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Zusammenfassung

Zielsetzung der Studie

Ziel der Studie war es die Expression des B7-H1 und B7-H3 Glykoproteins beim
metastasierten klarzelligen Nierenzellkarzinom zu detektieren. Diese wurde perzentuell
erhoben und das Uberleben jener Patienten, die mehr B7-H1 oder B7-H3 aufwiesen, mit
dem Uberleben derer verglichen, die weniger oder iiberhaupt keine Glykoproteine
exprimierten. Eine weitere Fragestellung war, ob jene pathologischen Parameter, die durch
den SSIGN-Score der Mayo Klinik definiert wurden, mit dem Uberleben und der

Glykoproteinexpression korrelierten.

Methode

Von 250 Patienten, die wegen eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms nephrektomiert
wurden und die zum Zeitpunkt der Operation oder im Laufe der Erkrankung Metastasen
entwickelt hatten, konnten 78 Patienten, die zumindest fiir 3 Monate eine
Interferontherapie an der Grazer Universititsklinik fiir Urologie erhalten hatten, in die
Studie aufgenommen werden. Die histopathologischen Schnitte des Tumorgewebes,
wurden durch einen Pathologen in Unkenntnis der Diagnose, der Patientenidentitdt oder
der Krankengeschichte erneut befundet. 45 der 78 Tumorgewebeproben wurden als
eindeutig klarzellige Nierenzellkarzinome ausgewertet und konnten in der Studie
verbleiben. In Zusammenarbeit mit dem Zentrum fiir medizinische Grundlagenforschung
wurden, die Schnitte der 45 Patienten, jeweils mit einem Antikorper gegen das B7-H1- und
das B7-H3 Glykoprotein gefdarbt. Danach wurden alle Schnitte mit dem Aperio
Technologies Scan Scope eingescannt und digitalisiert. Nach Bearbeitung mit der Image
Scope Software wurden die prozentuellen Anteile der positiven Antigen-Antikorper

Reaktion im Tumorgewebe berechnet. Die Ergebnisse wurden statistisch ausgewertet.

Ergebnisse

Die verschiedenen Expressionsmengen des B7-H1 Glykoproteins ergaben im Rahmen der
Kaplan-Meier Analysen keinen statistisch signifikanten Zusammenhang mit dem Uberle-
ben oder dem SSIGN-Score. Die B7-H3 Proteinexpression hingegen zeigte, bezogen auf
das Uberleben, bei einem Grenzwert von 15% eine statistische Signifikanz. Zwischen den
beiden SSIGN-Score Gruppen 0-4 und 5-13 lieB sich im Hinblick auf das Uberleben mit

einem p von 6,9% zwar ein tendenzieller Unterschied erkennen, jedoch keine statistische




Signifikanz. Ebenso gab es keinen Unterschied in der B7-H1 Expression zwischen den
SSIGN-Score Gruppen 0-4 und 5-13 der statistisch signifikant gewesen wére. In Bezug auf
das B7-H3 Protein zeigten Patienten mit einem niedrigen SSIGN-Score (0-4) eine um 4%
niedrigere B7-H3 Proteinexpression als jene mit hdherem Score (5-13). Das multivariate
Modell, in das beide Glykoproteine und der SSIGN-Score miteinbezogen wurden und
deren FEinfluss auf das Langzeitiiberleben tberpriift wurden, ergab fiir jede der drei
Variablen ein statistisch signifikantes Ergebnis. Wenn sich die Expression von B7-H3 um
1% erhohte, stieg gleichzeitig die Hazard-Ratio um 8,5%. Erhohte sich der SSIGN-Score
um eins, stieg parallel die Hazard-Ratio um 148,2% an. Im Gegensatz dazu sank bei einer
Erhohung der B7-HI1-Expression um 1% die Hazard-Ratio um 5,1%. Die Interaktion des
SSIGN-Score mit einer zeitabhingigen Kovariate stellte sich als signifikant (p=0,004) dar
und zeigte, dass jene Patienten die einen niedrigen SSIGN-Score (4-6) bzw. (0-3) hatten
nach 60 bzw. 150 Monaten keinen groBeren Uberlebensvorteil mehr aufwiesen als eine
Gruppe mit hoherem Score (7-9). Aufgrund dieser Ergebnisse wurde ein eventueller
Einfluss einer Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren untersucht. Von den 45
Studienteilnehmern wurden 13 Probanden mit Tyrosinkinaseinhibitoren behandelt. Das
Verteilungmuster auf die vier gebildeten SSIGN-Score Untergruppen (0-3, 4-6, 7-9 und
10-13) war nahezu gleich. Innerhalb der Gruppe mit einer B7-H1 Glykoproteinexpression
von 25% und weniger und der liber 25% war die Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren
jeweils gleichmiBig verteilt. Die Zahl der Patienten, die eine B7-H3 Expression von 15%
oder weniger aufwiesen und eine Tyrosinkinaseinhibitor-Therapie erhalten hatten war
mehr als doppelt so groB als jene mit einer Proteinexpression von mehr als 15% und einer

