter des Patienten zum Zeitpunk der Operation. Der Prognosescore agibt sich
durch Addtion der entsprechenden Punktzahl jedes einzelnen Parameters. Treffen

gleichzeitig mehrere M 6gli chkeiten eines Parameters zu (z.B. klarzelli g, teil s chromophil), so

ist die hdhere Punktzahl zu wahlen.

Parameter Punkte
Staging Robson-Stadium | 1
Robson-Stadium |1 2
Robson-Stadium I11 4
Robson-Stadium IV 6
Grading Grad | 1
Grad Il 3
Grad Il| 5
Zélltyp klarzdlig 2
chromophil 1
chromophob 1
spindel zdli g/pleomorph 2
Wachstumsmuster kompakt 2
tubul o-papill &r 1
cystisch 1
Alter bei Operation < 30Jahre 1
31- 40 Jahre 2
41 - 50 Jahre 1
51- 60 Jahre 2
61- 70 Jahre 2
> 70 Jahre 1
Prognosegruppe 1 (gute Prognose) 5-9
Prognosegruppe 2 (intermediére Prognose) 10- 14
Prognosegr uppe 3 (schledhte Prognose) 15-17

Tabelle 3: Prognosescore des Nierenzell karzinoms mit Definition von 3 Prognosegruppen
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1.3 Klinik und Diagnostik des Nierenzellkarzinoms

Das Nierenzellkarzinom ist primér symptomlos, so dal3 de Diagnose in den meisten Falen
erst spét gestellt wird. Dementsprechend weisen 13- 18% aller Patienten zum Zeitpunk der
Diagnose bereits Fernmetastasen auf (Fischer et al., 1999. Die klasssche Symptomentrias
Schmerz, Hamaturie und tastbare Resistenz findet sich nu bei 11% der Patienten, gleichwohl
finden sich einzelne Symptome wesentlich héufiger (s. Tabelle 4).

Schmerzen 48%
Hamaturie 40%
tastbare Resistenz 3%
Gewichtsabnahme 37™%
Hochdruck 22%
Fieber 19%
Trias. Schmerz
Resistenz 11%
Hamaturie
keine 5%

Tabelle 4: Klinische Symptomatik des Nierenzellkarzinoms

Das Nierenzellkarzinom metastasiert vorwiegend hBmatogen vom Cavatyp, bevorzugt in de
Lunge, die Leber, das Gehirn, in de Knochen sowie in de Nebennieren. Allerdings snd
gerade fir das Nierenzellkarzinom Metastasen ungewOhrlicher Lokalisation und
Symptomatik typisch, so sind beispielsweise Metastasen in den Tonsill en, den Kieferhéhen,
der Mundschleimhaut, in den Speicheldriisen und auch in der Vagina beobadctet worden
(Melnick et a., 1989 Miller-Mattheis et al., 1989. Auch das Auftreten von Spatmetastasen
10 ks 20 Jahre nach dem Primértumor ist keine Seltenheit. Selten finden sich verschiedene
paraneoplastische Syndrome wie z.B. Polyzythamie, Hyperkalzdmie, Hypertonie, Cushing-
Syndrom oder Galaktorrhoe. Bei etwa 3% der Patienten kommt es zu einer sekundéren
Amyloidose mit Ablagerung von Amyloid-A (vorwiegend keim klarzelli gen kompakten Typ)
in den Nieren und in der Milz. Klinisch manifestieren sich solche Féle haufig als
nephrotisches Syndrom. In 136 kommt es zu einem Stauffer-Syndrom mit gestorten
Leberfunktionen und einer Hepatomegalie ohre Ikterus (Stamboalis et a. 1981 Schubert
1984. Ein dagnostisches Merkma ist von besonderer Wertigkeit: Eine neuauftretende
Varikozele (varikos erwelterter Plexus pampiniformis), vor allem rechtsseitig, kann ein erstes
Symptom fir en Nierenzellkarzinom sein (symptomatische Varikozele aifgrund
Behinderung des vendsen Abflusses durch einen Tumorzapfen in der V. rendis, gof. bisin de
V. cavainferior), neben einer deutlich erhdhten Blutkorperchensenkungsgeschwindigkeit. Das
einffachste und peiswerteste bildgebende Verfahren, das sch der klinischen Untersuchung
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direkt anschlief3en sollte, ist die Ultraschall untersuchung. Hiermit [&3t sich relativ leicht und
sicher eine Raumforderung im Bereich einer Niere feststellen. Als Kriterien gelten ein im
Niveau oder Uber das Niveau der Niere hinausreichender, strukturverdnderter Bezirk mit
Binnenechos, bei grofen Tumoren nicht selten mit kleinen zystischen Hohlrdumen.
Rontgendogisch zeigt sich in der Nierenlegaufnahme an vergrof¥erter Weichtell schatten
neben ener verstérkten Vaskularisation im Angiogramm (Bischoff et a., 1977. Im
Ausgheidurngsurogramm  erscheint  die  Kelcharchitektur meist  verworfen, de
Computertomographie as eine der letzten Untersuchungen in der Hierarchie der Diagnostik
liefert exakte Angaben Uker die Grofe und Ausbreitung des Tumors wie den Verdadt auf
lymphagene Metastasierung aufgrund vergrofRerter Lymphknden im Bereich des Nierenstiels.
Die Magnetresonanztomographie bringt bel dieser Erkrankung keinen Informationsgewinn, so
dald man, richt zuletzt aus wirtschaftlichen Grinden, darauf verzichten kann. Um im Falle
unklarer Dignitdt eine préoperative Histologie der Raumforderung zu gewinnen, ist es
maoglich, den Tumor Ultraschall- bzw. CT-gesteuert zu punktieren. In Einzelféllen kann kel
Verdadht auf Invasion des Tumors in de V. cava inferior zusétzlich eine Cavografie
angeschlosen werden, hierbel besteht gleichzeitig die Méglichkeit, einen Cava-Schirm zu
plazieren um einer Tumorembalisation in de Lungenstrombahn vazubeugen. Zur korrekten
Stadieneinteilung bei nachgewiesenem Nierentumor sind eine Thorax-Rontgenaufnahme in 2
Ebenen und eine Computertomographie des Abdamens notwendig. Bel Verdadt auf

Knochenfili aekann zusétzli ch ein Knochenszintigramm erforderli ch werden.
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1.4 Therapie des Nierenzellkarzinoms

Die @nzige kurative Therapie des Nierenzellkarzinoms ist die Diagnose und Entfernung des
Primartumors im Fruhstadium. Das operative Verfahren der Wahl hierzu ist die radikale
Tumornephrektomie urter Mitnahme der ipsilateralen Nebenniere sowie der Lymphknden
entlang des Nierenstiels. Bei geringer Grofe des Primartumors kann in besonderen Féllen,
z.B. bei anatomischer oder funktioneller Einzelniere, um den Patienten var dem Schicksal der
Dialysepfli chtigkeit zu bewahren, auf eine Entfernung der gesamten Niere verzichtet und statt
des=n eine organerhaltende Nierenteil resektion duchgefiihrt werden (Steinbad et a., 199)).
Unter diesem Aspekt mul? man jedoch de Eigenschaft der Nierenzellkarzinome
berlicksichtigen, multizentrisch, d.h. gleichzeitig an mehreren Stellen in einer Niere,
aufzutreten. Cheng et al. beziffern in einer 1991 duchgefiihrten Untersuchung die Inzidenz
eines Zweitkarzinoms in der selben Niere wie der Primartumor mit sieben Prozent. In einer
Studie von Nissnkorn et a., 1995,in der die Multizentrizitdt des Nierenzellkarzinoms
untersucht wurde, konrte gezeigt werden, dal3 bei Tumoren mit einem Durchmesser von
weniger als 3 cm die totale Nephrektomie in mindestens 96% der Falle @ne Ubertherapie ist.
Untersuchungen zur Zytostatikasensibilit & des Nierenzell karzinoms erbrachten erniichternde
Ergebnise. Nadh dem heutigen Kenntnisgand gibt es keine wirkungsvolle Chemotherapie
des Nierenzellkarzinoms. Samtliche Therapieansétze mit verschiedenen Chemotherapie-
schemata, welche in-vitro eine Wirkung auf das Tumorzellwadchstum i.S. einer Verringerung
bzw. einer Abtotung von Zellen zeigten, konrien in-vivo zu keinem Effekt beziglich einer
Verlangerung der Uberlebenszeit der Patienten filhren. Einzig die Immunmoduationstherapie
mit rekombinantem Interleukin-2 (von Romeling et al., 1989, Interferon (Buzaid et al., 1989
Muss 1991 Mani et al., 1999 oder Lymphokin-aktivierten Kill er-Zellen (LAK C) stellt heute
die Therapie der Wahl des metastasierten Nierenzellkarzinoms dar. Den Interleukinen,
besonders Interleukin-2, kanmt in desem Zusammenhang die wichtigere Bedeutung zu, denn
sie fuhren zu holeren Remisgonsraten als die Interferone, welche in nur 2% bzw. 124 zu
einer kompletten kzw. partiellen Remisgon fuhren. Eine Durchsicht der hierzu his heute
publizierten Ergebnisse 183 jedoch leider keinen Zweifel daran, dal3 nu 3% aler mit
Interferon behandelten Patienten eine langer als 12 Monate andauernde Remisson aufweisen
(Mani et al., 1999.
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1.5 Prognose

Die Prognose des Nierenzellkarzinoms ist abhdngig von der Tumorgréfe, dem
Erkrankungsgadium sowie dem histomorphdogischen Grading. Diese drei Faktoren sind de
bis heute dlgemein akzeptierten Prognoseparameter des Nierenzellkarzinoms. Demnach
findet sich bei T 1-Tumoren eine Letalitdt von 4% nach 10 Jahren Uberlebenszeit, bei T 2-
und T 3-Tumoren eine Letditd von 5% nach 5 Jahren Uberlebenszeit und kei T 4-Tumoren
eine 50%-ige Letdlitét bel einer Lebensdauer von 18 Monaten. Ein Veneneinbruch des
Tumors erhoht die Letaitédt auf 62% nach 5-6 Jahren Uberlebenszeit. Ebenso haben Patienten
mit Lymphkndenmetastasen eine verkirzte Uberlebenszeit von 3 Jahren (Storkel et al., 1986
Medeiros et a., 1988 Ljungberg et al., 1988. Entsprechend der Stadieneintellung nach
Robson ist, bezogen auf die 5-Jahresliberlebensraten von 9%6, 736 und 3%%6, fur das
Stadium | eine mittlere Uberlebenszeit von 137Monaten bei einer Letalitat von 4%, fur das
Stadium 11 eine mittlere Uberlebenszeit von 84 Monaten bei einer Letalitat von 16% und fur
das Stadium Il eine mittlere Uberlebenszeit von 80 Monaten bei einer Letalitdt von 33%
sowie im Stadium IV eine mittlere Uberlebenszeit von 38 Monaten bei einer Letalitat von
5% bestimmt worden (Thoenes et a., 1986 Storkel et a., 198§. Nadh dem
histomorphdogischen Grading findet sich bei G 1-Tumoren eine mittlere Uberlebenszeit von
130 Monaten bei einer Letditdt von 3%, bei G 2-Tumoren eine Uberlebenszeit von 91
Monaten bei einer Letalitdt von 2%%6 und kei G 3-Tumoren eine Uberlebenszeit von 34
Monaten bel 69% Letditét. Bezogen auf die 5-Jahrestiberlebensraten finden sich Werte von
95% fir G 1-, 60% fur G 2- und 2%6 fur G 3-Karzinome (Storkel et al., 198§. Unter
Berlicksichtigung der Wadhstumsformen ist kompakten Karzinomformen eine mittlere
Uberlebenszeit von 94 Monaten bei einer Letalitdt von 2% zuzuordnen, tubuopapill dren
Karzinomformen eine Uberlebenszeit von 17 Monaten bei einer Letalitd von 1®6 und
zystischen Wadhstumsformen eine mittlere Uberlebenszeit von 59Monaten bei einer Letalit &t
von fast null Prozent. Die histopathologische Morphdogie eagibt fur klarzellige Karzinome
eine mittlere Uberlebenszeit von 86 Monaten bei einer Letalitat von 2%%, fir chromophole
Karzinome findet sich eine mittlere Uberlebenszeit von 79 Monaten bei einer Letalitat von
17% und fir chromophile d@ne mittlere Uberlebenszeit von 119Monaten bei einer Letalitat
von 1%%4. Prognostisch sind de klarzelligen Karzinome am ungunstigsten (Storkel et al.,
1990. Zusammenfasend l&a’t sich sagen, da? de Prognose anes im Frihstadium
diagnostizierten undadaquat behandelten Nierenzellkarzinoms, insbesondere derer mit guter
histopathologischer Differenzierung, gunstig ist. Hingegen haben bereits metastasierte
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Nierenzellkarzinome, nicht zuletzt wegen mangelnder therapeutischer Moglichkeiten, eine

vergleichsweli se schledte Prognose.

Die nachfolgende Tabelle 5 gibt nochmal's einen Uberbli ck:

Kriterium Mittl ere Uberlebenszeit in Letalitdt in %
Monaten
T-Stadium pT 1 120 45
pT 2 60 50
pT 3 60 50
pT 4 18 50
V eneneinbruch positiv 60-72 62
Lymphknoten positiv 36 keine Angabe
Rohbson-Stadium I 137 4
Il 84 16
11 80 33
Y% 38 59
Grading Gl 130 5
G2 91 25
G3 34 69
Wacdhstumsmuster kompakt 94 25
tubul opapill & 17 17
zystisch 59 0
Histologie klarzdlig 86 25
chromophob 79 17
chromophil 119 14

Tabelle 5: Prognose des Nierenzellkarzinomsin Abhangigkeit verschiedener Kriterien
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2 Fragestellung

2.1 Klinische und p athologische Bedeutung von Zelladh&asionsmolekulen und
Proliferationsmarkern

2.1.1 Einfahrung

Adhasion vonZellen ist ein grundegend ndwendiger Prozel3 fur die Gewebediff erenzierung,
den Aufbau einer Gewebeachitektur und fur die Entstehung eines Zell verbandes bis hin zur
Entwicklung enes vollstandigen Organs. Gerade im Zusammenhang mit malignen
neoplastischen Erkrankungen, bei denen das Tumorwadstum, die Invasion undschliefdlich
die Absiedelung von Zellen des Priméartumors (Metastasierung) fur den Patienten
entscheidende Ereignisse bezlglich des weiteren Verlaufs siner Erkrankung darstellen, ist
die Untersuchung der Zell-Zell- sowie der Zell-Matrix-Interaktion auf der Ebene der
molekularen Vermittlung von Zelladhérenz auf¥erst interessant. Vor alem die Fahigkeit
maligner Tumoren, in fernen Organen Metastasen zu hilden, setzt die Fahigkeit zur
molekularen Kommunikation vaaus. Nach dem Einbruch von Zellen in das Blut- oder
Lymphgeféi3system miissen dese darin Gkerleben, sich an einem fremden Ort an das Endahel
anheften, in das Parenchym einwandern und schliefdlich dat wadsen kdnren. Viele dieser
Prozese, wenn ncht ale, erfordern von dn Tumorzellen de Fahigket, sich an ein
bestimmtes Gewebe anzuheften kzw. sich davon l6sen zu konren. Hier spielen die sog.
Zelladhésionsmolekile @ne wichtige Rolle. Man teilt in funf Familien ein: CD44 (s. 2.1.2),
Integrine, Cadherine (s. 2.1.3, Seledine sowie die Immunglobuin-Superfamilie (Hynes et al.,
1992. Zeladhdsionsmolekile sind transmembranédre Glykoproteine, welche Uber ihren
extrazelluldren Antell mit Strukturen benachbarter Zellen oder der Zellmatrix kommunizieren
und Uker ihre intrazelluldre Region mit Funktionseinheiten der Zelle in Verbindurg stehen.
Proliferationsmarker wie das in der vorliegenden Arbeit untersuchte Proliferating Cell
Nuclea Antigen (PCNA, s. 2.1.4 sind erst seit wenigen Jahren Gegenstand intensiver
Forschung an verschiedenen Malignomen. Bedeutung haben sie elangt, da Uber sie die
Bestimmung der Proliferationsaktivitét von malignen Tumoren méglich und hifreich ist, das
biologische Verhalten maligner Tumoren vorherzusagen, indem man Hochrisikopatienten in
Bezug auf Tumorrezidive und dn tumorasziierten Tod erkennen kann. Die
Proliferationsaktivitat kann Uker verschiedene Methoden bestimmt werden (Zahlung von
Mitosen, Mesaung des DNA-Gehaltes, Bestimmung von Proteinen des Zellzyklus), am
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einffachsten aber sicher am fur die tégliche histopathologische Diagnostik routinemaldig
angefertigten Paraffinmaterial.

2.1.2 CD44-Standard (CD44-h) und seine Isoformen (CD44-v)

Hinter der Bezeichnurg CD44 verbirgt sich ene ganze Gruppe heterogener,
transmembrandrer Glykoproteine mit Molekulargewichten zwischen 85 KD und 300
(Picker et a., 1989 Gallatin et a., 1991 Maday et al., 1999, welche ihre Funktion in der
Zell-Z€ell- und Zel-Matrix-Interaktion haben. Der von der Maus gewonnene monoKonale
Antikorper Hermes-3 erkennt den 8595 kD schweren humanen Lymphazyten-Homing-
Rezeptor. Mittels Maus-Mensch-hybridisierten  T-Lymphazyten und Hybriden von
Ovariazellen des chinesischen Hamsters mit menschlichen Amnionfibroblasten zeigten 1989
AlaKapee ¢ a. duch indirekte Immunfluoreszenz und Immunprézipitation, 3 de
Expresson vonHermes-3 von cr Region 11lper-pl3 ceterminiert wird. Forsberg et al., 1989,
bestétigten de Position des Lymphazyten-Homing-Rezeptor-Gens auf Chomosom 11per-p13
durch Studien an Hybridzellen von Mensch und chinesischem Hamster, worin de humanen
Parentalzellen verschiedene Deletionen auf Chromosom 11 hetten. Ebenfalls im Jahre 1989
konnten Stefanova d a. auf der Grundage von Studien des 3" Internationad Workshops on
Human Leukocyte Differentiation Antigens die Identitét des Lymphazyten-Homing-Rezeptors
mit dem humanen Leukozyten-Oberflachenglykoprotein CDw44 lestdtigen. Strukturelle
Gleichheit scheint auch mit dem Pgp-1-Glykoprotein von Omary et a. 1988,zu bestehen.
Heute herrscht kein Zweifel mehr daran, dal3 das Gen, welches fur CD44 kodert, sich auf
Chromosom 11in der Region 11per-p13 kefindet.

Derzeit sind von CD44 reben der hamatopaetischen Form (CD44-h) bzw. Standard-Form
(CD44-s) zehn Isoformen bekannt (CD44-v1 - CD44-v10), von denen einige ane wichtige
Rolle in der Tumorinvasion undMetastasierung zu spielen scheinen (Gunthert et a., 1991
Terpe @ a., 1996. So konrte fur CD44-v6 nachgewiesen werden, dald seine Transfektion in
eine nicht-metastasierende Zelli nie von Pankreaskarzinomzellen der Ratte (BSp73AS) diese
Zellen zu hachaggressvem und extrem metastasierendem Verhalten befahigte (Gunthert et
el., 199). Die beim Menschen varkommenden Formen von CD44 werden duch 20 Exons
codiert. Hiervon kezeichnet man de Exons 1s bis 10s als “Standard-Exons’, da sie fur die
hadmatopcetische oder Standardform von CD44, CD44-h, koderen. Die weiteren zehn Exons,
1v bis 10v rehmen am sog. “alternativen Splicing” teil (Screaon et al., 1992 Terpe 4 al.,

1996. Hierbei werden in der extrazelluldren Region an der Aminosauren-Position 223 die
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zusétzlichen Sequenzen eingefugt. Zusétzlich zum Ein- oder Ausschluld vonganzen Exons
wird elne zusétzliche Heterogenitdt durch de Verwendurg von internen ,, Splicing”-Stellen in
2 Exons erreicht. Eine Variation der zytoplasmatischen Region resultiert aus dem alternativen
»Splicing” von 2 Exons. Daraus ergibt sich eine bemerkenswerte Komplexitét der
genomischen Struktur von CDA44, resultierend in einer strukturellen und funktionellen
Diversitat auf der Basis des g. ,aternativen Splicing“. CD44-v1 wird beim Menschen
aufgrund eines Stopcodors nicht exprimiert (Screaonet a., 1993.
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Abbildung 18: Darstellung der Regionen von CD44-h und seiner Isoformen (aus Mackay & al., 1994

Seine Funktion, soweit heute bekannt, hat CD44 as Rezeptor fur Hyaluronsaure (Aruffo et
a., 1990 Culty et a., 1992 Ledey et a., 1990, in der T-Zell-Aktivierung und
Signaltransduktion (Huet et a., 1989 Shimizu et a., 1989 Denning et al., 1990, in der
Lymphazyten-Zirkulation, dem sog. “Homing” der Lymphazyten (Jalkanen et a., 1987
Goldstein et a., 1989 sowie ds Element in der Vermittlung von Zellmotilit & (Jacobson et
al., 1989. Hyauronsdure ist ein Hauptbestandtell der extrazelluldren Matrix und kewirkt
vermutlich eine wenig resistente Matrix mit erhohter Zellmotilit &. Diese Zellmotilit &t ist in
der Embryonalphase und kei der Wundkheilung essentiell und mdgli cherweise Vorausstzung
zur Lymphazytenzirkulation und Tumorzellmetastasierung (Reid und Flint, 1974 Underhill
1989.
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2.1.3 E-Cadherin

E-Cadherin gehtrt zu einer Familie Ca' -abhédngiger interzellularer transmembranérer
Glykoproteine, den sog. Cadherinen. Cadherine spielen eine wichtige Rolle in der
Organogenese und dr Aufredhterhaltung der normalen Gewebestruktur und -funktion.
Derzeit unterteilt man de Cadherine in drei Klasen, de eithelialen E-Cadherine, die N-
Cadherine, welche in Nerven- und Muskelgewebe exprimiert werden und de P-Cadherine,
die man zuerst aus Maus-Placenta isolierte, die @er auch in menschlichen epithelialen
Strukturen varkommen. Alle diese Cadherine unterscheiden sich nicht im Molekulargewicht,
wohl aber in der Verteilung im Gewebe undin der immundogischen Spezifitét (Behrens et
al., 1985 Eidelman et a., 1989 Takeichi, 199]). Mansouri et al., 1987, erforschten de
Aminosduresequenz  von Uvomorulin, der Vergleich der Sequenz ergab eine starke
Ahnlichkeit mit Hihner-LCAM. Mit Hilfe des Maus-cDNA-Klons verglichen de selben
Autoren eine MDNA-Bibliothek von menschlichen Leberzellen und isolierten einen 2-kb
cDNA-Klon, welcher Codesequenzen fur humanes Uvomorulin  enthielt. Ein
Sequenzvergleich erbrachte a@ne 80%-ige Identitdt der Nukleotid- und Aminosauresequenz
mit Uvomorulin der Maus. Mit Hilfe der DNA-Southern-Blot-Analyse von somatischen
Maus-Mensch-Hybrid-Zellen lokalisierten ebenfalls Mansouri et a. (1987, 1988 das
Uvomorulin-Gen auf Chromosom 16pltqgter. Mittels einer cDNA-Sonde des humanen
Uvomorulin-Gens beschrieben Natt et a., 1989, duch Southern-Blot-Analyse den
Uvomorulin-Locus auf Chromosom 16g22.1.Chen et al., 1991, lestétigten de Position auf
Chromosom 16. Berx et al., 1995,klonten das humane E-Cadherin-Gen und leschrieben 16
Exons, welche ca 100 kbgenomischer DNA umfassen. Die Struktur des Gens gleicht derer
anderer Cadherine. Durch Fluoreszenz-in-situ-Hybridisation bkestétigten de Autoren de
Position auf Chromosom 16g22.1.

E-Cadherin setzt sich zusammen aus einer 80 kD schweren extrazellularen Domane, einer 15
kD schweren transmembrandaren sowie aner ebenfalls 15 kD schweren zytoplasmatischen
Domaéne, welche in drekter Verbindurg mit Funktionsproteinen des Zytoskeletts geht. Eine
wichtige Rolle spielt E-Cadherin in der embryonalen Entwicklung der Niere. Hierbel findet
das metanephrogene Blastem AnschluR an de Ureterknospe, welche sich daraufhin
wiederhdt verzweigt und de Bildung der Sammelrohre indwziert. Dies beinhaltet eine
Umwandung des Mesenchymsin ein Epithel, das <hon kald eine starke Adhérenz der Zellen
untereinander aufweist, hervorgerufen duch de Synthese von Zelladhasionsmolekilen
(Wartiovaaa, 1966. In einer Publikation vonVestweber et al., 1985 wird de Expresson von
Uvomorulin, heute E-Cadherin, wahrend der embryonalen Nierenentwicklung beschrieben.
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Ihre Ergebnisse haben heute noch Gultigkeit und belegen das Vorhandensein von E-Cadherin
in den verschiedenen Abschnitten des Nephrons. Im Glomerulum wird kein E-Cadherin
exprimiert, im proximalen Tubuus undin der Henle'schen Schleife nur wenig, wohingegen
im distalen Tubuus owie in den Sammelrohren stets eine starke Expresson vonE-Cadherin
gefunden wird (s.a. Nouwen et a., 1993. Behrens et a. fanden 1989, @3 de maligne
Transformation von nomaerweise nicht-invasiven Madin-Darby-Kaninchen-Nierenzellen
durch Harvey- und Maoney-Sarkom-Viren de Zellen dazu beféhigte, in kdlagene Gels und
in embryonal es Herzmuskel gewebe zu invadieren. Im Gegenzug verminderte die Transfektion
von fur E-Cadherin koderende dDNA in hachinvasive eitheliale Tumorzellinien von
Hundenieren und Maus-Brustdriisengewebe die Invasionsaktivitdt in in-vitro-Versuchen.
Ebenso zeigten Frixen et al. 1991 in Immunfluoreszenzversuchen sowie in Western- und
Northern-Blotting-Studien, dal3 Karzinomzellinien mit epitheloidem Phanotyp E-Cadherin
exprimierten und ncht-invasiv waren, wohingegen fibroblastenghnli ches Tumorzell wachstum
keine Expresson von E-Cadherin zeigte und von invasiver Gestalt war. Eine negative
Korrelation der Expresson in Bezug auf das histomorphdogische Grading fanden Katagiri et
al., 1995. Hierzu gibt es jedoch auch anderslautende Veroffentlichungen, worin der
Zusammenhang zwischen histopathologischem Differenzierungsgrad und e Expresson van
E-Cadherin nicht bestétigt werden kann (Tani et a., 1999. Bringuier et a. puldizierten 1993
eine retrospektive Studie wonadh de verminderte Expresson von E-Cadherin mit
zunehmender Entdifferenzierung und holeren Krankheitsgadien sowie, was von besonderem
Interesee ist, mit einer kiirzeren Uberlebenszeit einhergeht. Ahnliche Bedeutung von E-
Cadherin in der Tumorinvasion scheint es auch in der Tumorzellmetastasierung zu haben.
Eine verminderte Expresson kann her eine leichtere Ablésung einzelner Zellen aus dem
Zellverband bewirken, andererseits sheint E-Cadherin wiederum als Anheftungsfaktor fur

Tumorzellen in tumorfernen Geweben zu denen (Oka & al., 1993.



Fragestellung Seite 23

2.1.4 PCNA

Im Jahre 1978 leschrieben Miyadi et a. einen Autoantikdrper gegen ein nukie&es Antigen
im Serum von Patienten mit Systemischem Lupus erythematodes (SLE). Bravo et al.
beschrieben im Jahre 1986 ein Zdll-Zyklus-abhéngiges Protein, genannt Cyclin, von dem
gezeigt wurde, dald es mit PCNA identisch ist. Proliferating Cell Nuclea Antigen wird zur
Replikation der Simian-Virus 40 (SV40)-DNA bendtigt und ist ein auxiliares Protein
(Kofaktor) der DNA-Polymerase-« (Bravo et al., 1987 Prelich et al., 1987. Im Gegensatz zu
Polymerase-. , Polymerase» und Polymerase-y besitzt die Polymerase-s ExonuKease-
Aktivitdt welche vom 3'-Ende zum 5'-Ende gerichtet ist und eine fehlerkorrigierende
Funktion hat. Dadurch wird PCNA eine bedeutende Rolle in der Aufrechterhaltung der
fehlerfreien DNA-Replikation bei Sdugetieren zugeschrieben. Wahrend der Evolution scheint
sich deses Protein nicht wesentlich verandert zu haben, de Aminosauresequenzen des PCNA
der Ratte und des Menschen urterscheiden sich nur in 4 von 261Aminosduren. Der gegen
humanes PCNA gerichtete Antikorper reagiert nicht nur mit den Zellkernen proliferierender
Zellen von samtlichen urtersuchten Versuchstieren, sondern sogar mit den Zellkernen von
Pflanzenzellen. Dies wurde in einer Arbeit von Suzuka & al., 1989, @monstriert. Im Jahre
1989isolierten Travali et a. einen cDNA-Klon des gesamten humanen PCNA-Gens und cer
flankierenden Sequenzen. Das humane Gen existiert in einfacher Ausfertigung, besitzt 6
Exons, umfaldt insgesamt 4961 Basenpaae und es finden sich starke Strukturdhnlichkeiten
zwischen Introns owie zwischen Introns und Exons. Mittels in-situ-Hybridisation fanden Rao
et a., 1991,dald sich das Gen, welches fir PCNA kodiert, in oder zumindest nahe der Region
20p12 lefindet.

Seine Funktion het PCNA als Kofaktor in der DNA-Synthese wahrend des Zell zyklus, wobei
es maximal in der spaten G1- undin der S-Phase (DNA-Synthesephase) exprimiert wird um
dann in der G2- undin der M-Phase wieder abzunehmen (Takasaki et al., 1981 Celis und
Celis, 1985. Demzufolge spiegelt sich in der Stdrke der PCNA-Expresson de
Geschwindigkeit des Zellzyklus wider, somit eignet sich de Darstellung dieses Antigens
mittels monoKonaler Antikérper, um als Mal3 fir die Proliferationsaktivitat des Gewebes zu
dienen. In einigen Untersuchungen beziiglich der Expresson von PCNA in verschiedenen
malignen Tumoren konrte gezeigt werden, dal3 sich de Starke der PCNA-Expresson im
klinischen Verlauf der Erkrankung widerspiegelt. Cronin et a., 1994 falten den PCNA-Index
(prozentualer Anteil der PCNA-positiven Zellkerne an den gezahlten Zellkernen) fir ein gutes
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Kriterium beziiglich der Prognose des Patienten, ebenso Tanioka & a., 1993,Delahurt et al.,
1993 undKamel et al., 1994.

2.2 Fragestellung der Arbeit

In der vorliegenden Arbeit soll die Bedeutung der Expresson der Zelladhdsionsmolekile
CD44-h, CD44-v3, CD44-v6, CD44-v9, E-Cadherin und ebs Proliferationsmarkers PCNA fir
die klinische Progressonstendenz des Nierenzell karzinoms untersucht werden. Die folgenden
Fragen werden beriicksichtigt:
Korreliert die Expresson vonCD44-h undseiner Isoformen mit den histopathol ogischen
Mali gnitatskriterien und am klinischen Tumorstadium?
Zeigen Tumoren an ihren Invasionszonen eine gegentiber den Ulrigen Areden verénderte
Expresson ?
Unterscheiden sich Primartumore in ihrer Expresson vonM etastasen?
Kann eine starkere Expresson vonCD44 e Nierenzellkarzinomen in fortgeschrittenen
Stadien bzw. von hoéterer Malignitét gefunden werden als bei Tumoren von riedrigerem
mali gnem Potential ?
Konren aggressve Tumoren das Verhaten von Lymphazyten in gewiser Weise
imitieren, ramlich de vermehrte Expresson von CD44-h, un sich in de Umgeburng
auszubreiten bzw. zu metastasieren?
Konren de bedndruckenden Ergebnise der Arbeit von Gunthert et al., 1991, fir das
Nierenzell karzinom nadhvall zogen werden?
In welchem Mal3e korrelieren de E-Cadherin-Expresson und de histopathologischen
bzw. klinischen Befunde?
Spielt der Verlust des Zelladhésionsmolekils E-Cadherin beim Nierenzellkarzinom
tatsAdhli ch eine bedeutende Roll e fir das Fortschreiten der Erkrankurng?
Welche Bedeutung kann der Expressonsdéarke von PCNA zugemessen werden?
Hat die Antigenexpresson eine Bedeutung fur die tumorfreie Uberlebenszeit des
Patienten?
Ist es mdglich, anhand des Expressonsmusters eines Tumors eine Aussage beziglich der
Prognose des Patienten zu treffen?
Konren dese Faktoren als unabhdngige Prognoseparameter des Nierenzellkarzinoms
gelten?
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3 Material
3.1 Patientenkollektiv und Untersuchung smaterial

Das Kollektiv der vorliegenden Arbeit bil den Nierenzell karzinome und Onkozytome von 208
Patienten der Urologischen Klinik der Justus-Liebig-Universitét Gief3en (Leiter: Prof. Dr.
med. W. Weidner), die im Zeitraum von 1986 Ibs 1995 dagnostiziert und operiert wurden.
Das Alter der Patienten reicht von 37 lis 83 Jahre mit einem Durchschnittsalter zum
Zeitpunkt der Diagnose von 62,5Jahren. Das Verhdltnis Manner zu Frauen betragt 1,921.
Das Untersuchungsmaterial setzt sich zusammen aus 189 piméren Nierenzellkarzinomen, 9
Onkozytomen sowie 22 Metastasen. Von 10 Metastasen war kein Primartumormaterial zu
erhalten, de Ubrigen 12 Metastasen stammen von vahandenen und umersuchten priméren
Nierenzellkarzinomen ab. Bei 14 der 22 Metastasen handelt es sch um Fernmetastasen, 8sind
regiondre Lymphkndenmetastasen. 2 Félle konrten als beidseitige Nierenzellkarzinome
gesichert werden. Von den meisten Tumoren werden his zu 3 Gewebebl6cke untersucht, um
eine eventuell unterschiedliche Expresson der mit den ausgewahlten Antikdrpern
darzustellenden Strukturen an den Invasionszonen des Tumors (Einbruch in das
Nierenbedken, Kapseldurchbruch, Infiltration des perirenalen Fettgewebes, Einbruch des
Tumors in Venen) zu erforschen. Insgesamt umfassen de Untersuchungen 316 mit Formalin
fixierte und in Paraffin eingebettete Tumorprdparate aus dem Archiv des Ingtituts fur
Pathologie der Justus-Liebig-Universitét Gief3en (Leiter: Prof. Dr. med. A. Schulz).

3.2 Beschreibung d er verwendeten Antikorper

Bel den Primérantikorpern handelt es sch um gegen menschliche Antigene gerichtete
monoKonale Antikdrper (mAk) der Maus. Im folgenden sind des CD44-h (anti-human
CD44h, Clone BBA10, R&D Systems), CD44-v3 (anti-human CD44-v3, Clone BBA11,
R&D Systems), CD44-v6 (anti-human CD44-v6, Clone BBA13, R&D Systems), CD44-v9
(anti-human CD44-v9, Clone 11-24, U. Gunthert, Basel), E-Cadherin (anti-human E-
Cadherin, Clone HECD-1, Fa Takara Shuzo Co.) und PCNA (anti-human PCNA, Clore
PC10, Fa. Medag. Der Brickenantikorper (Link-Antikdrper, Fa. DAKO, Glostrup) ist vom
Typ Kaninchen-Anti-Maus, der Endantikorper (APAAP-Komplex, Fa. DAKO) ist ein Maus-
Anti-Kaninchen-Antikorper, gekoppelt mit einem Enzymkomplex zur Umsetzung des
Farbstoffes Neufuchsin in der EntwicklungslGsung.
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3.3 Ansatze der Gebrauchslésungen

3.3.1 Waschpuffer
189 Tris-Base (United States Biochemicds, Cleveland)

+ 1379 Tris-HCI (United States Biochemicds, Cleveland)

+ 175,69 NaCl (Roth, Karlsruhe)

+ 2500ml Aqua dest.
Der pH des Waschpufers llte nun zwischen pH 7,4 und i 7,6 liegen. Diese Losung wird
mit Aquadest. auf 201 aufgefullt.

3.3.2 RPMI-LGsung
50ml RPMI 1640(Life Techndogies, Faisley)

+ 450ml Agua dest.

+ 50 ml inaktiviertes Rinderserum (Seromed, Berlin)

+ 500mg Natriumadd (Merck, Darmstadt)
Der pH-Wert des RPMI wird zwischen pH 7,4 und pl 7,6 eingestellt und de Lésung wird im
K Uhlschrank aufbewahrt.