TKI-Therapie.

Schlussfolgerung

Das B7-H1 Protein konnte sich in der aktuellen Studie nicht als Biomarker mit prog-
nostischer Relevanz etablieren. Das B7-H3 Protein hingegen stellte in Bezug auf die Pro-
teinexpression und auf den SSIGN-Score einen prognostisch relevanten Biomarker dar.
Der SSIGN-Score ist allerdings ein Prognosefaktor, der mit fortschreitender Uberleben-
szeit der Nierenzellkarzinompatienten an Einfluss verliert. Pro futura kénnte das Glykopro-
tein B7-H3 als wichtiger Marker fiir adjuvante und tumorzell-gezielte Therapieformen die-

nen.




Abstract

Purpose

The aim of the study was to evaluate B7-H1 and B7-H3 glycoprotein expressions in tumor
tissue of patients with clear cell renal cell carcinoma (cc-Rcc). The percentage of
glycoprotein-expression was matched between patients who showed a longer respectively
shorter survival time. Further research was done on pathologic parameters which were
summarized in the SSIGN-score defined by the Mayo Clinic and which were compared

with survival and protein expression.

Methods

78 patients affected by metastatic CC-RCC and undergoing interferon treatment between
1996 and 2005 were included in the study. The tumor tissue on the histopathologic slides
was re-evaluated for clear cell origin by a pathologist who was not aware of primary
diagnosis and patients’ outcome. Finally, 45/78 patients were eligible. Nephrectomy
specimens were immunostained using antibodies targeting B7-H1 and B7-H3
glycoproteins. The stained tumor tissue was scanned and digitized. The regions of positive
staining were processed with the Image Scope software and expressed as a certain

percentage rate of the predefined tumor-tissue.

Results

Within the scope of the Kaplan-Meier analyses there was no significant coherency between
B7-H1 expression and survival or SSIGN-score. In contrast B7-H3 expression was signifi-
cantly associated with survival at a cutoff-level of 15% immunoreactivity. Furthermore we
found out that patients with a low SSIGN-score (0-4) showed a 4% lower B7-H3
expression than those with a higher score (5-13). The multivariate model which included
both, glycoproteins and SSIGN-score showed that patients with a SSIGN-score of 4-6, and
0-3, respectively had no survival advantage anymore after 60, 150 months of survival

compared to a SSIGN-score of 7-9.




Conclusion

In our study the B7-H1 glycoprotein could not be demonstrated as a prognostic factor. In
contrast the B7-H3 glycoprotein could be proven as prognostic factor whose amount of
expression correlates with survival and malignity (SSIGN-Score) of the cc-RCC. On the
other hand according to our results, the SSIGN-Score seems to be a prognostic marker,
which looses influence as it comes to advanced survival. In future B7-H3 could be used as

an important prognostic factor for adjuvant and targeted therapy methods.
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1 Einleitung

1.1 Definition

Die in der Niere auftretenden benignen und malignen Neoplasien leiten sich einerseits
von epithelialen und andererseits von mesenchymalen Gewebeanteilen ab. Die epitheliale
Komponente stellt allerdings den hiufigsten Entstehungsort fiir Tumore dar. ' In den
meisten Fillen, also ungefidhr 90%, handelt es sich um bdsartige Nierentumore, von

denen wiederum, das Nierenzellkarzinom mit 85% der Haufigste ist.”