3.3.3 Entwicklungspuffer
87g NaCl

+ 159 Tris-HCl
+ 49 g Tris-Base (Sigma, Deisenhden)
+ 1750ml Aqua dest.
Der Entwicklungspuffer wird bei Raumtemperatur in einer dunken Flasche aufbewahrt.

3.3.4 Propandiol
21g Propandol (Merck, Darmstadt)

+ 1000ml Aqua dest.

Die Lésung wird in einer dunken Flasche im Kihlschrank aufbewahrt.

3.3.5 Neufuchsin
5g Neufuchsin (Chroma-Gesell schaft, Kéngen)

+100ml 2N HCI (Merck, Darmstadt)
Die Losung wird in einer dunken Flasche im Kuhlschrank aufbewahrt.
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3.3.6 Citratpuffer
Es werden folgende zwei Stammldsungen benctigt:

Stammldsung A: 21,019 Zitronensaure (Merck, Darmstadt)
+ 1000ml Aqua dest.
Stammldsung B: 29,41g Natriumcitrat (Merck, Darmstadt)
+1000ml Aqua dest.
Die Stammldsungen werden im Khischrank aufbewahrt.
Der endgtilti ge Citratpuffer wird wie folgt zusammengesetzt:
9ml Stammlésung A
+ 41 ml Stammlésung B
+ 450ml Aqua dest
Ein Einstellen des pH-Wertesist nicht notwendig.

3.3.7 Hamalaun
1 g Hamatoxylin (Merck, Darmstadt)

+ 0,2g NaJO3 (Merck)

+ 50 g Kaliaaun (Merck)

+ 1000ml Aqua dest.

+ 50 Chlorahydrat (Merck)

+ 1 g Zitronensaure (Merck)

3.3.8 Eosin
Esist folgende Stammldsung zu verwenden:

10g Eosin (Merck, Darmstadt)
+ 1000ml 96 %igen Alkohd
Die Eosin-Stammldsung ist in einer dunken Flasche bel Raumtemperatur aufzubewahren.
Die Eosin-Gebrauchsl dsung setzt sich wie folgt zusammen:
100ml Stammldsung
+ 100ml 70 %igen Alkohd
+ 3-4 Tropfen 100%ige Essgsaure (Eisessg, Merck Darmstadt)
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3.3.9 Entwicklungslésung

K Uvettenanzahl 1 2 3 4 5 6 7 8

Entwicklungspuffer [mI] 35 70 105 140 175 210 245 280
Propandiol [m] 125 25 375 50 62,5 75 875 100
L aevamisol [ma] 20 40 60 80 100 120 140 160
Natriumnitrit [mg] 10 20 30 40 50 60 70 80

Aqua dest [ml] 250 500 750 1000 1250 1500 1750 2000
Naphtol [mg] 25 50 75 100 125 150 175 200
Dimethylformamid [ml] 300 600 900 1200 1500 1800 2100 2400
Neufuchsin [ml] 100 200 300 400 500 600 700 800

Tabelle 6: Zusammensetzung der Entwicklungsidsung

Um die Entwicklungsl6sung korrekt anzusetzen, ist folgende Reihenfolge @nzuhalten:
Losung 1: Entwicklungspuffer und Propandiol zusammengief3en und en pH dieser
Losung auf pH 9,75einstellen
Laevamisol abwiegen undzu Ldsung 1 geben
Losung 2: Natriumnitrit abwiegen undmit der entsprechenden Menge Aqua dest. aufldsen
Losung 3: Naphtol abwiegen und mit der entsprechenden Menge Dimethylformamid
auflosen
Neufuchsin abmessen undzu Losung 2 geben
Ldsungen 1-2 min stehenlassen
Losung 2 zu Lésung 1 geben
Losung 3 zu Lésung 1 geben
Den pH der Gesamtlésung auf pH 8,80einstellen

Gesamtldsung filtrieren

3.3.10 Antikérperverdinnung

In der folgenden Tabelle 7 ist dargestellt, in welchem Verhdtnis die Antikorper mit RPMI-
Losung verdinrt werden missen, um eine aisreichende Menge fur 60 Objekttrager zu
erhalten. Die Menge pro Objekttrager wurde mit 120 ul vorgegeben. Fur den Link- bzw. den
APAAP-Antikorper mufye die doppelte Menge berechnet werden, da diese zweimad
aufgetragen wurden. Siehe dazu auch 4.4.4

Antikbrper  CD44h CD44v3 CD44v6 CD44v9 E-Cadherin  PCNA  NK Link  APAAP

Verdinnung  1:100 1:300 1:700 1:25 1:400 1:150 1:100 1:25 1:50
Ak [ul] 72 24 10 288 18 48 72 576 288
RPMI [ul] 7128 7176 7190 6912 7182 7152 7128 13824 14112

Tabelle 7: Antikorperverdiinnung fur 60 Objekttrager
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4 Methoden und Untersuchungen

4.1 Anfertigung d er Praparate

Von jedem Prgparat wurden 11 Schnitte (insgesamt 3476 histologische Préparate) a 2 pum
Dicke mit einem Mikrotom (Modell Jung SM200(R, Fa. Leica Nusdoch) angefertigt und
nach Gléttung im Wasserbad (Aqua dest., 48C) auf Objekttrager vom Typ Superfrost (Fa.
Menzel-Glaser, Deutschland) aufgebracht. Nach Trocknung Gber Nadht in einem Brutschrank
(BE 400, Fa. Memmert, Schwabad) bei 37°C wurde je Block ein Hamatoxylin-Eosin-
gefarbtes Praparat (HE-Praparat) zur histopathologischen Diagnostik angefertigt und de
restlichen Schnitte wurden hbis zur Untersuchung bei Zimmertemperatur in einem
Objekttrégerschrank aufbewahrt.

4.2 \Vorversuche

Die hier durchgefuhrten Untersuchurgen umfaseen in erster Linie die Ermittlung der
optimalen Verdunnurg des Antikorpers in Beziehung zur Re-Antigenisierungszeit in der
Mikrowelle (s. 4.4.3. Zid war es, ein ogima verwertbares Farbeagebnis bei gleichzeitig
héchstmdglicher Verdinnurg des Antikorpers (Minimierung unspezifischer Redktionen,
K ostenersparnis) zu erreichen. Die Versuche beziehen sich auf die beiden Antikérper HECD-
1 (E-Cadherin) und PC-10 (PCNA). Die Konzentration der CD44-AntikOrper sowie deren
Mikrowell enzeit wurden a's Standard Glernommen.

Zunadhst galt es, fur die Darstellung von E-Cadherin an Paraffingewebe @nen geegneten
Antikérper zu finden. Nach sorgféltiger Redherche gelangten drel verschiedene Klone in de
Endauswahl. Im einzelnen sind des der Klon 9H9 (It. Firmenangaben geagnet fur Gefrier-
und Paraffinschnitte, Fa. Labaserv, Giel3en), der Klon 679 (It. Firmenangaben nu geegnet
fur Gefrierschnitte, Fa. Laboserv, Gief3en) sowie der Klon HECD-1 (It. Firmenangaben nur
gedgnet fur Gefrierschnitte, Fa. Takara-Shuzo-Chemicds, Japan). Es zeigte sich relativ
schnell, dald de beiden Klone 5H9 und 69 dem Klon HECD-1 nach Variation oer
Konzentration sowie der Dauer der Mikrowellenanwendurg im Férberesultat deutlich
unterlegen waren. Obwohl der Klon HECD-1 laut Herstell erangaben nicht fur Paraffinschnitte
gedgnet sein sollte, fanden sich hervorragende Férberesultate bel einer Verdinnury von
1:400 undeiner Mikrowell endauer von 6x 5 min bei 600 Waitt.

Fur die Bestimmung der Proliferationsrate wurde der Klon PC-10 des Proliferating Cell
Nuclea Antigen (PCNA) ausgewahlt. Ein paraffingangiger Antikorper der Fa. Medac wurde
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nach Variation vonMikrowell enzeit und Konzentration schliefdlich in der Verdiinnurg 1:150
nad 4x 5 minttiger Mikrowell eninkubetion eingesetzt.

4.3 Hamatoxylin-Eosin-Farbung

Zunadst werden de Schnitte fur 10 Minuten in Xylol gestellt um das Paraffin herauszul 6sen.
Anschlief?end folgt die Wassrung der Préparate in einer absteigenden Alkohdreihe
(nacheinander jeweil s zweimal in 100%-igen, 96%-igen und 70%6-igen Alkohd tauchen) und
danach eine Spulung mit Leitungswassr. Nun werden de Pr8parate fur 7 Minuten in de
Hamalaun-Losung gestellt, mit Leitungswasser gespllt und dann fir 4 Minuten mit Eosin
gefarbt um danach nachmals mit Leitungswasser gesplit zu werden. Anschlief3end folgt die
Entwéssrung der Préparate in einer aufsteigenden Alkohdreihe (nadheinander jewells
zweima in 70%-igen, 9@%-igen und 1006-igen Alkohd tauchen) um danach his zur
Eindedkung mit Dedglasern in Xylol zu stehen.

4.4 APAAP-Methode

4.4.1 Beschreibung
Die APAAP-Methode (Alkalische-Phosphatase-Anti-Alkali sche-Phosphatase-Methode) st

ein immunhstochemisches Farbeverfahren zur Darstellung antigener Determinanten an
Gewebe (Cordell et a., 1989. Dem Farbeprinzip liegen verschiedene hochspezifische
Antigen-Antikdrperresktionen undenzymatische Farbstoffreaktionen zugrunde. Im Vergleich
zur Immunperoxidase-Methode ist weder eine Blockade zell eigener Enzyme (z.B. endogene
Peroxidase) notwendig, nach eine wesentliche storende Hintergrundérburng zu erwarten.
Nadh einer Fixierungsphase, welche sich fur Gefrierschnitte von Paraffinschnitten
unterscheidet, trégt man nacheinander drei Antikorper auf das Gewebe auf. Hierbel handelt es
sich im einzelnen um den Primérantikérper gegen de darzustellende Struktur (Maus-anti-
human-Antikorper), einen Brickenantikdrper (Link, Kaninchen-anti-Maus-Immunglobuin),
der den Priméarantikorper mit dem APAA P-Komplex verbindet und den eigentlichen APAAP-
Komplex, einen Enzymkomplex zur Umsetzung des Farbstoffes Neufuchsin in der
Entwicklungslésung. Dieses Vorgehen liefert deutlich erkennbare und mit dem Hintergrund
hervorragend kortrastierende Farburngen.
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4.4.2 Fixierung
Zum Fixieren der Paraffinschnitte ist folgende Vorgehenswei se notwendig:

Zuerst werden de Pragparate fir 10 min in Xylol (Roth, Karlsruhe) entparaffinisiert, dann 10
min in Acteon (Roth, Karlsruhe) und danach 10 min in Aceton-Waschpufer-Gemisch
(Verhditnis 1:2) inkubiert. Zum Schlul der Fixierung stellt man de Schnitte fur 10 min in
Waschpufer (Ansatz s. 3.3.1).

4.4.3 Mikroweleninkubation
Um die immundogischen Re&tionen zu erméglichen bew. zu verstéarken, werden de

Tumorpraparate nach der APAAP-Fixierung in eéinem Mikrowellenherd (Fa. Bosch, Modell
HMT 832A, Frequenz 2,45GHz) re-antigenisiert (Shi et al., 1997). Dadurch werden antigene
Strukturen wieder aufgedeckt und duch de Formalinfixierung kreuzverbundene Proteine
wieder gel6st bzw. deletére Eff ekte des Formalins zumindest an einigen Epitopen riickgangig
gemadt. Die exakte Wirkung ist derzeit noch nicht aufgeklart, zumal widersprtichliche
Methoden Anwendurg finden (z.B. Denaturierung von Proteinen bei Temperaturen bis 100°C
in der Mikrowelle). Die Objekttréger werden auf mit Citratpuffer (Ansatz s. 3.3.6 geflllte
Kunststoff kUvetten verteilt, max. 8 Objekttrager pro Kivette. Reichen de Objekttrager nicht
aus, um ale Kivetten vdlstandig zu besetzen, so werden leere Objekttrager dazugestellt um
in allen Kuvetten gleiche Bedingungen zu garantieren. Die nunfolgende Inkubationsdauer bel
600 Watt Mikrowell enleistung hangt wesentlich vom verwendeten Antikorper ab. Um hierfir
das Optimum zu ermitteln, waren umfangreiche Vorversuche notwendig (s. 4.2). Nach
Inkubetionsende 183t man die Objekttrager fur 15 min in Waschpufer abkthen.

4.4.4 Farbung
Alle bendtigten Antikorper werden zuvor mit RPMI (Ansatz s. 3.3.2 zur gewlnschten

Endkoreentration verdinrt (s. Tabelle 7) und sodann ks zum Gebrauch im Kuhischrank
aufbewahrt. Die Objekttréger werden auf der Rickseite und um das Préparat herum mit eéinem
sauberen Papiertuch getrocknet, um eine weitere Verdinnurg des Antikdrpers und ein
Abflieffen der Losung vom Objektréger zu vermeiden. Nun werden auf jedes Préparat 120 pl
Primérantikorper-Losung pipettiert und gleichméfdig verteilt. Als Negativkontrolle diente an
Maus-K aninchen-1gG-Antikorper welcher anstelle des Priméarantikorpers aufgetragen wurde.
Die folgende Inkubetionszeit betrégt 30 min bei Zimmertemperatur. Anschlief3end werden die
Objekttréger 3-4 x mit Waschpufer gespilt. Danadh folgt die Inkubetion mit dem
Bruckenantikorper (Link-Antikorper). Es folgt die gleiche Vorgehensweise wie zuvor. Im
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dritten Schritt der Farbung werden de Préparate mit dem APAAP-Antikorper beschickt.
Ebenfall s gleiche Vorgehensweise wie zuvor. Zur Re&ktionsverstéarkung werden de Schnitte
noch einmal fur 10 min mit dem Link-Antikorper inkubert. Sonst selbe Vorgehensweise wie
oben beschrieben. Als letzter Schritt folgt nun nah einmal eine Inkubetion mit dem APAA P-
Komplex fur weitere 10 min. Wiederum selbe Vorgehensweise, jedoch werden de Schnitte
nach deser Phase unbedingt 10 x kr&ftig mit Waschpufer gespult um nichtgebuncene
Enzymkomplexe voll sténdig zu beseitigen.

4.4.5 Entwicklung und Gegenfarbung
Die Menge der anzusetzenden Entwicklungsldsung richtet sich nach der Anzahl der Kivetten

(s. Tabelle 3.3.9, wobel jede Klvette mit 8-10 bestiickt sein sollte. Die Schnittpréparate
werden fiir 25 min auf einem langsam eingestellten Schiitler (ca 130- 150min™) entwickelt.
Um eine gute Kontrastierung des Gewebes zu gewdahrleisten, werden de Préparate, nachdem
sie 1x mit Leitungswasser gespilt wurden, fir 45 sec mit Hamalaun (Ansatz s. 3.3.7)
gegengefarbt. Uberfliissges Hamalaun wird mit Leitungswasser 2x ausgewaschen.

4.4.6 Eindeden der Praparate
Die nun fertig gefarbten Schnitte werden mit 170°C heiRem Glycergel (Fa. DAKO) unter

ubli chen Dedgl schen eingededkt.

4.5 Interpretation der histologischen Befunde
Um die Expressonsgérke der untersuchten Antigene moglichst exakt zu bestimmen, wurde

folgender Schlussl definiert, nach dessen Kriterien jedem Tumor eine @ndeutige
Expressonsdérkeklasee zugewiesen werden konrte. Zunachst wurde in der
Ubersichtsvergroerung die Menge des Tumormaterials bestimmt, welche sich fir den
untersuchten Antikorper positiv darstellte. Hierzu erhielt ein Tumor die Zahl 1, wenn dszu 5
% des Tumormaterials positiv waren, de Zahl 2 fur 5 - 20 % Positivitét, die Zahl 3 fur 20- 70
% Positivitdt und entsprechend de Zahl 4 fur mehr as 70 % positive Tumoranteile.
Anschlief?end wurde in der 400fachen Vergrolerung der Stérkegrad der Expresson in 3
Stufen eingeteilt: Starkegrad 1 fur schwadhe Expresson, Starkegrad 2 fur méldige Expresson
und Starkegrad 3fir starke Expresson des Antigens.

Die so erhatenen Werte wurden nunmiteinander multipliziert und ergaben nach folgendem

Schemadie Einteilung in de endguiltige Expressonsgérkeklas<.
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Gefarbte keine bis5 % 5-20% 20-70%  Uber 70%
Tumoranteile 0 1 2 3 4
Starkegrad 1 - 1 2 3 4
Starkegrad 2 - 2 4 6 8
Starkegrad 3 - 3 6 9 12

Tabelle 8: Berechnung der Expressonsdarke

Expresgonsdérke Expressonsgarkeklasse

0 negativ
1-4 schwad pasitiv
5-8 maldig positiv
9-12 stark pasitiv

Tabelle 9: Einteilung in die Expressonsdéarkeklassen

Zur Bestimmung der PCNA-Expresson wurden mit Hilfe a@nes Spezialokulars je Préparat
1000 Zellkerne gezahlt und der prozentuale Antell positiv geférbter Kerne bestimmt. Zur
Beschrelbung wurden verschiedene statistische Mal3e verwand welche in Tabelle 17 und
Tabelle 18 dargestellt sind.

4.6 Klinische Datenerhebung

Um verlddliche Daten Uker den Verlauf der Erkrankung jedes Patienten zu erhalten, wurde in
jedem Fall die gesamte stationdre Krankenakte studiert, ale ehdltlichen Ambulanzakten

ausgewertet sowie mit den nachsorgenden Arztinnen undArzten karrespondert.

4.7 Datenverarbeitung

4.7.1 Datenerfassing
Der grol®e Umfang der anfallenden Daten deser Arbeit, insgesamt tber 11.000Einzeldaten,

madite e notwendig, von vanherein sdmtliche Daten strukturiert in Datensdtzen
zusammenzufassen. Dies Dllte die spatere Auswertung erheblich erleichtern. Hierzu wurde
eine @gene Datenbank mit dem Programm Microsoft Access 97 entworfen. Ziel war es,
samtliche Daten fallweise zu archivieren, um jederzeit auf einfachste Weise auf ale Daten
zugreifen zu konren.

Die folgende Abbildurng zeigt die Eingabemaske der Datenbank.
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” Datei Bearbeiten aAnsicht Einfligen Format Datensdtze Exfras FEenster 2 _Iﬁlil
[ EE@ns rEe o eesnivem |ab-%ea
TUMORDATENBANK RCC|
b Nummer:l
Klinische Daten Tumorpathologie
Name: I JNummer: I Block: I Grb’ﬂe:l cm
Vorname: | Primértumor: Metastase:
geboren: I Alter: I 0 Histologie:l
Erstdiagnose: Akte eingegeben: r pT: l— pN: l— M: l— v IU_ Grading: l_;[
LifeStatus: | J am | Daten kontrolliert:
Nachbeobachtungszeit: IT Monate Stadium: [ 0 -| Punkte: | 0 -| PG: 0 -I
Bemerkungen Auswertung |
Farbeintensitat: Firbescore:
CD44h: | 2 I
CD 44 v3: | = e
CD 44 v6: | 2 I
CD 44 va: | = e
E-Cadherin: | 2 I
7
e 4 > . M| 4 | PCNA: | = o ] e
Datensatz: I4| 4 ”—316 » bllb%l von 316

|FDrmuIaran9|cht ) e =
Abbildung 19: Eingalbemaske der Datenbank

Mit Hilfe dieser komfortablen Maske lief3en sich sdmtliche Befunde bequem in die Datenbank

eingeben und \erwalten.

4.7.2 Analyseund Statistik
Die so erfaldten Daten konrten nun lequem und ohre Informationsverlust in de Programme

Microsoft Excd 97° sowie SPSS 7.5.2fir Windows 95° exportiert und mit Hilfe derer
tabell enkalkul atorischen undstatistischen Funktionen analysiert und ausgewertet werden.

Fur die Berechnurg signifikanter Zusammenhénge wurde der exakte Test nach Fisher
verwendet, die Signifikanzen in der Betraditung der progressonsfreien Uberlebenszeiten
wurden mittels Wil coxon-Gehan-Statistik erstellt.
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5 Ergebnisse
5.1 Histopathologische Untersuchungen

Die Verteilung der 189 piméren Nierenzellkarzinome auf die drei Malignit&tsgrade nach den
WHO-Richtlinien ist wie folgt: Grad 1 n=10 (5,3%); Grad 2 n=124 (65,8%); Grad 3 n=55
(29,1%). Die Einteilung anhand der TNM-Klassfikation ergibt fur das pT-Stadium: pT1:
n=12 (6,3%); pT2: n=89 (47,1%); pT3: n=84 (44,3%); pT4: n=4 (2,1%), fUr das pN-Stadium:
pPNO: n=166 (87,8%); pN1: n=10 (5,3%); pN2: n=11 (5,8%); pN3: n=2 (1,1%), undfir das
M-Stadium: MO: n=143 (75,®6); M1: n=46 (24,3%). Die Klasgfikation rmadh Robson
erbrachte folgendes Bild: Stadium I: n=11 (5,8%); Stadium II: n=79 (41,8%); Stadium III:
n=51 (27,00); Stadium 1V: n=48 (25,4%). Die nach Stérkel vorgenommene Einteilung in
verschiedene Prognosegruppen liefert folgendes Resultat: Prognosegruppe 1, gute Prognaose:
n=25 (13,24); Prognosegruppe 2, méllige Prognose: n=113 (59,8%); Prognosegruppe 3,
schlechte Prognose: n=51 (27,0%). Die histomorphdogische Zuteilung ergab fir 198
Nierenzellkarzinome: hell zellig: n=162(81,8%); chromophl: n=12 (6,1%); chromophob n=8
(4,0%); spindelzellig-pleomorph: n=6 (3,0%); Ductus-Bellini-Ca: n=1 (0,%%) sowie 9
Onkozytome (4,5%).

Grading Grad 1 Grad 2 Grad 3
10 (5,3%) 124 (65,6%) 55 (29,1%)
pT-Stadium pT1 pT2 pT3 pT4
12 (6,3%) 89 (47,1%) 84 (44,4%) 4 (2,1%)
pN-Stadium pNO pN1 pN2 pN3
166 (87,8%) 10 (5,3%) 11 (5,8%) 2 (1,1%)
M-Stadium MO M1
143 (75,7%) 46 (24,3%)
Robson-Stadium  Stadium | Stadium Il Stadium Ill Stadium IV
11 (5,8%) 79 (41,8%) 51 (27 %) 48 (25,4%)
Progno segruppe PG1 PG 2 PG 3
25(13,2%) 113 (59,8%) 51 (27%)
Histologie hellzellig chromophil chromophob spindelzelig Ductus-Bellini-Ca Onkozytom
162 (81,8%) 12 (6,1%) 8 (4,0%) 6 (3,0%) 1 (0,5%) 9 (4,5%)

Tabelle 10: Ergebnisse der histopathologischen Untersuchungen an 189 giméaren Nierenzellkarzinomen und
9 Onkozytomen

Die zwoIf separat zu betrachtenden sekundéren Metastasen vertellen sich auf das
Mali gnitatsgrading exakt wie ihre zugehdrigen Primartumoren. 5 von 12sind vam Grad 2,7
von 12 van Grad 3, keine Metastase gehtrt dem Grad 1 an. Die zehn piméren Metastasen
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sind van Grading wie folgt: 3 von 10entsprechen Grad 2, 7 von 10 pméaren Metastasen
Grad 3,auch hier finden sich keine Metastasen vom Grad 1.

5.2 Immunhistochemische Untersuchungen

5.2.1 Uberblick

Es wurden insgesamt 316 Tumorproben mit Hilfe der Alkalischen-Phosphatase-Anti-
Alkali sche-Phosphatase-Methode (APAA P-Methode) bezliglich der Expresson vonCD44-h,
seiner Varianten CD44-v3, CD44-v6 und CD44-v9, sowie bezlglich der Expresson vonE-
Cadherin und vonPCNA getestet. Wie sich anhand der im Vergleich zur Anzahl der Patienten
groferen Zahl der Tumorproben erkennen |&3t, wurden von einigen Tumoren mehrere
Regionen urtersucht. Hierbel sollte die Expresson in den Gebieten des Tumors bestimmt
werden, in denen deutliche Invasivitét wie Kapseldurchbruch oder Einbruch in das
Nierenbedken vorlag. Wahrend der mikroskopischen Auswertung stellte sich jedoch heraus,
dald kein deutlicher Unterschied in der Expresson der getesteten AntikOrper in den
verschiedenen Tumorregionen festzustellen war. Daher wurde im weiteren nicht ndher darauf
eingegangen. Letztlich fanden 198 pimére Nierentumoren (189 Nierenzellkarzinome und 9
Onkozytome) sowie 22 Metastasen, welche gesondert betrachtet werden sollen, Eingang in
die Auswertung. CD44-h war in 125 von 198Tumoren (63,1%) negativ, 73 Tumore (36,9%0)
gehorten zur Gruppe der schwacdh bis gark exprimierenden Fale. 196 von 198Tumoren
(99,0%) exprimierten kein CD44-v3, dhnliches galt auch fir CD44-v6. 193 von 198°roben
(97,%%) zeigten keine Expresson. CD44-v9 wurde in 173 von198 Féllen (87,4%) nicht
exprimiert, nur 25 Tumoren (12,68%) zeigten eine schwade bis garke Re&tion. E-Cadherin
war in 108 von 198Tumoren (54,3%) nicht nachweisbar, immerhin 90 Tumoren (45,5%)
konnten der Gruppe mit schwadher bis darker Expresson zugeordnet werden. Die Verteillung
der Nierentumore beziiglich ihrer PCNA-Expresson wurde anhand des PCNA-Mittelwertes
(13%) aller Félle vorgenommen. Danac entfielen auf die Gruppe mit gleichviel oder weniger
als 13% PCNA-pasitiver Tumorzellen 124 Tumoren (62,8%), mehr als 13% PCNA-pasitive
Zellen fanden sich in 74Proben (37,4%). Siehe Tabelle 11.
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Antikdrper Negativ

schwach positiv

mafig positiv  stark positiv

CD44-h 125 (63,1%)
CD44-v3 196 (99,0%)
CD44-v6 193 (97,5%)
CD44-v9 173 (87,4%)
E-Cadherin 108 (54,5%)

35 (17,7%)
1 (0,5%)
4 (2,0%)
18 (9,1%)

39 (19,7%)

16 (8,1%) 22 (17,7%)
1 (0,5%) 0 (0%)

1 (0,5%) 0 (0%)

3 (1,5%) 4 (2,0%)

31 (15,7%) 20 (10,1%)

<=13%
PCNA 124 (62,6%)

>13%
74 (37,4%)

Tabelle 11: Ergebnisse der APAAP-Fé&rbung von 189 iméren Nierenzellkarzinomen und 9 Onkozytomen
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o

Abbildung 20: Negativkontrolle, Haut

Abbildung 22: Positivkontrolle, Haut, E-Cadherin Abbildung 23: Positivkontrolle, Ly
PCNA
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Abbildung 24: Fehlende Expresgon von CD44- Abbildung 25: Schwache Expresson von CD44-h,
h,Praparat-Nr. K 36395 2, 400-fache Préaparat-Nr. K 9506734 12, 400-fache
Vergrolerung, APAAP-Farbung Vergrolferung, APAAP-Féarbung
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Abb|| dung 26: Ma&g starke Expresson von Abb||dung 27 Starke Expresson von CD44~h

CDA44-h, Praparat-Nr. K 9506734 12, 400-fache Praparat-Nr. K 9509002 14, 400-fache
Vergrolerung, APAAP-Farbung Vergroferung, APAAP-Féarbung
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Abbildung 28: Fehlende Expr%son von E- Abhldung 29 Schwache Expr%son von E—
Cadherin, Praparat-Nr. K 9509002 400-fache Cadherin, Praparat-Nr. K 641994, 400-fache
Vergroferung, APAAP-Farbung Vergroferung, APAAP-Farbung

Abbildung 30: Mafig starke Expresson von E- Abbildung 31: Starke Expresdon von E-Cadherin,
Cadherin, Praparat-Nr. K 155195, 400-fache Praparat-Nr. K 9506734 400-fache

Vergrolerung, APAAP-Farbung Vergroferung, APAAP-Féarbung
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Abbildung 32: Unterdurchschnittli che Expresgon Abbildung 33: Uberdurchschnittli che Expresson
(<=13%) von PCNA, Praparat-Nr. K 9507560 (>13%) von PCNA, Praparat-Nr. K 202793, 400-
400-fache Vergrolerung, APAAP-Farbung fache Vergrolerung, APAAP-Farbung
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5.2.2 Analysevon Histologie und Immunhistochemie

5.2.2.1 CD44-h

CD44-h war in 118 von 189Nierenzellkarzinomen nicht nachweisbar (62,4%), von cn
restlichen 71 Karzinomen waren 33schwad pasitiv (17,%%6), 16 maldig positiv (8,5%) und 22
stark pasitiv (11,8%). 7 von 90nkozytomen zeigten keine Expresson von CD44-h, zwei
Onkozytome farbten lediglich schwad pasitiv.

Nierenzellkarzinome des Grades 1 zeigten in 9 von 10Fdllen keine CD44-h-Expresson,
Karzinome des Grades 2 waren in 95 von 12476,8%) Féllen negativ, in 21(16,%%6) schwad
positiv, in 5 (4,000) malig positiv undin 3 (2,4%) Féllen stark paositiv fur CD44-h. Grad 3
Nierenzellkarzinome exprimierten in 14 von 5525,%%) Proben kein, in 12 Proben (21,8%)
schwad, in 11 (20,0%) malkig sowie in 18 (32,R%6) Proben stark CD44-h. Insgesamt wurde
deutlich, dal3 Nierenzell karzinome vom Malignitétsgrad 3in 41 von 5574,%%) Félen eine
schwadhe bis darke CD44-h-Expresson zeigten, wohingegen Tumore des Grades 1 ocer 2 in
nur 30 von 134(22,4%) Féallen CD44-h-exprimierten. Dieser Unterschied war signifikant auf

einem Niveau von p<0,0001.

10 von 12Tumoren des Stadiums pT1 zeigten keine CD44-h-Expresson, de beiden tkrigen
exprimierten nu schwad. Von 89Tumoren des Stadiums pT2 waren 57 (64,0%) negativ fur
CD44-h, 16(18,0%) schwad pasitiv, 7 (7,9%) malsig und 9(10,1%) stark paositiv fur CD44-
h. 47 von 84(56,00) Tumore des Stadiums pT3 zeigten keine CD44-h-Expresgon, 15
(17,9%) waren schwadh, 9 (10,R6) maldig und 13(15,5 %) stark pasitiv. Alle vier Tumore
des Stadiums pT4 waren negativ bezliglich der Expresson vonCD44-h.

Die Verteilung der CD44-h-Expresson rach dem pN-Stadium der TNM-Klassfikation ergab
fur das Stadium pNO 109(65, %) negative, 29 (17,%6) schwadh pasitive, 13 (7,8%) maliig
pasitive und 15(9,0%) stark positive Félle. Das pN1-Stadium setzte sich zusammen aus 5
negativen, 1 schwad pasitiven und 2maldig bzw. stark positiven Falen. Fur das Stadium
pN2 gat: 4 CD44-h-negative Tumoren, 2 schwad pasitive, 1 maldig positiver sowie 4 stark
pasitive Tumore. Die lediglich 2 Félle des pN3-Stadiums waren CD44-h schwadh resp. stark

paositiv.
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Die Aufteilung nach dem Lymphkndenstatus ergab folgendes Bild: 109 von 166(65,7%6)
Tumoren, welche zum Zeitpunk der Diagnosestell ung keine Lymphkndenmetastasen gesetzt
hatten, zeigten auch keine Expresson vonCD44-h. Hingegen konrte in 14 von 23(60,%6)
Nierenzellkarzinomen mit  Lymphkndenmetastasierung eine  CD44-h-Expresson

nachgewiesen werden (p<0,01).

Bezogen auf das M-Stadium gat: 100 Nierenzellkarzinome von insgesamt 143
Nierenzellkarzinomen (69,9%6) ohre Fernmetastasierung zum Zeitpunk der Diagnose zeigten
keine Expresson von CD44-h. In 28 von 46(60,9%) Tumoren mit Fernmetastasen konrte
eine CD44-h-Expresson bestimmt werden. Dies bedeutete, Tumore mit einer Expresson des
Zelladhésionsmolekills CD44-h metastasierten signifikant (p<0,01) haufiger als Tumore mit
fehlender CD44-h-Expresson.

10 von 11Tumoren des Robson-Stadiums | zeigten keine CD44-h-Expresson, ein Tumor
exprimierte nur schwad. Von 79Tumoren des Robson-Stadiums Il waren 54(68,4%) negativ
fir CD44-h, 14 (17,®%6) schwach pasitiv, 6 (7,6%) malig und 5 (6,3%) stark pasitiv fur
CD44-h. 35 von51 (68,8%0) Tumoren des Robson-Stadiums Il zeigten keine CD44-h-
Expresson, 7(13,7%) waren schwad, 5 (9,8%) maliig und 4 (7,8 %) stark positiv. Die 48
Tumore des Robson-Stadiums 1V waren in 19(39,68%) Falen negativ, in 11(22,9%0) schwadh
pasitiv, in 5(10,4%6) maldig stark undin 13(27,1%) stark positiv fur CD44-h.

Die Ergebnisse bezliglich der Einteillung in de Prognosegruppen nach Stoérkel gestalteten sich
folgendermal3en: Innerhalb der Prognosegruppe 1 waren 18 von 25(72,0%) der Tumore
negativ, 3 (12,00) schwad, 1(4,0%) madig und 3(12,0%) stark pasitiv fur CD44-h. 82 von
insgesamt 113 (72,8%) Falen der Prognosegruppe 2 zeigten wiederum keine CD44-h-
Expresson, 20(17,®%) zeigten eine schwadhe, 7 (6,26) eine maldige und 4(3,5%) eine starke
Expresson des untersuchten Antigens. Die Prognosegruppe 3 setzte sich wie folgt zusammen:
18 von 51(35,3%) der Nierenzellkarzinome waren CD44-h-negativ, 10 (19,6%) schwad
pasitiv, 8 (15,®%6) maldig positiv und 15(29,4%) stark CD44-h-positiv.

109 von 162 Hlzelligen Nierenzellkarzinomen (67,3%6) exprimierten kein CD44-h, 25
(15,£0) schwadh und jewels 14 (8,6%0) maldig respektive stark CD44-h. 7 von 12
chromophlen Tumoren waren CD44-h-negativ, 4 schwadch und 1stark positiv. 1 von 8
chromopholen Karzinomen zeigte keine CD44-h-Expresson, 2 eine schwadhe, ebenfalls 2

eine maldige sowie 3 eine starke Expresson. 1 von6 spindelzelli g-pleomorphen Karzinomen
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war negativ fur CD44-h, 1 schwadh pasitiv, die Gbrigen 4 stark positiv. Unter den gesondert
betrachteten Onkozytomen waren 7 von 9 egativ, ebenso wie der eine Fal eines Ductus-
Bellini-Karzinoms, die Ubrigen beiden Onkozytome nur schwacdh positiv fir CD44-h (s.