Nierenzellkarzinome haben die Féahigkeit, das Nierneparenchym zu infiltrieren und tiber
die Organgrenzen hinaus auch in Nachbarstrukturen einzubrechen. Da man im 19.
Jahrundert noch der Meinung war, dass es sich bei den Tumorzellen um Zellen der
Nebenniere handeln miisse, wurde damals dieser Tumor, in Unkenntnis der wahren

Histogenese, als Hypernephrom bezeichnet. Dieser Begriff ist heute obsolet.”

1.2 Epidemiologie

Etwa 3-4% aller bosartigen Neubildungen im Erwachsenenalter sind Nierentumore. Die
liberwiegende Mehrzahl dieser malignen Verdnderungen sind mit 80-90%
Nierenzellkarzinome. Bei den restlichen 10-20% handelt es sich um Urothelkarzinome
beziehungsweise seltene Tumore oder Metastasen anderer Tumore.® Diese Erkrankung
betrifft meist éltere Patienten die sich in der sechsten oder siebenten Lebensdekade
befinden, wobei Ménner im Vergleich zu Frauen in einem Verhiltnis von 3:2 héufiger
betroffen sind. Typischerweise fiihrt diese Erkrankung bei mehr als 40% der Patienten
zum Tod.” In den letzten drei Jahrzehnten hat die Inzidenz der Nierenzellkarzinome in
den Industriestaaten der westlichen Welt stetig zugenommen. Weltweit konnte im Jahr
2006 eine jahrliche Rate an Neuerkrankungen von 208 500 Patienten und 101 900
tumorbedingte Todesfillen beobachtet werden.® In den USA berief sich die
Neuerkrankungsrate fiir das Jahr 2007 auf 51190 Personen, wobei generell 8,9 neue Fille
pro 100.000 pro Jahr diagnostiziert werden. Die Zahl der durch das Nierenzellkarzinom
geforderten Todesfille wird auf 12890 geschitzt.” Mit Inzidenzraten von 6-10/100.000
liegen die Industrienationen deutlich vor den Entwicklungsldandern, die eine Inzidenz von

1-3/100.000 aufweisen.® Aus noch ungeklirten Griinden, gibt es in der afro-
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amerikanischen Bevolkerung der USA eine 10-20% hohere Inzidenz fiir das
Nierenzellkarzinom. Aufgrund des mittlerweile viel hédufigeren Gebrauchs von
Ultraschall- und CT-Diagnostik, die in den meisten Féllen wegen unterschiedlichster
abdomineller und gastrointestinaler Beschwerden verwendet werden, sind seit 1970 die
Inzidenzraten fiir die weifle Bevolkerung der USA durchschnittlich um 3% und fiir die
afro-amerkanische Bevolkerung um 4% gestiegen.” In Europa liegt die Inzidenzrate fiir
das Nierenzellkarzinom bei 85.000 pro Jahr. Allein in Deutschland werden 12.000
Neuerkrankungen pro Jahr festgestellt.'” Hier liegt die Inzidenzrate fiir Manner bei 17 pro
100.000 und fiir Frauen bei 7 pro 100.000 pro Jahr. Die Mortalitdt hingegen liegt fiir
Minner bei 8 pro 100.000 und fiir Frauen bei 5 pro 100.000 pro Jahr.'" In Summe liegt
das Nierenzellkarzinom in Deutschland beid den Méannern mit 4,4% an sechster und mit

3,2% bei den Frauen an elfter Stelle aller Tumorerkrankungen.'?