Tabelle 12).
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[ CD44-h-negativ
B CD44-h-positiv

Fallzahlin >
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Grad 1 (n=10) Grad 2 (n=124) Grad 3 (n=55)

Abbildung 34: CD44-h-Expresson in Beziehung
zum Grading [1]
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Abbildung 36: CD44-h-Expresson in Beziehung
zum pT-Stadium
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Abbildung 38: CD44-h-Expresson in Beziehung
zum Lk-Status
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B CD44-h-positiv
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Abbildung 35: CD44-h-Expresson in Beziehung
zum Grading [2]
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Abbildung 37: CD44-h-Expresson in Beziehung
zum pN-Stadium
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Abbildung 39: CD44-h-Expresson in Beziehung
zum M-Stadium
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Abbildung 40: CD44-h-Expresson in Beziehung
zum Robson-Stadium

Abbildung 41: CD44-h-Expresson in Beziehung
2ur Prognosegruppe nach Storkel
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Abbildung 42: CD44-h-Expresson in Beziehung zur Histologie
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Starke der CD44-h-Expression
negativ schwach positiv. maRig positiv  stark positiv. gesamt
Grading Grad 1 9 (90%) 0 0 1 (10%) 10
Grad 2 95 (76,6%) 21 (16,9%) 5 (4,0%) 3 (2,4%) 124
Grad 3 14 (25,5%) 12 (21,8%) 11 (20,0%) 18 (32,7%) 55
pT-Stadium 1 10 (83,3%) 2 (16,7%) 0 0 12
2 57 (64,0%) 16 (18,0%) 7 (7,9%) 9 (10,1%) 89
3 47 (56,0%) 15 (17,9%) 9 (10,7%) 13 (15,5%) 84
4 4 (100,0%) 0 0 0 4
pN-Stadium pNO 109 (65,7%) 29 (17,5%) 13 (7,8%) 15 (9,0%) 166
pN1 5 (50,0%) 1 (10,0%) 2 (20,0%) 2 (20,0%) 10
pN2 4 (36,4%) 2 (18,2%) 1 (9,1%) 4 (36,4%) 11
pN3 0 1 (50,0%) 0 1 (50,0%) 2
Lk-Status Lk-negativ 109 (65,7%) 29 (17,5%) 13 (7,8%) 15 (9,0%) 166
Lk-positiv 9 (39,1%) 4 (17,4%) 3 (13,0%) 7 (30,4%) 23
M-Stadium MO 100 (69,9%) 22 (15,4%) 12 (8,4%) 9 (6,3%) 143
M1 18 (39,1%) 11 (23,9%) 4 (8,7%) 13 (28,3%) 46
Robson-Stadium  Stadium | 10 (90,9%) 1 (9,1%) 0 0 11
Stadium Il 54 (68,4%) 14 (17,7%) 6 (7,6%) 5 (6,3%) 79
Stadium 11l 35 (68,6%) 7 (13,7%) 5 (9,8%) 4 (7,8%) 51
Stadium IV 19 (39,6%) 11 (22,9%) 5 (10,4%) 13 (27,1%) 48
Progno segruppe Progno segruppe 1 18 (72,0%) 3 (12,0%) 1 (4,0%) 3 (12,0%) 25
Progno segruppe 2 82 (72,6%) 20 (17,7%) 7 (6,2%) 4 (3,5%) 113
Progno segruppe 3 18 (35,3%) 10 (19,6%) 8 (15,7%) 15 (29,4%) 51
Histologie hellzellig 109 (67,3%) 25 (15,4%) 14 (8,6%) 14 (8,6%) 162
chromophil 7 (58,3%) 4 (33,3%) 0 1 (8,3%) 12
chromophob 1 (12,5%) 2 (25,0%) 2 (25,0%) 3 (37,5%) 8
spindelzellig 1(16,7%) 1(16,7%) 0 4 (66,7%) 6
Ductus-Bellini-Ca 0 1 (100,0%) 0 0 1
Onkozytom 7 (77,8%) 2 (22,2%) 0 0 9

Tabelle 12: Ergebnisse der CD44-h-Expresson
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5.2.2.2 CD44-3

Von den 189 Nierenzellkarzinomen, welche auf das Vorhandensein des Antigens CD44-v3
untersucht wurden, waren 187 (98,%%6) negativ, 1 Tumor schwad, sowie ebenfalls 1 Tumor
mallig positiv. Kein Tumor zeigte ane starke Positivitat fur CD44-v3. Am Materid
samtlicher Onkozytome (n=9) lief3 sich ebenfalls kein CD44-v3 nachweisen. Aufgrund der
mangelnden Expresson deses Antigens entsprach die Verteillung der Farbeergebnisse nach
den Parametern Grading, TNM-Klassfikation, Robson-Stadium, Prognosegruppe und
Histologie nahezu derjenigen, welche a den uHdichen Hamatoxylin-Eosin-gefarbten
Préparaten erhoben wurde (s. Tabelle 13).

Starke der CD44-v3-Expression

negativ schwach positiv. maRig positiv  stark positiv gesamt
Grading Grad 1 10 (100,0%) 0 0 0 10
Grad 2 124 (100,0%) 0 0 0 124
Grad 3 53 (96,4%) 1(1,8%) 1(1,8%) 0 55
pT-Stadium 1 12 (100,0%) 0 0 0 12
2 88 (98,9%) 0 1(1,1%) 0 89
3 83 (98,8%) 1(1,2%) 0 84
4 4 (100,0%) 0 0 4
pN-Stadium pNO 164 (98,8%) 1 (0,6%) 1 (0,6%) 0 166
pN1 10 (100,0%) 0 10
pN2 11 (100,0%) 0 11
pN3 2 (100,0%) 0 2
Lk-Status Lk-negativ 164 (98,8%) 1 (0,6%) 1 (0,6%) 0 166
Lk-positiv 23 (100,0%) 0 0 23
M-Stadium MO 142 (99,3%) 1 (0,7%) 0 0 143
M1 45 (97,8%) 0 1(2,2%) 0 46
Robson-Stadium  Stadium | 11 (100,0%) 0 11
Stadium Il 79 (100,0%) 0 79
Stadium I 50 (98,0%) 1 (2,0%) 0 51
Stadium IV 47 (97,9%) 0 1(2,1%) 0 48
Progno segruppe Prognosegruppel 25 (100,0%) 0 0 25
Progno segruppe 2 112 (99,1%) 1(,9%) 0 113
Progno segruppe 3 50 (98,0%) 0 1 (2,0%) 0 51
Histologie hellzellig 160 (98,8%) 1 (0,6%) 1 (0,6%) 0 162
chromophil 12 (100,0%) 0 0 0 12
chromophob 8 (100,0%) 0 0 0 8
spindelzellig 6 (100,0%) 0 0 0 6
Ductus-Bellini-Ca 1 (100,0%) 0 0 0 1
Onkozytom 9 (100,0%) 0 0 0 9

Tabelle 13: Ergebnisse der CD44-v3-Expresson
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5.2.2.3 CD44-v6

Ahnlich den Ergebnissn der CD44-v3-Farbung verhiglt es sch auch mit den Resultaten der
Untersuchungen auf CD44-v6. 184 von 18Nierenzellkarzinomen (97,4%6) waren negativ, 4
schwadh pasitiv und 1 Tumor zeigte maldige Positivitéat fur CD44-v6. Auch hier konrte an
keinem Tumor eine starke Expresson festgestellt werden. Alle 9 Onkozytome zeigten keine
Expresson vonCD44-v6. Ebenso entsprach auch hier wegen des grolen Anteils von 97,46
negativer Fale das Farberesultat nahezu der histopathoogischen Eintellung und Kinischen
Stadienbestimmung (s. Tabell e 14)

Starke der CD44-v6-Expression

negativ schwach positiv. maRig positiv  stark positiv. gesamt
Grading Grad 1 10 (100,0%) 0 0 0 10
Grad 2 123 (99,2%) 1 (0,8%) 0 0 124
Grad 3 51 (92,7%) 3 (5,5%) 1 (1,8%) 0 55
pT-Stadium 1 12 (100,0%) 0 0 0 12
2 86 (96,6%) 2 (2,2%) 1(1,1%) 0 89
3 82 (97,6%) 2 (2,4%) 0 84
4 4 (100,0%) 0 0 4
pN-Stadium pNO 163 (98,2%) 2 (1,2%) 1 (0,6%) 0 166
pN1 9 (90,0%) 1 (10,0%) 0 10
pN2 10 (90,9%) 1(9,1%) 0 11
pN3 2 (100,0%) 0 0 2
Lk-Status Lk-negativ 163 (98,2%) 2 (1,2%) 1 (0,6%) 0 166
Lk-positiv 21 (91,3%) 2 (8,7%) 0 23
M-Stadium MO 142 (99,3%) 1 (0,7%) 0 143
M1 42 (91,3%) 3 (6,5%) 1 (2,2%) 0 46
Robson-Stadium  Stadium | 11 (100,0%) 0 0 11
Stadium I 78 (98,7%) 1(1,3%) 0 79
Stadium Il 51 (100,0%) 0 0 51
Stadium IV 44 (91,7%) 3 (6,3%) 1 (2,1%) 0 48
Progno segruppe Prognosegruppe 1 25 (100,0%) 0 0 25
Progno segruppe 2 112 (99,1%) 1 (0,9%) 0 113
Progno segruppe 3 47 (92,2%) 3 (5,9%) 1 (2,0%) 0 51
Histologie hellzellig 157 (96,6%) 4 (2,5%) 1 (0,6%) 0 162
chromophil 12 (100,0%) 0 0 0 12
chromophob 8 (100,0%) 0 0 0 8
spindelzellig 6 (100,0%) 0 0 0 6
Ductus-Bellini-Ca 1 (100,0%) 0 0 0 1
Onkozytom 9 (100,0%) 0 0 0 9

Tabelle 14: Ergebnisse der CD44-v6-Expresson
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5.2.2.4 CD44-\9

Die Untersuchurgen auf CD44-v9 ergaben folgende Vertellung: 166 von 189Tumoren
(87,8%) waren negativ, 16 schwadh pasitiv (8,5%), 3 méaldig positiv (1,6%) und 4stark pasitiv
(2,2%). 7 von 9 Onkozytomen waren ohre CD44-v9-Expresson, 2 zeigten eine schwade
Expresson. Auch hier schien es aus den vargenannten Griinden nicht sinnvdl, verschiedene

Expressonsdéarkeklassen zusammenzuziehen undzu vergleichen (s. Tabelle 15).

Starke der CD44-v9-Expression

negativ schwach positiv.  maRig positiv  stark positiv. gesamt
Grading Grad 1 9 (90,0%) 0 1 (10,0%) 0 10
Grad 2 113 (91,1%) 10 (8,1%) 0 1 (0,8%) 124
Grad 3 44 (80,0%) 6 (10,9%) 2 (3,6%) 3 (5,5%) 55
pT-Stadium 1 11 (91,7%) 1 (8,3%) 0 0 12
2 79 (88,8%) 7 (7,9%) 1(1,1%) 2 (2,2%) 89
3 72 (85,7%) 8 (9,5%) 2 (2,4%) 2 (2,4%) 84
4 4 (100,0%) 0 0 0 4
pN-Stadium pNO 148 (89,2%) 12 (7,2%) 3 (1,8%) 3 (1,8%) 166
pN1 8 (80,0%) 2 (20,0%) 0 0 10
pN2 9 (90,0%) 1 (10,0%) 0 1 (10,0%) 11
pN3 1 (50,0%) 1 (50,0%) 0 0 2
Lk-Status Lk-negativ 148 (89,2%) 12 (7,2%) 3(1,8%) 3(1,8%) 166
Lk-positiv 18 (78,3%) 4 (17,4%) 0 1 (4,3%) 23
M-Stadium MO 127 (88,8%) 12 (8,4%) 2 (1,4%) 2 (1,4%) 143
M1 39 (84,8%) 4 (8,7%) 1(2,2%) 2 (4,3%) 46
Robson-Stadium  Stadium | 10 (90,1%) 1 (9,1%) 0 0 11
Stadium Il 70 (88,6%) 7 (8,9%) 1(1,3%) 1(1,3%) 79
Stadium Il 45 (88,2%) 4 (7,8%) 1 (2,0%) 1 (2,0%) 51
Stadium IV 41 (85,4%) 4 (8,3%) 1(2,1%) 2 (4,2%) 48
Progno segruppe Prognosegruppel 20 (80,0%) 3 (12,0%) 1 (4,0%) 1 (4,0%) 25
Progno segruppe 2 104 (92,0%) 7 (6,2%) 1 (0,9%) 1 (0,9%) 113
Progno segruppe 3 42 (82,4%) 6 (11,8%) 1 (2,0%) 2 (3,9%) 51
Histologie hellzellig 147 (90,7%) 10 (6,2%) 2 (1,2%) 3 (1,9%) 162
chromophil 11 (91,7%) 1 (8,3%) 0 0 12
chromophob 2 (25,0%) 4 (50,0%) 1 (12,5%) 1 (12,5%) 8
spindelzellig 5 (83,3%) 1 (16,7%) 0 0 6
Ductus-Bellini-Ca 1 (100,0%) 0 0 0 1
Onkozytom 7 (77,8%) 2 (22,2%) 0 0 9

Tabelle 15: Ergebnisse der CD44-v9-Expresson
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5.2.2.5 E-Cadherin

E-Cadherin war in 107 von 189Proben von Nierenzellkarzinomen (56,8%6) negativ, 39
Proben waren schwadh pasitiv (20,8%), 28 maldig positiv (14,86) und 15 stark positiv
(7,9%). In der Gruppe der Onkozytome war nur 1 von 90nkozytomen negativ, hingegen 8
von 9méaldig oder stark pasitiv.

Grad 1-Nierenzellkarzinome waren in 7 von 10F&len negativ fur E-Cadherin, Grad 2-
Karzinome in 64 von 124F&dlen (51,8%), Grad 3-Tumoren in 36 von 55Proben (65,9%). 1
Grad 1-Tumor exprimierte schwadh, 2 Tumoren stark E-Cadherin. Die 60 Félle von Grad 2-
Karzinomen, welche E-Cadherin exprimierten, waren in 28 Féllen (22,68%) schwad pasitiv,
in 22Falen (17, R%6) maldig stark positiv sowiein 10Falen (8,1%) stark positiv.

Tumore des Stadiums pT1 zeigten in 11von 12Fdlen keine E-Cadherin-Expresson, 1 Tumor
farbte mafdig stark pasitiv. pT2-Tumoren waren in 49 von 89dlen (55,1%) negativ bzgl. E-
Cadherin, 19 Félle (21,3%) schwad, 12 (13,%6) makig und 9(10,1%) Féle stark pasitiv.
pT3-Karzinome zeigten in gut der Halfte der Proben (44 von 84, 52 %) keine E-Cadherin-
Expresson, de ubrigen exprimierten schwad in 20 (23,8%), méadig in 15 (17,%6) sowie
stark in 5 (6,0%) Fallen. 3 von 4 p4-Tumoren waren negativ, 1 Tumor stark paositiv fur E-
Cadherin.

Die Vertellung der E-Cadherin-Expresson rach dem pN-Stadium der TNM-Klassfikation
erbrachte folgendes Bild: Stadium pNO 90 von166 (54,2%) negativ, 35(21,1%) schwad, 26
(15,P0) maldig stark und 15(9,0%) stark E-Cadherin pasitiv. 10 Tumoren des pN1-Stadiums
waren in 9 Féllen negativ, 11 Tumoren des Stadiums pN2 in 6 Falen ohre Expresson, 3
weitere waren schwadh und 2 mallig stark paositiv. Beide Tumoren des pN3-Stadiums
exprimierten kein E-Cadherin.

Gut die Héfte der Nierenzellkarzinome (90 von 166, 54%), welche zum Zeitpunkt der
Diagnasestellung noch nicht metastasiert hatten, zeigten auch keine E-Cadherin-Expresson.
Hingegen konrte in nahezu 3 von 4F&llen (73,9%6) mit Lk-Metastasierung E-Cadherin nicht

nachgewiesen werden.
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Bezogen auf das M-Stadium galt: 73 von 143Tumoren (51,0%) des Stadiums MO zeigten
keine E-Cadherin-Expresson, hingegen konrte nur in 12 von 46Félen (26,1%) der bereits
fernmetastasierten Tumore E-Cadherin nachgewiesen werden. Dieser Unterschied in der E-
Cadherin-Expresson von Tumoren urterschiedlichen M-Stadiums war signifikant auf einem

Niveau von <0,001.

11 Tumore des Robson-Stadiums | waren in 10 Proben negativ bzgl. E-Cadherin, 41 von 79
Stadium Il-Karzinome ébenfalls, die Gbrigen waren in 22,86 schwad, in 13,9 méaldig stark
und in 11,86 stark paositiv fur E-Cadherin. Nierenzellkarzinome des Robson-Stadiums 111
exprimierten in 43,24 der Félle kein, in 29,426 nur schwad, in 17,86 maldig stark sowie in
9,8% stark pasitiv E-Cadherin. Die 48 Tumoren des Robson-Stadiums IV waren in 34 Féllen
(70,8%) negativ, in 6 Proben (12,3%) schwadh pasitiv, in 7 Proben (14,80) maiig stark
sowiein 1Fal (2,1%) stark pasitiv fur E-Cadherin.

Die Ergebnisse bezliglich der Einteillung in de Prognosegruppen nach Stoérkel gestalteten sich
folgendermal3en: 16 von 25Fdlen (64,0%) der Prognosegruppe 1 waren E-Cadherin negativ,
7 von 25 (28,0%) stark positiv. In 56 von 113Tumoren (49,8%) der Prognosegruppe 2 sowie
in 35 von 51Tumoren (68,8%) der Prognasegruppe 3 konrte keine E-Cadherin-Expresson

nachgewiesen werden.

95 von 162 Hllzelligen Nierenzellkarzinomen (58,8%) exprimierten kein E-Cadherin, 6 von
12 chromophilen Tumoren ebenso. 7 von 8chromopholen Nierenzellkarzinome féarbten sich
stark positiv, hingegen zeigten 5 von 6 spindelzellig-pleomorphen Karzinome keine
Positivitdt fur E-Cadherin. Unter den gesondert betrachteten Onkozytomen waren 8 von 9
maldig bzw. stark positiv, der eine Fall eines Ductus-Bellini-Karzinoms zeigte keine
Expresson vonE-Cadherin (s. Tabelle 16).
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Abbildung 43: E-Cadherin-Expresson in Abbildung 44: E-Cadherin-Expresson in
Beziehung zum Grading [1] Beziehung zum Grading [2]
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Abbildung 45: E-Cadherin-Expresson in Abbildung 46. E-Cadherin-Expresson in
Beziehung zum pT-Stadium Beziehung zum pN-Stadium
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Abbildung 47: E-Cadherin-Expresgon in Abbildung 48: E-Cadherin-Expresson in

Beziehung zum Lk-Status Beziehung zum M-Stadium
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Abbildung 49: E-Cadherin-Expresgon in Abbildung 50: E-Cadherin-Expresson in
Beziehung zum Robhson-Stadium Beziehung zur Prognosegruppe nach Storkel

O E-CD-negativ
B E-CD-positiv

Fallzahl in %

hellzellig  chromophil chromophob spindelzellig Ductus-  Onkozytom
(n=162) (n=12) (n=8) (n=6) Bellini-Ca (n=9)
(n=1)

Abbildung 51: E-Cadherin-Expresgon in Beziehung zur Histologie
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Starke der E-Cadherin-Expression
negativ schwach positiv. maRig positiv  stark positiv. gesamt
Grading Grad 1 7 (70%) 1 (10,0%) 0 2 (20%) 10
Grad 2 64 (51,6%) 28 (22,6%) 22 (17,7%) 10 (8,1%) 124
Grad 3 36 (65,5%) 10 (18,2%) 6 (10,9%) 3 (5,5%) 55
pT-Stadium 1 11 (91,7%) 0 1 (8,3%) 0 12
2 49 (55,1%) 19 (21,3%) 12 (13,5%) 9 (10,1%) 89
3 44 (52,4%) 20 (23,8%) 15 (17,9%) 5 (6,0%) 84
4 3 (75,0%) 0 0 1 (25,0%) 4
pN-Stadium pNO 90 (54,2%) 35 (21,1%) 26 (15,7%) 15 (9,0%) 166
pN1 9 (90,0%) 1 (10,0%) 0 0 10
pN2 6 (54,5%) 3(27,3%) 2 (18,2%) 0 11
pN3 2 (100,0%) 0 0 0 2
Lk-Status Lk-negativ 90 (54,2%) 35 (21,1%) 26 (15,7%) 15 (9,0%) 166
Lk-positiv 17 (73,9%) 4 (17,4%) 2 (8,7%) 0 23
M-Stadium MO 73 (51,0%) 34 (23,8%) 22 (15,4%) 14 (9,8%) 143
M1 34 (73,9%) 5 (10,9%) 6 (13,0%) 1(2,2%) 46
Robson-Stadium  Stadium | 10 (90,9%) 0 1 (9,1%) 0 11
Stadium Il 41 (51,9%) 18 (22,8%) 11 (13,9%) 9 (11,4%) 79
Stadium 11l 22 (43,1%) 15 (29,4%) 9 (17,6%) 5 (9,8%) 51
Stadium IV 34 (70,8%) 6 (12,5%) 7 (14,6%) 1 (2,1%) 48
Progno segruppe Prognosegruppel 16 (64,0%) 2 (8,0%) 0 7 (28,0%) 25
Progno segruppe 2 56 (49,6%) 29 (25,7%) 22 (19,5%) 6 (5,3%) 113
Progno segruppe 3 35 (68,6%) 8 (15,7%) 6 (11,8%) 2 (3,9%) 51
Histologie hellzellig 95 (58,6%) 36 (22,2%) 25 (15,4%) 6 (3,7%) 162
chromophil 6 (50,0%) 2 (16,7%) 2 (16,7%) 2 (16,7%) 12
chromophob 0 0 1(12,5%) 7 (87,5%) 8
spindelzellig 5 (83,3%) 1 (16,7%) 0 0 6
Ductus-Bellini-Ca 1 (100,0%) 0 0 0 1
Onkozytom 1(11,1%) 0 3 (33,3%) 5 (55,6%) 9

Tabelle 16: Ergebnisse der E-Cadherin-Expresson
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5.2.2.6 PCNA

Der als PCNA-Index angegebene Wert entspricht dem prozentualen Anteil PCNA-pasitiver

Zellen an der untersuchten Tumormas<se.