Lokal fortgeschrittene bzw. metastasierte Tumore weisen mit 1,9- bzw. 0,68 % ebenfalls
leicht steigende Werte auf. Es liegt der Verdacht nahe, dass demographische Einfliisse in
Bezug auf die Inzidenz entsprechenden Einfluss nehmen. Als Beispiel sei hier
Skandinavien mit der hochsten und Japan mit der niedrigsten Rate an Neuerkrankungen

genannt. B

Obwohl in Summe bis zu zwei Drittel aller Nierenkarzinome, bei asymptomatischen
Patienten entdeckt werden, kann die in den letzten Jahren gestiegene Inzidenz nicht
alleine durch eine immer héufigere und verbreitetere Anwendung bildgebender Verfahren
erkliart werden.'* Es miissen hier also auch andere Faktoren Einfluss nehmen, da die
betreffende Mortalititsrate in allen ethnischen Gruppen und beiden Geschlechtern, seit
1980 stetig ansteigt.” Trotz der Tatsache, dass das Nierenzellkarzinom eine
Tumorerkrankung des hoheren Lebensalters ist, tritt diese in seltenen Fillen auch im
Kindesalter auf. Im Gegensatz zu Erwachsenen représentiert das Nierenzellkarzinom im
Kindesalter nur 2,3-6,6% aller Nierentumore.'® Das Durchschnittsalter liegt bei acht bis
neun Jahren, wobei beide Geschlechter dieselbe Inzidenz aufweisen. Wenn Kinder oder
Jugendliche am Nierenzellkarzinom erkranken, weist der Tumor histologisch meist ein
papilldres Wachstumsmuster auf und zeigt sich als lokal fortgeschrittene Highgrade-
Erkrankung mit schlechter Prognose.'” Tendenziell zeigte sich, dass trotz eines

fortgeschrittenen Tumorstadiums, Kinder und Jugendliche von einer Lymphadenektomie




profitieren. Diese wird daher auch empfohlen wenn bei einem Kind oder Jugendlichen

der Verdacht auf ein Nierenzellkarzinom besteht.'®

1.3 Atiologie

Der Einzige und allgemeinen akzeptierte umweltbedingte Risikofaktor fiir das
Nierenzellkarzinom ist die Tabakexposition, obwohl das relative Risiko mit 1,4 bis 2,5
im Vergleich zu den Kontrollen eher gering zu sein scheint. Bei Kalkulierung aller
Formen des Tabbakkonsums wurde festgestellt, dass das Risiko mit der kumulativen
Dosis oder den ,,Packyears* ansteigt. Das relative Risiko steht bei Ménnern direkt mit der
Menge des Tabakkonsum in Korrelation und scheint daher nach entsprechender
Abstinenz abzufallen."” Demgegeniiber konnte bei weiblichen Patientinnen kein
definitiver Zusammenhang festgestellt werden.”® Potenzielle Risikofaktoren wie
Chemikalien, Ostrogene oder Bestrahlungen wurden in Tiermodellen zwar identifiziert,
es konnte allerdings beim Menschen bisher kein spezifisches Agens als definitiver
Ausloser des Nierenzellkarzinoms festgestellt werden.”' Mit einer Erhohung des Risikos
um das 1,5 bis 2-fache, konnte auch ein Zusammenhang zwischen einer
Trichlorethylenexposition und dem Auftreten eines Nierenzellkarzinoms gezeigt
werden.”” Arbeiter in der Metall-, Chemie- und Druckindustrie im Besonderen jene
Personen, die Asbest oder Cadmium ausgesetzt sind, miissen ebenfalls mit einem leicht
erhohten Risiko rechnen.” Einige Fallstudien haben gezeigt, dass eine linger bestehende
Adipositas, ein geringerer sozioOkonomischer Status und das Leben in einem stidtischen
Umfeld zu einem héufigeren Auftreten von Nierenzellkarzinomen fiihrt, aber ein
diesbeziiglicher definitiver dtiologischer Faktor konnte noch nicht gefunden werden.*
Ebenso kann eine fett- und proteinreiche sowie frucht- und gemiisearme Erndhrung, aber
auch ein hdufiger Kaffee- oder Teekonsum mit dem Nierenzellkarzinom in Verbindung
gebracht werden. Die relativen Risiken in diesen Studien sind gering und die Daten in
den meisten Fillen widerspriichliche.” Iatrogene Einfliisse, wie das in der Vergangenheit
verwendete Kontrastmittel Thorotrast, Strahlentherapie und antihypertensive Medikation
konnen, wenn auch nur mit einem geringen relativen Risiko, als Ursachen genannt
werden.” In diesem Zusammenhang wurden retroperitoneale Bestrahlungen im Rahmen
von Hodentumoren oder Neuroblastomen angefithrt.”” Auch Patienten die einen
Wilms’tumor {iberlebten, scheinen, aufgrund der damalig verabreichten Radio- oder

Chemotherapie, ein erhdhtes Risiko zu zeigen.”® Weiters wurde ein leicht erhdhtes Risiko
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fiir Hypertoniker angegeben, die mit Diuretika und nicht-diuretisch wirkenden
antihypertensiven Medikamenten behandelt wurden. Diese Behauptung wurde durch
multivariate Datenanalysen dahingehend relativiert, dass der wesentliche Riskofaktor der
Hypertonus sei.”” Patienten mit Nierenzysten haben nur dann ein erhohtes Risiko wenn
sie dialysepflichtig sind. Unter den beschriebenen Vorraussetzungen kdnnen etwa 5 —
25% maligne entarten, wobei Einflussfaktoren wie die Dialysedauer oder das Geschlecht
zu beriicksichtigen sind. Mdnner weisen diesbeziiglich ein drei mal hoheres Risiko als
Frauen auf. Das Risiko aufgrund der Dialyse steigt potentiell von 13% nach 2 Jahren auf
87% nach 9 Jahren. *° Das Entartungsrisiko fiir Patienten mit einer polyzystischen
Nierendegeneration ist um das 3-fache erhoht.’’ Die Einnahme von Analgetika iiber den
Zeitraum von Jahren ist mit dem Risiko eine Analgetikanephropathie und in weiterer
Folge einen malignen Nierentumor zu entwickeln, in Korrelation zu stellen. In diesen
Féllen sind allerdings haufiger Urothelkarzinome als Nierenzellkarzinome zu

beobachten.>

Nicht zu vergessen sind familidr gehdufte Fille des Nierenzellkarzinoms deren genetische
Ursachen auch einen wichtigen éthiologischen Teil dieser Erkrankung reprisentieren.”
Erst- oder  zweitgradige  Verwandschaftsverhdltnisse @ zu  Patienten  mit
Nierenzellkarzinom, sind mit einem relativen Risiko von 2,9 moglicherweise auch ein

progressiver Faktor fiir die Entwicklung eines solchen Tumors.>

1.3.1 Sporadische Nierenzellkarzinome

Von den sporadischen Karzinomen der Niere, ist das klarzellige Nierenzellkarzinom der
am héufigsten vorkommende Tumortyp. Meist ist dieser maligne Tumor fokal im Bereich
des Nierenkortex zu finden. Aus &tiologischer Sicht sind bei dieser Erkrankung Verluste
oder Inaktivierungen von Allelen des Chromosoms 3 typisch. Mutationen am von-
Hippel-Lindau-Gen finden sich bei etwa 22% der Patienten.” Mit einem lingeren
tumorfreien Uberleben konnen jene Patienten rechnen, die eine Mutation des VHL-Gens
und pT1- oder pT2- Tumore aufweisen.’® Zusitzliche chromosomale Veridnderungen auf
den Chromosomen 9p, 14q, 17p und 10q, sind jedoch mit einer Verschlechterung der
Prognose vergesellschaftet’’. Sind in der histopathologischen Untersuchung additiv
sarkomatoide Verdnderungen zu finden, wird die Prognose dadurch negativ beeinflusst.*®

Die Inaktivierung des p53-Signalweges in Zelllinien des Nierenzellkarzinoms konnte erst
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in den letzten Jahren nachgewiesen werden. Die Inaktivierung des Signalweges steht
nicht in Zusammenhang mit einer Mutation am p53-Gen sondern wird mit anderen
dominanten Mechanismen in Verbindung gebracht.”” Mutationen im Bereich der PTEN-
oder der Akt-Signalwege spielen moglicherweise bei der Entwicklung des
Nierenzellkarzinoms eine Rolle, da sie iiblicherweise bei Patienten mit progredientem
Erkrankungsmuster gefunden werden.* Kommt es zu einem Verlust am kurzen Arm des

Chromosoms 9 (9p13) geht dieser mit einer ungiinstigeren Prognose einher.”!