Die Vertellung nach dem Grading war wie folgt: Grad 1-Tumore hatten einen PCNA-Index
zwischen % und 246 mit einem Mittelwert von 4,846. Grad 2-Tumoren exprimierten PCNA
zwischen 0% und 4@ der Tumormass bei einem mittleren Wert von 9,%6. Tumoren vom
Malignitétsgrad 3 zeigten PCNA-Positivitat zwischen 0% und 726 der Zellen und einem
Mittelwert von 22, P6. Der Mittelwertvergleich ergab eine Signifikanz von p<0,001.

Bezogen auf das pT-Stadium der TNM-Klassfikation exprimierten pTl-Tumore PCNA
zwischen 2% und 206, pT2-Tumoren zwischen 0% und 6&%6, pT3-Tumoren zwischen (%
und 726 und pr4-Tumoren zwischen 1% und 226 der Tumormass. Die Mittelwerte dieser
Gruppen lagen bel 8,8% fir pT1, 11,P6 fur pT2, 15,P6 fur pT3 und 144 fir das Stadium
pT4, wobel bel letzterem sicher die geringe Anzahl von nu 4 Tumoren in deser Gruppe
keinen aussagekréftigen Vergleich zulief3. Gleichfall s war dieses Ergebnis mit p >> 0,05 ncht
signifikant.

Tumore, welche zum Zeitpunk der Diagnose noch keine Lymphkndenmetastasen gesetzt
hatten, hetten PCNA-Indizes zwischen (% und 726 mit einem Mittelwert von 12,346, bereits
lymphagen metastasierte Tumoren bewegten sich im Bereich von ®% bis 66% mit einem
mittleren PCNA-Index von 20,%6 (p=0,0095.

Ein ahnliches Ergebnis galt fur Tumore, welche zum Zeitpunk der Diagnose schon
fernmetastasiert waren. MO-Tumore exprimierten PCNA in einem Bereich zwischen 0% und
55% der Tumormasse, Mittelwert 10,8%, M1-Tumoren hingegen bewegten sich zwischen (%
und 726 PCNA-Index mit einem mittleren Wert von 21,4%4. Die Differenz der Mittelwerte
zwischen den beiden Gruppen war signifikant (p<0,001).

Die Stadieneinteilung nach Robson ergab fur das Stadium | Expressonswerte zwischen 2%
und 2@%, fur die Gbrigen Stadien II-1V bewegten sich de Werte zwischen 0% bis 55%,
respektive 52% und 726. Die Mittelwerte der Stadien | bis1V lagen bei 8,%% fir das Stadium
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I, 10,3% fUr das Stadium I, 11,®%6 fur das Stadium Il und 2246 firr das Stadium 1V. Dieser

Unterschied war ebenfall s sgnifikant auf einem Niveau von p<0,001.

Die Verteillung der PCNA-Indizes auf die Prognasegruppen nach Storkel ergab fur die Gruppe
mit guter Prognose (Prognasegruppe 1) PCNA-Expressonswerte zwischen 0% und 33%b, fir
die Gruppe mit maiger Prognose (Prognosegruppe 2) Werte zwischen 0% und 5% und fir
die Gruppe mit schledhter Prognose (Prognosegruppe 3) PCNA-Indizes zwischen 0% und
72%. Die Mittelwerte fr die Prognosegruppen 1, 2 und 3 Hiefen sich auf 8,8%, 11,26 bzw.
20,3 (p<0,001).

Fur die hellzelligen Nierenzellkarzinome eagaben sich Werte zwischen 0% und 6686, der
Mittelwert betrug 13%, die dromophilen Tumoren exprimierten PCNA in einem Bereich
zwischen 0% und 4@6 bel einem mittleren Wert von 13,46. Der PCNA-Index chromopholer
Karzinome lag zwischen 2% und 334, ihr Mittelwert belief sich auf 11%. Die spindelzelli g-
pleomorphen Nierenzell karzinome exprimierten PCNA in einem Bereich von 246 bis 72% der
Tumormasse, wobel der Mittelwert 24,246 betrug. Die 9 Onkozytome bewegten sich im
Bereich zwischen 1% und 46 Expresson, der mittlere Wert ist 20,26. Der eine Fall eines
Ductus-Bélli ni-Karzinoms exprimierte in 20% aller Tumorzellen PCNA (s. Tabelle 17 und
Tabelle 18).

100~

901

OPCNA <=13%
EPCNA >13%

Fallazhl in ¥
I
S

BPCNA<=13%
mPCNA>13 %

Fallzahl in %

Grad 1 (1=10) Grad 2 (1=124) Grad 3 (1=55) Grad 1 und 2 (n=134) Grad 3 (n=55)

Abbildung 52: PCNA-Expresson in Beziehung Abbildung 53 PCNA-Expresson in Beziehung
zum Grading [1] zum Grading [2]
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Abbildung 54: PCNA-Expression in Beziehung Abbildung 55: PCNA-Expresgon in Beziehung
zum pT-Stadium zum pN-Stadium
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Abbildung 56: PCNA-Expresgon in Beziehung Abbildung 57: PCNA-Expresgon in Beziehung
zum Lk-Status zum M-Stadium
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Abbildung 58: PCNA-Expresgon in Beziehung Abbildung 59: PCNA-Expresson in Beziehung

zum Robson-Stadium 2ur Prognosegruppe nach Storkel
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Fallzahl in %

OPCNA <=13%
BEPCNA >13%

hellzellig  chromophil chromophob spindelzellig Ductus-  Onkozytom
(n=162) (n=12) (n=8) (n=6) Bellini-Ca (n=9)
(n=1)
Abbildung 60: PCNA-Expresson in Beziehung zur Histologie
PCNA-Expression
<=13% > 13% gesamt
Grading Grad 1 9 (90,0%) 1 (10,0%) 10
Grad 2 90 (72,6%) 34 (27,4%) 124
Grad 3 20 (36,4%) 35 (63, 6%) 55
pT-Stadium pT1 9 (75,0%) 3 (25,0%) 12
pT2 61 (68,5%) 28 (31,5%) 89
pT3 47 (56,0%) 37 (44,0%) 84
pT4 2 (50,0%) 2 (50,0%) 4
pN-Stadium pNO 109 (65,7%) 57 (34,3%) 166
pN1 4 (40,0%) 6 (60,0%) 10
pN2 5 (45,5%) 6 (54,5%) 11
pN3 1 (50,0%) 1 (50,0%) 2
Lk-Status Lk-negativ 109 (65,7%) 57 (34,3%) 166
Lk-positiv 10 (43,5%) 13 (56,5%) 23
M-Stadium MO 101 (70,6%) 42 (29,4%) 143
M1 18 (39,1%) 28 (60,9%) 46
Robson-Stadium  Stadium | 8 (72,7%) 3 (27,3%) 11
Stadium I 56 (70,9%) 23 (29,1%) 79
Stadium il 36 (70,6%) 15 (29,4%) 51
Stadium IV 19 (39,6%) 29 (60,4%) 48
Progno segruppe PG 1 18 (72,0%) 7 (28,0%) 25
PG 2 78 (69,0%) 35 (31,0%) 113
PG 3 23 (45,1%) 28 (54,9%) 51
Histologie hellzellig 103 (63,6%) 59 (36,4%) 162
chromophil 8 (66,7%) 4 (33,3%) 12
chromophob 5 (62,5%) 3 (37,5%) 8
spindelzellig 3 (50,0%) 3 (50,0%) 6
Ductus-Bellini-Ca 0 1 (100,0%) 1
Onkozytom 5 (55,6%) 4 (44,4%) 9

Tabelle 17: Ergebnisse der PCNA-Expresson [1]
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n Min  Max  Mittelwert Median 25. Perzentile 75. Perzentile
Grading Grad 1 10 0 24,0 4,8 2,5 10 4,0
Grad 2 124 0 40,0 9,9 6,0 2,0 15,5
Grad 3 55 0 72,0 22,7 21,0 9,0 32,0
gesamt 189 0 72,0 13,3 8,0 3,0 21,0
pT-Stadium pT1 12 20 20,0 8,8 7,5 3,5 12,0
pT2 89 0 66,0 11,7 5,0 2,0 18,0
pT3 84 0 72,0 15,7 12,0 35 22,0
pT4 4 1,0 220 14,0 16,5 7,0 21,0
gesamt 189 0 72,0 13,3 8,0 3,0 21,0
pN-Stadium pNO 166 0 72,0 12,3 7,0 2,0 19,0
pN1 10 0 66,0 23,6 20,5 9,0 32,0
pN2 11 0 45,0 18,6 20,0 2,0 32,0
pN3 2 11,0 29,0 20,0 20,0 11,0 29,0
gesamt 189 0 72,0 13,3 8,0 3,0 21,0
Lk-Status Lk-negativ 166 0 72,0 12,3 7,0 2,0 19,0
Lk-positiv 23 0 66,0 20,9 20,0 9,0 32,0
gesamt 189 0 72,0 13,3 8,0 3,0 21,0
M-Stadium MO 143 0 55,0 10,8 6,0 2,0 17,0
M1 46 0 72,0 21,4 20,0 8,0 32,0
gesamt 189 0 72,0 13,3 8,0 3,0 21,0
Robson-Stadium  Stadium | 11 20 20,0 8,9 8,0 3,0 15,0
Stadium I 79 0 55,0 10,3 5,0 2,0 17,0
Stadium Ill 51 0 52,0 11,7 9,0 3,0 18,0
Stadium IV 48 0 72,0 21,0 20,0 7,5 31,0
gesamt 189 0 72,0 13,3 8,0 3,0 21,0
Progno segruppe Progno segruppe 1 25 0 33,0 8,8 4,0 2,0 15,0
Progno segruppe 2 113 0 55,0 11,2 6,0 2,0 17,0
Progno segruppe 3 51 0 72,0 20,3 19,0 7,0 30,0
gesamt 189 0 72,0 13,3 8,0 3,0 21,0
Histologie hellzellig 162 0 66,0 13,0 8,0 3,0 21,0
chromophil 12 0 40,0 13,4 7,0 0,5 28,0
chromophob 8 20 330 11,0 5,0 3,0 18,5
spindelzellig 6 20 720 24,2 16,5 9,0 29,0
Ductus-Bellini-Ca 1 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0 20,0
Onkozytom 9 1,0 470 20,2 8,0 5,0 45,0
gesamt 198 0 72,0 13,64 8,0 3,0 22,0

Tabelle 18: Ergebnisse der PCNA-Expresson [2]
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5.2.3 Analyse desimmunhistochemischen Verhaltensvon Primartumor material und
Metastasen

Diese Untersuchurngen galten der Bestimmung der Expressonim Material von Metastasen im
Vergleich zur Expresson im Primértumormaterial. Hierzu wurden de zehn piméren
Metastasen mit den 12 sekundéren Metastasen zu einer Gruppe vereint und mit der Gruppe
der priméren Nierenzell karzinome verglichen. Bezliglich der Expresson von CD44-h ist zu
sagen, dal3 de Gruppe der Metastasen tendentiell (p=0,099 stérker CD44-h exprimiert als die
Gruppe der Primértumoren. Die Expresson von CD44-v3, CD44-v6 und CD44-v9 ist auch
hier aufgrund der geringen Anzahl paositiver Féle nicht aussgekraftig. E-Cadherin wird in
beiden Gruppen ohre @nen deutli ch feststell baren Unterschied exprimiert (p=0,21). Hingegen
findet sich bezlglich der PCNA-Expresson folgendes: Nur 70 von 189(37,0%) priméren
Nierenzellkarzinomen exprimieren in mehr as 13% ihrer Tumorzellen PCNA, in der Gruppe
der Metastasen liegt der Anteil der mehr als 13% PCNA-positiven Zellen bei 68,246 (15 von
22). Dieser Unterschied ist signifikant (p=0,009. Zusammenfassend mufd man sagen, dal3
Metastasen von Nierenzellkarzinomen im Vergleich mit primaren Nierentumoren tendentiell
stérker CD44-h exprimieren sowie signifikant hohere PCNA-Expresgonsindizes haben. Die
Expresson von E-Cadherin weist in beiden Gruppen keinen aussagekréftigen Unterschied
auf. CD44-v3, CD44-v6 undCD44-v9 haben keine Bedeutung im Vergleich von Metastasen
mit priméaren Nierenzell karzinomen.

Die folgenden Abhil dungen unddie Tabell e geben einen Uberblick Gber die Ergebnisse.
CD44-v3, CD44-v6 sowie CD44-v9 werden nicht berticksichtigt.

100+ 100+
90+

O CD44-h-negativ
[l CD44-h-positiv

O E-CD-negativ
W E-CD-positiv

Fallzahl in %

Fallzahl in %

Primartumor Metastase (n=22) Primartumor Metastase (n=22)
(n=189) (n=189)

Abbildung 61: CD44-h-Expresson in Abbildung 62: E-Cadherin-Expresgon in
Abhéngigkeit von der Tumorlokali sation Abhangigkeit von der Tumorlokalisation
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Abbildung 63: PCNA-Expresgon in Abhangigkeit

von der Tumorlokalisation

Metastase
Nein Ja

CD44-h negativ 118 (62,4%) 10 (45,5%)

schwach positiv. 33 (17,5%) 2 (9,1%)

maRig positiv 16 (8,5%) 5 (22,7%)

stark positiv 22 (11,6%) 5 (22,7%)
E-Cadherin  negativ 107 (56,6%) 15 (68,2%)

schwach positiv. 39 (20,6%) 4 (18,2%)

maRig positiv 28 (14,8%) 2 (9,1%)

stark positiv 15 (7,9%) 1 (4,5%)
PCNA <=13% 119 (63,0%) 7 (31,8%)

> 13%

70 (37,0%) 15 (68,2%)

Tabelle 19: Vergleich der Féarbeagebnisse fir
Priméartumoren und Metastasen

Desweiteren sollte untersucht werden, obsich de Expresson der Zell adhésionsmolekile bzw.

des Proliferationsmarkers PCNA im Primartumor von der Expresson in den dazugehdrigen

Metastasen urterscheidet. Im vorliegenden Material, d.h. an 12 Priméartumoren und den
zugehdrigen sekundiren Metastasen, konrte dies nicht bestétigt werden. Die vergleichenden
Resultate laseen, auch aufgrund der geringen Anzahl von nu 12 Tumorproben, keinen

signifikanten Unterschied erkennen.
Die folgende Tabelle stellt die Farberesultate der Antikorper fur die Primértumore und ihre

zugehorigen sekundéren M etastasen gegentiber.
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Nir Jdonirnal-Nr AntikArner P=PrimArtiimnr: M=Metactacm
negativ schwach positiv. maRig positiv  stark positiv. PCNA-Index
1 P=K 2613/ 86 CD44-h PM
CD44-v3 P M
M=K 2495/88  CD44-v6 PM
li. Axilla CD44-v9 P M
E-Cadherin P M
PCNA P 9%; M 49%
2 P=K 6908 / 87 CD44-h P M
CD44-v3 P M
M=K 7795/87  CD44-v6 PM
Magenwand CD44-v9 P M
E-Cadherin PM
PCNA P 22%; M 60%
3 P=K 6111/ 88 CD44-h P M
CD44-v3 P M
M=K 6111/88  CD44-v6 PM
hilarer Lk CD44-v9 P M
E-Cadherin PM
PCNA P 21%; M 6%
4 P=K 6513/ 88 CD44-h PM
CD44-v3 P M
M=K 6513/88  CD44-v6 PM
hilarer Lk CD44-v9 P M
E-Cadherin PM
PCNA P 14%; M 26%
5 P=K 8285/ 88 CD44-h PM
CD44-v3 P M
M=K 7130/88  CD44-v6 M P
Humerus CD44-v9 M P
E-Cadherin M P
PCNA P 66%; M 30%
6 P=K 1169 /90 CD44-h P
CD44-v3 P M
M=K 1169/90 CD44-v6 PM
paraaortaler Lk  CD44-v9 P M
E-Cadherin PM
PCNA P 10%; M 8%
7 P=K 7551/ 90 CD44-h PM
CD44-v3 P M
M=K 7551/90 CD44-v6 PM
hilarer Lk CD44-v9 P M
E-Cadherin PM
PCNA P 36%; M 44%
8 P=K 7968 / 90 CD44-h P M
CD44-v3 P M
M=K 7707 /94  CD44-v6 PM
Wirbelkorper CD44-v9 P M
E-Cadherin P M
PCNA P 5%; M0%
9 P=K 3665/ 92 CD44-h P M
CD44-v3 P M
M=K 8192/92  CD44-v6 PM
Peritonealmet. CD44-v9 P M
E-Cadherin PM
PCNA P 14%; M 32%
10 P=K4026/92 CD44-h P M
CD44-v3 P M
M=K 4049/92  CD44-v6 PM
paraaortaler Lk  CD44-v9 P M
E-Cadherin PM
PCNA P 1%; M16%
11 P=K7071/93 CD44-h M P
CD44-v3 P M
M=K 7052/93  CD44-v6 PM
Mesocolon CD44-v9 P M
E-Cadherin PM
PCNA P 72%; 14%
12 P=K1348/95 CD44-h P M
CD44-v3 P M
M=K 1348 /95 CD44-v6 PM
paraaortaler Lk  CD44-v9 P M
E-Cadherin PM
PCNA P 20%; M 20%

Tabelle 20: Gegenuberstellung der Farbeergebnisse flr Primartumoren und zugehorige Metastasen
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5.3 Ergebnisse des klinischen Follow-up

Jedem Patienten mulde en eindeutiger Status beziiglich seiner Tumorerkrankung im Verlauf

zugewiesen werden. Dies gelang mit folgendem Schema:

NED no evidence of disease lebt ohne Tumor bzw.
verstarb, war aber ohne Tumornachweis

CR complete remisson lebt ohne Tumor, mit adjuvanter Therapie (Immun- oder
Chemotherapie, Metastasenchirurgie)

SD silent disease lebt mit Tumornachweis, ochne eneuten Progref

PD progressve disease Progref3 des Tumorleidens (Rezdiv, Metastasen, Tod)

Tabelle 21: Definition des Krankheitsgadiumsin der Nachbeobachtungszit

Um in der Auswertung der Klinischen Nadbeobacdtungszeiten nur mit validen Daten zu
arbeiten, wurde a@ne Nadbeobadhtungszeit von mindestens 6 Monaten fur Féll e ohre Progref3
gefordert, hingegen gingen sémtliche Falle mit Progref3 urabhéngig von der Zeitspanne in de
Auswertung ein. Dadurch ergibt sich eine Anzahl von 140gultigen Falen der insgesamt 198
Patienten mit einem Primartumor der Niere (70,7%). Die Nachbeobadhtungszeit der Félle, die
ohre @nen Tumornadchwels leben bzw. an einer anderen Ursadhe ds an der Tumorerkrankurng
gestorben sind und @ ihrem Tod pogressonsfrel waren (NED, n=71), reicht von 6- 118
Monaten bei einer mittleren Nacdhbeobachtungszeit von 54,3 Monaten (4,5 Jahre). Die
Patienten, de sich ener Nadbehandung unterzogen haben (CR, n=6), hatten
Nadbeobadtungszeiten zwischen 9 - 120 Monaten, bei einem mittleren Wert von 53,0
Monaten (4,4 Jahre). Patienten, de an ihrem Tumor verstorben sind (PD, n=22), hatten
Nacdbeobachtungszeiten von 1 - 77 Monaten bei einem Mittelwert von 16,8Monaten (1,4
Jahre). Die Zeitspanne von der Diagnose und Therapie der Erkrankung bis zu einem Progref3
des Leidens i.S. eines Rezidivs oder Metastasierung (PD, n=33) bewegte sich zwischen 1-91
Monaten, lag jedoch im Mittel bei 21,9 Monaten (1,8 Jahre). Acht Patienten, de zum
Zeitpunkt des letzten Kontaktes mit dem behandelnden Arzt Anzeichen fir einen Tumor
hatten, ohre dal3 de Erkrankung weiter fortgeschritten war (SD, n=8), wiesen
Nadbeobadhtungszeiten zwischen 1 - 53 Monaten auf, der Mittelwert dafur betragt 10,8
Monate.

Um die spéatere Auswertung zu vereinfachen wurden folgende Gruppen zusammengezogen:
NED und CR bilden de Gruppe der Patienten, welche keinen Progrel3 erlitten haben, SD und
PD soll gleichbedeutend sein mit einer Progredienz der Grunderkrankung. Eine separate
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Auswertung der Patienten, welche in der Nachbeobadhtungszeit keinen Progref3 erlitten ohre
eine aljuvante Therapie ghalten zu haben und enen mit einer postoperativen Immun- oder
Chemotherapie bzw. Metastasenchirurgie ist aufgrund der geringen Falzahl von nu n=6
Patienten mit CR-Status nicht sinnvdl.
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5.3.1 Analysevon Histologie und klinischem Verlauf

Fur das histomorphdogische Grading git: Kein Patient mit einem Grad 1-Tumor zeigte @nen
Progref3 der Erkrankung, noch kam es zu einem Todesfall aufgrund des Tumorleidens.
Patienten mit einem Grad 2-Tumor hatten im Mittel eine progressonsfreie Uberlebenszeit von
82,5 Monaten (6,9 Jahre), solche mit einem Grad 3-Tumor eine selbige von 25,3Monaten
(2,1 Jahre). Dieser Zusammenhang ist signifikant (p<0,00J), erklart sich jedoch duch eine
signifikant héhere Wahrscheinlichkeit der Tumoren, mit zunehmender Entdifferenzierung
verstarkt zu metastasieren (p<0,007). Schliefdlich stellt sich in der Regressonsanayse das M-
Stadium as letztlich enzig signifikanter Prognosefaktor heraus (p<0,001). Die
progressonsfreien Uberlebenszeiten bezogen auf das pT-Stadium der TNM-Klassfikation
ergeben 98,2 Monate (8,2 Jahre) fur das Stadium pT1, 81,8 Monate (6,8 Jahre) fur das
Stadium pT2, 47,6 Monate (4 Jahre) fur das Stadium pT3 und 4,7Monate fur das Stadium
pT4. Wiederum gilt auch hier: Mit zunehmendem pT-Stadium wadst die Wahrscheinli chkeit,
einen Progreld zu erleiden (p=0,001), doch ebenso das Risiko, Metastasen zu entwickeln
(p<0,00)). pT1-Tumoren metastasierten nie, pT2- und pr3-Tumoren zunehmend ks zu den
pT4-Tumoren, welche samtlich metastasierten. Fir das pN-Stadium 183 sich
zusammenfassend sagen, dal? Patienten ohre Lymphkndenmetastasen im Mittel 74,1 Monate
(6,2 Jahre) progressonsfrei Uberlebten wohingegen Patienten mit Lymphkndenmetastasen
zum Zeitpunkt der Diagnose nur 13,9 Monate (1,2 Jahre) progressonsfrei Uberlebten. Auch
die Lk-pasitiven Tumoren gehdren signifikant haufiger (p<0,001) dem M1-Stadium an alsdie
Lk-negativen. Berlicksichtigt man nu das M-Stadium der TNM-Klasgfikation, so kommt
man zu folgender Aussage: Liegen bel Diagnose bereits Fernmetastasen var, so hat der
Patient eine mittlere Uberlebenszeit von 10,3Monaten bis es zu einem weiteren Progre? der
Erkrankung kommt Die langste Zeit bis zum Progref3 des Tumorleidens in desem Stadium
betrug 61 Monate (5,1 Jahre). Bel noch nicht eingetretener Fernmetastasierung betragt die
mittlere progressonsfreie Uberlebenszeit 85,8 Monate (7,2 Jahre). 73% der Patienten mit
einem MO-Stadium erlebten keinen Progref3, ingegen zeigten 97,36 der Patienten mit eéinem
M1-Stadium einen Progreld der Erkrankung (p<0,00]). Diese Tatsadhe stellt sich in der
Regressonsanalyse fir die progressonsfreien Uberlebenszeiten als der entscheidende
prognostische Faktor beziiglich des Erleidens eines Progrefd heraus. Demnad haben Patienten
im Stadium M1 eine signifikant kiirzere Uberlebenszeit bis zur Tumorprogresson als
Patienten im Stadium MO. In den folgenden Einteil ungen (Robson-Stadium, Prognosegruppen

nadh Storkel) herscht ein gewisses Mald an Redundhnz, da in dese Klassfikationen einzelne
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Parameter, darunter auch das M-Stadium, eingehen. Auf eine @ngehende Analyse wird daher
aufgrund s zu erwartenden Zusammenhangs mit dem M-Stadium verzichtet. Nadh der
Stadieneinteilung von Robson ketrégt die Zeit bis zum Eintritt eines Progref3 fir das Stadium |
im Mittel 98,2 Monate (8,2 Jahre), fur das Stadium Il 92,9 Monate (7,7 Jahre), fur das
Stadium IIl 73,2Monate (6,1 Jahre) undfir das Stadium IV nur 11,4 Monete. Die Eintellung
in de  Prognosegruppen nadh  Storkel  liefert folgende Resultate: Die mittlere
progressonsfreie Uberlebenszeit betragt fir die Prognosegruppe 1 (gute Prognose) 111,6
Monate (9,3 Jahre), fur die Prognasegruppe 2 (méaldig Prognose) 81,8 Monate (6,8 Jahre) und
fur die Prognosegruppe 3 (schledhte Prognose) 14,1 Monate (1,2 Jahre).

In den folgenden Abhildungen wird de progressonsfreie Uberlebenswahrscheinlichkeit in
Abhangigkeit der verschiedenen histopathologischen Parameter und  Kinischen
Stadieneinteilungen nadh der Methode von Kaplan und Meler dargestellt. Die Angaben fur
zensierte Daten entsprechen hierbei den Uberlebensdaten von Patienten, de ais dem
Nadbeobachtungszeitraum ausschieden ohre dal3 das Ereignis Progrel3 der Erkrankung

eingetreten war.
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Abbildung 64: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhéngigkeit vom Grading
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Abbildung 65: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhéangigkeit vom pT-Stadium
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Abbildung 66: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhéngigkeit vom pN-Stadium
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Abbildung 68: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhéangigkeit vom M-Stadium

Kumulative Uberlebenswahrscheinlichkeit

in]
]

—o ®—® Robson-Stadium

4 Stadium IV

A Stadium IV-zensiert

¢ Stadium Il

< Stadium lll-zensiert

®  Stadium Il

O stadium Il-zensiert

B Stadium |

O  Stadium I-zensiert

Nachbeobachtungszeit in Monaten

L)
84 96 108 120

Abbildung 69: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhéngigkeit vom Robson-Stadium
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Abbildung 70: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhangigkeit von der Histologie
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Abbildung 71: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhangigkeit von der Prognosegruppe
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5.3.2 Analysevon Immunhistochemie und klinischem Verlauf

Die Analyse der untersuchten Parameter im Zusammenhang mit dem Klinischen Verlauf der
Tumorerkrankung ergab folgendes Bild: Die Expresson vonCD44-h schien einen deutli chen
Zusammenhang mit der progressonsfreien Uberlebenszeit zu haben. Immerhin 68,36 der
Patienten, deren Tumor kein CD44-h exprimierte, kamen nicht in einen Progref3, hingegen
erfuhren ca 60-70% der Patienten mit einem schwad his stark CD44-h-exprimierenden
Tumor eine Progresson. Diese Beobadchtung erwies sch als sgnifikant (p=0,000). Bel
ndherer Betrachtung ergab sich jedoch ein dfferenziertes Bild: Verglich man de CD44-h-
Expresson der Tumoren mit dem zugehérigen M-Stadium der TNM-Klassfikation, so sah
man, dal3 jene Tumoren, welche stark CD44-h exprimierten Uberwiegend solche des Stadiums
M1 waren (56,36). Umgekehrt gehdrten 81,36 der CD44-h-negativen Falle dem Stadium
MO an. Dieser Zusammenhang war signifikant auf einem Niveau von p=0,016. Unter
Berlicksichtigung der Tatsache, dald sich das M-Stadium in der Regressonsanayse ds
letztlich einzig signifikanter Prognosefaktor herausdellte, mufde man aus diesen
Zusammenhangen ableiten, dal3 sich das Risiko, bei starker CD44-h-Expresson des Tumors
Metastasen zu entwickeln, deutlich erhohte. Der Eff ekt von CD44-h auf die progressonsfreie
Uberlebenszeit wurde tiber eine ehohtes Risiko, Metastasen zu entwickeln, vermittelt.

Fur die untersuchten Isoformen CD44-v3, CD44-v6 und CD44-v9 lield sich, rnicht zuletzt
aufgrund dr fast ausschliefdlich negativen Expresson, kein Einflu auf die klinische
Progressonstendenz fur das Nierenzell karzinom ableiten.

Fur E-Cadherin ergab de Anayse des Zusammenhangs zwischen E-Cadherin-Expresson urd
M-Stadium eine héhere Zugehdérigkeit der Tumoren ohre Expresson zum M1-Stadium as
derer mit schwadher bis darker Expresson (p=0,009. Samtliche Tumoren mit starker E-
Cadherin-Expresson gehorten sogar dem Stadium MO an. Dies war wiederum signifikant
(p=0,01). Eine starke Expresson von E-Cadherin ist somit gleichbedeutend fir ein deutlich
vermindertes Risiko, Metastasen zu entwickeln.

In der Analyse der progressonsfreien Uberlebenszeit ergab sich folgendes Bild: Patienten mit
Tumoren mit starker E-Cadherin-Expresson hetten im Vergleich zu Patienten mit Tumoren
mit negativer bis maRig starker Expresson eine signifikant langere Uberlebenszeit ohre
Progresson (p=0,0013.
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Gleichfalls gehdrten Tumore, welche tberdurchschnittlich PCNA exprimieren signifikant
haufiger dem Stadium M1 an as lche mit einer unterdurchschnittli chen PCNA-Expresson
(p<0,00]). Auch hier galt: Die Wahrscheinlichkeit, Metastasen zu entwickeln, war erhoht bei
stark PCNA-exprimierenden Tumoren.

In den folgenden Abbildungen ist die kumulative progressonsfreie Uberlebenswahr-
scheinlichkeit in Abhéangigkeit der 0.g. Parameter dargestellt.
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Abbildung 72: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhangigkeit von der Stérke der CD44-h-Expresgon [1]
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Abbildung 73: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhangigkeit von der Stérke der CD-44-h-Expresson
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Abbildung 75: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhangigkeit von der Stérke der E-Cadherin-
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Abbildung 76: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhangigkeit von der Stérke der PCNA-Expresson

Zusammenfasend kann man sagen, da® Patienten mit Tumoren, welche CD44-h und
Uberdurchschnittlich PCNA exprimierten, sowie solche, die gar nicht oder nur in geringerem
Umfang E-Cadherin exprimierten, eine besonders schlechte Prognose hatten. Diese Parameter

kann man nunzur Prognoseabschédtzung in einer Formel zusammenfasen:

CD44. h. Wert* PCNA Wert

Expressons-Ratio = _
E. Cadherin. Wert

Dabel bedeuten CD44-h-Wert, E-Cadherin-Wert und PCNA-Wert Zahlen, de sich aus der
Zugehorigkeit der Expressonsgérke der Antigene zu einem festgelegten und o.b.Bereich
ergeben:
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Wert =1 Wert =2
CD44-h negativ schwach bis gark positiv
E-Cadherin negativ bis médig stark positiv stark positiv
PCNA <=13% >13%

Tabelle 22: Vergabe von Expressonswerten in Abhangigkeit der Expressonsgéarke

Diese Formel kann Werte aus der Menge {%2, 1, 2, 4} annehmen. Fihrt man damit eine
Uberlebensanalyse nach Kaplan undMeier durch, so finden sich zwischen den Gruppen der
Werte {¥2} und {1} k eine signifikanten Unterschiede, im Gegenteil, man kann dese sogar
aufgrund der gleichen Prognase vereinen. Die Ubrigen Gruppen urterscheiden sich hach
signifikant (p<0.00J). Dies reduziert die weiter zu betrachtende Wertemenge aif {1, 2, 4},
oder anders ausgedriickt auf {<2, =2, >2}. Eine e@neute Kaplan-Meier-Anayse liefert dann
dasin Abbildung 77 dargestellte Ergebnis.
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Abbildung 77: Progressonsfreie Uberlebensziten in Abhangigkeit von der Expressons-Ratio

Hiernach haben Patienten mit einem Tumor, welcher stark CD44-h und PCNA bel
gleichzeitig geringerer Expresson von E-Cadherin (Ratio > 2) exprimiert, eine besonders
schlechte Prognose in dem Sinne, dal3 de mittlere progressonsfreie Zeit nur 30,3 Monate
betragt und 5®%6 der Patienten bereits nach 16 Monaten einen Progrel3 erleiden. Nacdh 5 Jahren
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ist bei ca 79% der genannten Patientengruppe @n Progrefd zu verzeichnen. Patienten, deren
Tumor im Verhdtnis 2:1 nach o.b.Formel exprimiert, sind rach 54,5Monaten im Mittel noch
ohre Progref, erleiden aber zu 50 % bereits nach 21 Monaten einen Progref3. lhre
Progressonsfreiheit nach 5 Jahren betrégt all erdings noch ca 44%. Die Tumoren der Gruppe
mit einem ausgewogenen oder zugunsten von E-Cadherin verschobenen Verhdtnis der
Expresson zeigen enen deutlich gunstigeren klinischen Verlauf. Die mittlere
progressonsfreie Zeit dieser Patientengruppe liegt bel 91,6 Monaten, ca 78 % der Patienten
dieser Gruppe waren nach 5 Jahren nach progressonsfrei. Nach 10Jahren war immerhin nach

bei ca 58% der Patienten kein Progref3 der Grunderkrankung zu erkennen.
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6 Diskussion
6.1 Allgemeines

Als Untersuchungsmaterial dieser Arbeit dienten de histologischen Praparate von 220Proben
von Onkozytomen sowie Nierenzellkarzinomen und eren Metastasen aus den Jahren 1986
bis 1995. 198 Patienten urterzogen sich zum damaligen Zeitpunk ener radikalen
Tumornephrektomie, von 10 Patienten lag nur Material von Metastasen zur Untersuchung
vor. Die Daten, welche den Verlauf der Erkrankung beschreiben und her in de Auswertung
eingingen, stammen ale ais dem Studium der Krankenakten des gationdren Aufenthaltes,
den Ambulanzakten sowie aus Nadfragen bei den nachsorgenden Arztinnen und Arzten.
Wesentli che klinische Bedeutung als Faktoren der Prognaose bezlglich einer Erkrankung an
einem Nierenzellkarzinom erlangten bisher nur die klassschen Parameter Tumorgrading,
Tumorgrof®e und Tumorstadium. Die Bedeutung von Zeladhasionsmolekilen und
Proliferationsmarkern fir die klinische Progressonstendenz dieses Tumors ist bis heute noch
nicht ausreichend dokumentiert. In der vorliegenden Arbeit wurde daher die Expresson der
Zelladhésionsmolekile CD44-s, CD44-v3, CD44-v6, CD44-v9 und E-Cadherin sowie die

Expresson des Proliferationsmarkers PCNA am zuvor beschriebenen Material untersucht.