1.3.2 Vererbbare Syndrome

In den 70-er Jahren wurde erstmals die familidr gehdufte Form von Krebserkrankungen
als moglicher Schliissel zur Indentifikation wichtiger regulatorischer Elemente in
Erwédgung gezogen. Diese Elemente sind heute als Tumorsupressorgene definiert.
Speziell anhand von Retinoblastomen im Kindesalter, die familidr gehduft besonders friith
und multifokal auftraten, entwickelte man eine ,,zwei Stufen Theorie* der Karzinogenese,
da sporadische Fille meist nur unifokal und zu spéteren Zeitpunkten auftraten. Die
Hypothese war dahingehend ausgelegt, dass ein Genprodukt, das die Tumorentwicklung
unterdriicken kann, eine tragende Rolle spielen muss. Patienten mit famildren Formen
weisen mutierte beziehungsweise inaktivierte Allele der Tumorsupressorgene auf. Im
Gegensatz dazu wiirde ein spontanes Auftreten des Tumors nur moglich sein, wenn eine
Mutation beide Allele einer Zelle betreffen wiirde. Da aber jedes der beiden ndtigen
Ereignisse nur in geringer Frequenz auftritt, wiirden die daraus resultierenden Tumore
cher in spiteren Lebensphasen auftreten und meist unifokal wachsen.* Diese Hypothese
bewahrheitete sich nicht nur fiir das Retinoblastom sondern neben anderen Tumoren,
auch fiir das Nierenzellkarzinom.” Ungefihr 5-10% aller Nierentumore treten im

Zusammenhang mit familiren, das heiBt vererbbaren Syndromen auf.**

1.3.2.1 Von-Hippel-Lindau (VHL) Erkrankung

Die Erstbeschreiber dieser vererbaren Erkrankung waren der deutsche Augenarzt von
Hippel (1904) und der schwedische Pathologe Lindau (1926). Bei diesem
Erkrankungsmuster handelt es sich um die famildre autosomal dominant vererbbare

Form, des klarzelligen Nierenzellkarzinoms.”> Die Inzidenz betrigt ca. 1/35.000




Menschen einer Normalbevélkerung.*®

Zu den Hauptmanifestationsformen dieses
Syndroms, zdhlen das klarzellige Nierenzellkarzinom, das Phidochromozytom, das
Angiom der Retina und die Hdmangioblastome des Hirnstamms, des Kleinhirns und des
Riickenmarks. Speziell die zentralnervosen Manifestationsformen kdnnen, wenn nicht
rechtzeitig therapeutisch eingegriffen wird, von Ldhmungen tiber Blindheit bis zum Tod
filhren. Weitere iibliche Manifestationsformen sind Pankreaszysten, Innenohrtumore und
papillire Zystadenome des Nebenhodens. Mit einer erhdhten Inzidenz wurden auch
endokrine Tumore des Pankreas beobachtet. Ein spezielles Charakteristikum dieser Form
des Nierenzellkarzinoms ist die Manifestation des Tumors bereits in der dritten bis
fiinften Lebensdekade, hdufig verbunden mit einem bilateralen und multifokalen
Wachstum. Unter den Patienten, die eine Mutation des VHL-Gens aufweisen, ist in 50%
der Fille genau dieses Karzinom die Haupttodesursache.”” In den spiten achtziger Jahren
konnte durch zytogenetische Studien ein Verlust des Chromosoms 3 in Tumorzellen
nachgewiesen werden, der speziell fiir den histologisch klarzelligen Subtyp verantwort-
lich war.*® Mitte der Neunziger konnte durch komplizierte molekulargenetische Linkage-
Studien bei Patienten mit von-Hippel-Lindau Erkrankung, das VHL-Tumorsupressorgen
identifizieren werden.”” Dieses am kurzen Arm des Chromosom 3 gelegene Gen (3p25-
26) wurde komplett sequenziert und bewies seine Relevanz sowohl beim sporadischen als
auch beim familidren Typ des Nierenzellkarzinoms.”® Wie bei allen Tumorsupressorge-
nen miissen beide Allele des VHL-Gens mutiert oder inaktiviert sein, damit sich das
Syndrom auch phénotypisch manifestieren kann. Bei nahezu allen Patienten mit von-
Hippel-Lindau-Syndrom konnte eine Keimbahnmutation an einem Allel des VHL-
Tumorsuppresorgens gefunden und eine autosomal dominante Vererbung iiber den be-
troffenen Elternteil bestitigt werden.”' Der Verlust des zweiten Allels erfolgt meist durch
eine Gen- oder Chromosomendeletion.”® Bei den sporadischen Formen des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms wurden Mutationen oder andere genetische Mechanismen nachge-
wiesen, die zu einer Inaktivierung beider Allele fiihren.” Der wichtigste Unterschied zur
famildren Form ist aber die Tatsache, dass die entsprechenden Mutationen beider Allele
erst nach der Geburt auftreten und aus diesem Grund die sporadische Form viel spéter
und unifokal auftritt.”* Man wei vom VHL-Protein, dass es sich an einen Proteinkom-
plex bindet, der sich aus den Proteinen Elongin B, C und CUL-2 zusammensetzt. Mit
dem daraus resultierenden E3-Ubiquitinligase-Komplex wird der Abbau von wichtigen
regulatorischen Proteinen beeinflusst. Eine der wesentlichen Funktionen des VHL-