6.2 Histopathologische Parameter

Die Ergebniss der histopathologischen Untersuchurgen sowie die Daten, welche aus den
klinischen Nadunersuchungen gewonren wurden, zeigen, da3 sich mit zunehmender
Entdifferenzierung der Tumoren von Grad 1 rach Grad 3 de Prognose fir die Patienten
beziiglich eines tumorfreien Uberlebens dgnifikant verschleditert. Ebenso geht mit
wadsender Tumorgréfie von pr'l nach pT4 eine deutli che Verkiirzung des progressonsfreien
Uberlebenszeitraums einher. Gleichfalls bedeutet die Zugehdrigkeit zu einem hoheren
Krankheitsgadium nach dem TNM-System eine signifikante Prognoseverschlechterung fr

den einzelnen Patienten.

6.3 CD 44-h und seine Isoformen

Nadchdem Ergebnisee von Arbeiten verschiedener Untersucher vorlagen, welche enen
Zusammenhang zwischen der Expresson von Zelladhasionsmolekilen (CD44, E-Cadherin)

sowie Proliferationsmarkern (PCNA) und dem klinischen Verlauf von Erkrankungen an
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unterschiedlichen Tumoren vermuten lie3en, wurde die Hypothese aif das
Nierenzell karzinom Ubertragen.

CD44 i¢t ein integrales Membranprotein mit einer postulierten Funktion in Matrix-Adhésion,
Lymphazyten-Aktivierung und Lymphazyten-, Homing". Lymphazyten in der Blutzirkulation
migrieren selektiv aus dem Blutstrom in verschiedene lymphatische Gewebe durch
hochspeziaisiertes venuldres Endahel. Molekile auf der Oberflache der Lymphazyten,
genannt ,,Homing-Rezeptoren“, interagieren spezifisch mit dem venuldren Endahel und
spielen dadurch eine zentrale Rolle in der Migration. Die Rolle, welche CD44 in der
Lymphazyten-Rezirkulation spielt, ndmlich de Erleichterung des Auswanderns von
Lymphazyten aus dem Blut in lymphatisches Gewebe (Jalkanen et al., 1986 Goldstein et a .,
1989 Stamenkovic & al., 199), scheint ebenfalls eine Bedeutung fur das
Metastasierungsverhalten des Nierenzellkarzinoms zu haben. In den Ergebnisen der
Untersuchungen beziiglich eines Zusammenhangs zwischen der Expresson vonCD44-h und
der lymphagenen Metastasierung des Nierenzellkarzinoms findet sich eine deutliche
Zunahme der Expresson kel den Tumoren, welche bereits lymphogen gestreut haben. Dies
lal3t sich zumindest als Hinweis, wenn richt gar as Bestétigung der Bedeutung von CD44-h
fur das lymphogene Metastasi erungsverhalten des Nierenzell karzinoms werten.
SpliceVarianten von CD44, z.B. CD44-v6, spielen moglicherweise eine Rolle in der
Metastasierung von Tumoren und ihre Bestimmung konrte daher nitzlich sein in der
Beschreilbung des malignen Potentials von Tumoren, in der Friherkennurg von bdésartigen
Erkrankungen oder in der Nadhsorge von Tumorpatienten, wenn es darum geht, ein
Fortschreiten des Leidens oder ein Rezidiv redtzeitig zu erkennen (Matsumura und Tarin,
1992. Fur das Magenkarzinom zeigten Mayer et a. 1993, @3 de Expresson von CD44,
welches normalerweise in der Magenschleimhaut nicht exprimiert wird und mur in 4% der
Primartumoren gefunden wurde, mit dem Vorhandensein von Fernmetastasen zum
Diagnosezeitpunkt, der Rezidivrate sowie der erhdhten Sterblichkeit an Magenkrebs
zusammenhing. Die Ergebnisse bezlglich der Expresson der Zelladhésionsmolekiile CD44-
v3, CD44-v6 sowie CD44-v9 sind ernichternd. Sieht man dach schon in den Tabelle 13,
Tabelle 14 und Tabelle 15 die hohe Anzahl negativer Expressonen, so wird der mangelnde
Einfluld deser Zelladh&sionsmolekile aif den Kinischen Krankheitsverlauf erst redt bel
Betracitung der Uberlebenskurven nach Kaplan und Meier deutlich. Durch de geringe
Anzahl positiver Antigenexpresson von CD44-v3 (1 Fall) und CD44-v6 (1 Fall) la’t sich
keine Aussage beztigli ch eines Eff ektes auf die tumorfreie Uberlebenszeit treffen. Ebenso 1403t

die geringe Zahl von nu 4 pasitiven Féllen fir CD44-v9 keine sicheren Rickschlisse auf
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eine evtl. Beanflusaung der Progrefldfreiheitszeit zu. Die von Gunthert et a., 1991
beschriebenen Ergebnisse, wonad de Einfuhrung eines Gens, welches fur CD44-v6 kodert,
in eine nicht-metastasierende Pankreaskarzinomzellinie der Ratte diese Zellen zu
aul¥erordentlich starker Metastasierung befahigt, konrten anhand des verwendeten Materials
fur das Nierenzell karzinom nicht nachvall zogen werden.

Weber et a. zeigten im Jahre 1996, @3 das CD44-Gen fur ein transmembranéres Protein
kodiert, welches in verschiedenen molekularen Isoformen exprimiert wird, generiert durch
aternatives Splicing und posttrandationale Modifikationen. Bestimmte CD44-1soformen,
welche die Aktivierung und Migration von Lymphazyten und Makrophagen regulieren,
erhohen moglicherweise aich das lokae Wadistum und de Metastasierung von mali gnen
Zellen. Als ein Ligand fur CD44 dient Hyaluronsaure (Aruffo et al., 199Q Culty et al., 199Q
Ledey et a., 1990 Jacmbson et a., 1984, welche durch Bindurg an das aminoterminale Ende
von CD44 zelluldre Aggregation undTumorzellwachstum zu fordern in der Lage ist. Krainer
et a., 199, beschrieben den Rezeptor as , Hyaladherin“. Ebenfalls Weber et a. konrten
1996 Osteoportin als einen zweiten Liganden von CD44 hbestimmen. Osteoportin induziert
zellulére Chemotaxis aber nicht homotypische Aggregation von Zellen, fir die Interaktion
von Hyaluronsdure und CD44 gilt das Gegentell. Diese Alternativen in der Re&tion von
CD44 auf Bindurg von entweder Osteoportin oder Hyaluronsaure werden maogli cherweise
von Tumorzellen dazu ausgenutzt, Hyaluronsaure-abhéngiges Tumorzellwadhstum undoder
Osteoportin-abhéngige Metastasierung in infilt rierten Geweben zu imiti eren.

CD44-h zeigte ene Zunahme der Expresson mit abnehmendem Differenzierungsgrad des
Tumors. Diein deser Arbeit gewonrenen Erkenntnisse Uber die Zunahme der Expresson von
CD44-h mit steigendem pT-Stadium sprechen fir die 0.g. Medhanismen. In den Ergebnissen
dieser Arbeit wurde beschrieben, dal3 rnicht direkt die zunehmende Expresson von CD44-h
die Prognose verschledhtert, sondern de Tatsache der Metastasierung. Aber es war auch
durchaus der Zusammenhang zwischen einer verstarkten Expresson und einem erhdhen
Metastasierungsrisiko herzustellen. Aufgrund cer Tatsadhe, dald de héhere Zugehorigkeit der
stark CD44-h-exprimierenden Tumoren zu den M 1-Stadien als die der weniger stark oder gar
nicht exprimierenden Tumoren nicht zufdlig ist, sondern ein tatsadlicher, wie oben
beschriebener biologischer Bezug besteht, so mul3 de zunehmende Expressonsgérke von

CD44-h fur das Nierenzell karzinom als unglinstiger prognostischer Faktor gewertet werden.
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6.4 E-Cadherin

E-Cadherin ist ein Zelladhisionsmolekill aus der Gruppe der Cadherine, Ca™*-abhéngiger
interzelluldrer transmembranarer Glykoproteine. Den Cadherinen kommt eine wichtige Rolle
in der Organogenese und der Aufredhterhaltung der normalen Gewebestruktur und —funktion
zu. Die verminderte Expresson von E-Cadherin wird in der Dysfunktion von Zell-Zell-
Adhésion, welche zu Tumorinvasion und—metastasierung fihren kann, mit als wichtigstes
Ereignis auf molekularer Ebene agesehen. Das Entstehen eines malignen Tumors hangt
mitunter von der Fahigkeit der Zellen ab, Zell-Zel-Adhdsion zu Uberwinden und in
umliegendes Gewebe zu infiltrieren. E-Cadherin, das wichtigste Adhasionsmolekidl in
epithelialen Verbanden, ist in vielen epitheliden Neoplasien nicht nadchweisbar. Eine
Wiederherstellung der adhésiven Funktion von E-Cadherin in Zellkulturen von malignen
Tumoren fuhrt zur Umwandung von invasivem zu benignem Zellwadhstum. Bedker et al.,
1994, \ermuteten aufgrund des Nadhweises von abnormalen Gen-Transkripten in 13 von 26
diffus wachsenden Magen-Karzinomen mit verminderter Zell-Zell-Adhasion, da3 Mutationen
im E-Cadherin-Gen zum histopathologischen Erscheinungshbild des Magenkarzinoms
beitragen. In gesundem Gewebe der gleichen Patienten fanden sich de beschriebenen
Verénderungen nicht. Perl et a. fanden im Jahre 1998anhand eines transgenen Maus-Modell s
von Beta-Zell-Karzinomen des Pankreas, dald der Verlust der Expresson vonE-Cadherin mit
dem Ubergang von gut differenzierten Adenomen in invasive Karzinome zusammenhangt.
Nadh den Ergebnissen der Arbeit von Vestweber et al., 1985 undrani et a., 1995 wonad E-
Cadherin im distalen Tubuus owie in den Sammelrohren jewells gark exprimiert wird, kann
man annehmen, dald Tumoren, welche ihren Ausgang von desen Abschnitten des Nephrons
nehmen, ebenfall s eine deutli che E-Cadherin-Expresson aufweisen konren. Nach Thoenes et
al., 1986, landelt es sch hierbei um die diromopholen Nierenzellkarzinome, die gutartigen
Onkozytome sowie um das Ductus-Béllini-Karzinom. Eine Bestdtigung dieser Vermutung
wurde in der vorliegenden Arbeit gefunden. In der vorliegenden Arbeit exprimieren sdmtliche
chromopholen Nierenzellkarzinome malkig oder stark E-Cadherin, wobel die starke
Expresson ceutlich Uberwiegt. Ebenfalls exprimieren 8 von 9 Onkozytomen E-Cadherin
maldig bzw. stark. Daleider nur 1 Fall eines Ductus-Belli ni-Karzinoms vorliegt, kann hertiber
keine vergleichbare Aussasge gemadit werden. Die Stérke der Expresson von E-Cadherin
korreliert in vielen Untersuchurngen (vgl. Behrens et al., 1989 Bringuier et a., 1993 positiv
mit einer gunstigen Prognose, daher sollte auch anhand der erhobenen Daten deser Arbeit

Ahnliches nachvall zogen werden konren. Es zeigt sich tatsadnlich, dal’ de Expressonsdérke
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von E-Cadherin im Nierenzellkarzinom mit einem tumorfreien Uberleben in pasitivem Sinne
asoziiert ist. Man kann daher sagen, dal3 de Prognose @nes Patienten mit einem
Nierenzellkarzinom um so gunstiger ist, je starker das Tumorgewebe E-Cadherin exprimiert.
In der vergleichsweise schlechten Prognose von Patienten mit bereits metastasiertem Leiden
spiegelt sich de E-Cadherin-Expresson ebenfals wider. Patienten, deren Tumor bei
Diagnosestellung bereits lymphogen metastasiert war, zeigen eine deutlich nedrigere
Positivitét fur E-Cadherin (8,7%0), als Patienten ohre Lymphkndenmetastasen (24,7%6). Auch
die Eintellung anhand des M-Stadiums |a%t Beobadhtungen in der gleichen Weise machen.
Patienten des Tumorstadiums M O zeigen zu 25,246 Positivitét, dagegen nu 15,2% derer im
Stadium M 1. Fir die Bedeutung von E-Cadherin beziglich eines Effektes auf die
progrel¥freie Uberlebenszeit 143t sich dhnliches sagen wie fur CD44-h. Auch hier wird de
vermeintliche Wirkung Uber die hoéhere Metastasierungswahrscheinlichkeit vermittelt.
Allerdings besteht kein Zweifel daran, dal3 E-Cadherin as Zelladh&sionsmolekil wirkt und
sein Expressonsverlust zur Auflockerung des Gewebeverbandes und diher bei Tumoren zu
einem starkeren Invasions- bzw. Metastasierungsverhaten fuhrt. Es ist deshalb auch fur E-
Cadherin zumindest wahrscheinlich, dal3 de verminderte Expresson als ein urgunstiger
prognostischer Faktor angesehen werden kann.
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6.5 PCNA

Proliferating Cell Nuclea Antigen wurde durch Immunfluoreszenzuntersuchungen entdedkt
as ein Protein des Zelkerns, desen Auftreten mit dem Proliferationsdatus der Zelle
korreliert. PCNA wird maximal in der spdten G1- und flesonders in der S-Phase des
Zéellzyklus, in der die DNA-Synthese und —Verdoppelung stettfindet, exprimiert. Die
Konzentration des Kofaktors PCNA ist dabei um so hoter, je ofter sich de Zellein der S
Phase befindet. Ein haufiges Durchlaufen der DNA-Synthesephase des Zell zyklus ist somit
gleichbedeutend mit einer erhdhten Proliferationsrate der Zellen. Daher ist die Bestimmung
der PCNA-Konzentration in einem Gewebe a@n guter Marker dessen Proliferationsneigung.
Fur das Wadstum eines malignen Tumors, der sich duch Infiltration des Nachbargewebes
und Metastasenbildung auszeichnet, gilt eine Verkirzung der Tumorverdopdungszeit as
Ausdruck der erhohten Proliferationsrate. Durch ein schnelleres Tumorwadstum kann es
eher zu einem Einbruch in Blut- und Lymphgeféf3e kommen und @éamit mogli cherweise zur
Metastasierung, welche ihrerseits die Prognose des betroffenen Patienten entscheidend
verschledhtert. Es ist eindeutig festzustellen, dald eine Erhdhurg der Proliferationsrate mit
zunehmender Entdifferenzierung der Tumorzellen sowie @nem hoheren Krankheitsgadium
korreliert. Auch ist eine signifikante Verkiirzung der progressonsfreien Uberlebenszeit von
Patienten zu beobaditen, deren Tumor vermehrt PCNA exprimiert. Daher bestétigen de
Ergebnisse der fur diese Arbeit durchgefihrten Untersuchurgen zweifelsfrei die Bedeutung
einer erhohten Proliferation vonTumorzellen fir eine Prognaseverschledhterung der an einem

Nierenzell karzinom erkrankten Patienten.
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6.6 AbschlieBende Betrachtung

Die oben beschriebenen Fakten sowie die im Ergebnisteil erlauterten Daten lasen folgende
Aussagen zu:
Die Wahrscheinlichkeit einer Tumorprogresson ist gering bei fehlender Expresson von
CD44-h, starker Expresson von E-Cadherin oder unterdurchschnittlicher PCNA-
Expresson.
Umgekehrt erhdht sich das Risiko einen Progrel3 zu erleiden, wenn der betreff ende Tumor
CD44-h-pasitiv ist, gar nicht, nu schwad oder méldig stark E-Cadherin exprimiert oder
Uberdurchschnittli ch proliferativ aktiv ist.
Patienten mit einem Tumor, welcher eine Expressonsratio >2 hat, haben eine besonders
schlechte Prognose, bel einer Ratio=2 kann de Prognose ds malig bezeichnet werden,

eine Ratio<2 ist gleichbedeutend mit einer guten Prognase.

Die dargel egten Daten zeigen somit deutli ch, dal3 anhand der Bestimmung der Expresson von
CD44-h, PCNA und E-Cadherin der Kklinische Verlauf einer Erkrankung an einem
Nierenzellkarzinom unabhéngig von anderen Parametern in gewissem Umfang vorhergesagt
werden kann. Liegt zum Zeitpunk der Diagnosestell ung bereits eine Fernmetastasierung vor,
so erdbrigt sich aufgrund der unerreichten prognostischen Aussagekraft der Tatsache ener
Fernmetastasierung eine weitere immunhstochemische Diagnostik, die Parameter der
histopathol ogischen Diagnastik treten ebenfall sin den Hintergrund.

Daher eignet sich de immunhistochemische Bestimmung der Expresson cer
Zelladhasionsmolekile CD44-h und E-Cadherin sowie des Proliferationsmarkers PCNA und
anschlieffende Berechnurg des Expressonsverhdtnisses besonders in den Fallen, in denen es

noch nicht zu einer Fernmetastasierung gekommen ist zur Prognaosegbschéatzung.
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7 Zusammenfassung

Die Ergebnisse dieser Arbeit konnen wie folgt zusammengefasd werden:

Die progressonsfreie Uberlebenszeit eines an einem Nierenzell karzinom erkrankten
Patienten ist umgekehrt propational zur Stérke der Expresson vonCD44-h.

Die Stérke Expresson der CD44-Isoformen CD44-v3, CD44-v6 undCD44-v9 hat fur die
Prognose der Erkrankung keine Bedeutung.

Die Expressonsgéarke von E-Cadherin karreliert positiv mit der progressonsfreien
Uberlebenszeit.

Nur gering proliferierende Tumoren gehen im Vergleich zu proliferativ stark aktiven
Tumoren einher mit einer signifikant langeren progressonsfreien Uberl ebenszeit.

Eine starke CD44-h-Expresson, eine tberdurchschnittli che PCNA-Expresson sowie ene
schwadhe oder negative Expresson vonE-Cadherin bedeuten ein stark erhéhtes Risiko
fir eine Progresson der Tumorerkrankurg.

Anhand der Parameter CD44-h-, E-Cadherin- sowie PCNA-Expresson |a3t sich das
biologische Potentia des Nierenzell karzinoms unabhéngig von histopathol ogischen und
klinischen Parametern sehr gut einschéatzen undes kann eine Aussage Uber den weiteren

Verlauf der Erkrankung getroff en werden.
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