Proteinkomplexes ist es, den hypoxie-induzierbaren Faktorl (HIF-1) zu binden und unter




,hormalen* Bedingungen herunterzuregulieren. HIF-1 ist ein besonders relevantes Prote-
in das zellulire Prozesse in Stresssituationen, wie beispielsweise der Hypoxie, regelt.
Kommt es aufgrund von Inaktivierung oder Mutation zum Funktionsausfall des VHL-
Gens, kann sich HIF-1 in der Zelle anreichern. In weiterer Folge fiihrt das zu einer gegen-
regulatorischen Erhohung des Vaskular Endothelial Growth Factor (VEGF), dem biswei-
len wichtigsten Angiogenese fordernden Faktor beim Nierenzellkarzinom. HIF-1 fiihrt
unter anderem auch zur Expressionserhdhung des Tumor Growth Factor-o, des Platelet-
Derived Growth Factor (PDGF), des Glukosetransporters (GLUT 1), der Carboanhydrase
9 (CA-9), von Erythropoietin und eines fiir das klarzellige Nierenzellkarzinom spezifi-

schen tumorassoziierten Antigens.”

Des Weiteren scheint das VHL-Protein den Zellzyklus, die zelluldre Differenzierung und
die intrazelluldre Verarbeitung wichtiger Matrixmolekiile, wie Fibronektin beispielswei-
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se, zu beeinflussen.

1.3.2.2 Das hereditare papillare Nierenzellkarzinom

1995 wurde erstmals das hereditire papillire Nierenzellkarzinom, als nun mehr
zweithdufigste erbliche Form des Nierenzellkarzinoms, beschrieben. Der histologsch
papilldre Subtyp ist der zweithdufigste nach dem klarzelligen und ist durch eine Trisomie
des Chromosoms 7 und 17, aber auch durch Abnormalitdten der Chromosomen 1, 12, 16,
20 und Y, charakterisiert.”’’ Im Gegensatz zum von-Hippel-Lindau-Syndrom konnten man
beim papilldren Nierenzellkarzinom nur selten simultan auftretende Neoplasien anderer

Organsysteme beobachten.”

Die familidre Form des papilldren Nierenzellkarzinoms wird autosomal dominant vererbt,

zeigt jedoch eine altersabhiingige Penetranz und eine variable klinische Ausprigung.®

Auch bei dieser Tumorform wurde durch molekulare Linkagestudien das defekte Gen am
langen Arm des Chromosoms 7 (7q31) entdeckt. Als Ursache wurde eine Missense-
Mutation des met-Protoonkogens gefunden. Das Proteinprodukt dieses Gens ist ein
Tyrosinkinaserezeptor an den der hepatozyten-Wachstumsfaktor bindet. Dieser spielt eine
wesentliche Rolle in der Regulation der Proliferation und Differenzierung von

epithelialen und endothelialen Zellen der Niere als auch anderer Organe.”® Die Trisomie
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des Chromosoms 7 ensteht primdr durch Verdoppelung jenes Chromosoms, welches das
mutierte Allel des met-Protoonkogens beinhaltet und wodurch es zu einer massiven
Erhéhung des aktivierten Rezeptors kommt.®’ Eine frilhe Manifestation und
Multifokalitdt des papilldren Nierenzellkarzinoms ist im Speziellen auf die Vererbung des
mutierten met-Gens zuriickzufithren. Diese setzt alle Zellen der Niere, bereits zum
Zeitpunkt der Geburt, einem erhdhten Entartungsrisiko aus, aber die teilweise ungleich
starke Penetranz und variable Klinik lassen darauf schlie3en, dass noch andere genetische
Faktoren einen Einfluss auf den Phinotyp der Erkrankung haben.®” Obwohl Tumore des
familidren papilldren Nierenzellkarzinoms eher dazu neigen weniger agressiv zu sein,
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kann der eine oder andere metastasieren und zum Tod fithren.

1.3.2.3 Hereditare Leiomyomatose und das Nierenzellkarzinom

Im Jahr 2001 wurde erstmals ein familidr auftretendes Syndrom beschrieben, das neben
kutanen Leiomyomen und Leiomyomen der Gebdrmutter auch durch papilldre
Nierenzellkarzinome vom Typ 2 charakterisiert ist. Im Gegensatz zu den bereits
bekannten typischen Manifestationen der familidr bedingten Nierenzellkarzinome, zeigen
die Tumore dieses Syndroms vorallem ein solitdres und unilaterales Wachstum, das
allerdings um einiges agressiver zu sein scheint als bei anderen erblichen Formen. Neben
den papilldren Tumoren wurden im Rahmen dieses Syndroms auch Nierenzellkarzinome
vom Sammelrohrtyp entdeckt, die eine weitere hoch maligne Form dieser renalen
Neoplasien darstellen. Als Ursache dieser autosomal dominant vererbten Erkrankung,
wurde eine Mutation auf dem langen Arm des Chromosoms 1 (1q 42-44) festgestellt.
Dieser Genlocus codiert fiir die Fumarat-Hydratase, einem fiir den Krebszyklus des
oxidativen Metabolismus, essenziellen Enzym, das Fumarat in Malat unwandelt. Durch
die Mutation kommt es allerdings, im Vergleich zu Gesunden, zu einer stark
verminderten Aktivitit dieses Enzyms. Es scheint sich hier also eher um ein
Tumorsupressorgen als um ein Onkogen zu handeln.®* Die Penetranz der Leiomyome der
Haut und des Uterus ist hoher als die der Nierenzellkarzinome, da ,,nur* ungefahr 20%
der Patienten ein Nierenzellkarzinom entwickeln, aber im Gegensatz dazu fast alle
Patienten Leiomyome aufweisen. Die Leiomyome der Haut und Gebarmutter
manifestieren sich meist im Alter von 20 bis 35.° Da nur bei einem Fiinftel der Patienten
Nierenzellkarzinome auftreten, wird ein hoher Prozentsatz der Patientinnen, die unter

Leiyomyomen des Uterus leiden hysterektomiert, bevor das Syndrom {iberhaupt
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diagnostiziert werden kann. Aufgrund des invasiven und agressiven Tumorwachstums, ist

ein promptes chirurgisches Vorgehen besonders wichtig.*

1.3.2.4 Birt-Hogg-Dubé Syndrom

Dieses Syndrom wurden erstmals 1977 beschrieben und ist durch Tumore des
perifollikuliren mesenchymalen Gewebes, Lungenzysten und verschiedenste
Nierentumore, die primir von distalen Anteilen des Nephrons ausgehen, gekennzeichnet.
Das, die Erkrankung verursachende BHD1-Gen liegt am kurzen Arm des Chromosoms
17 (17p11.2) und kodiert fiir das Follikulin Protein. Meist fithren Insertionen, Deletionen
oder Non-sense Mutationen zur Verdnderung des Gens. Bei den Nierentumoren handelt
es sich meist um chromophobe Nierenzellkarzinome, Onkozytome und Mischformen aus
den beiden genannten. Weiters wurde bei diesem Syndrom auch ein betréchtlicher Anteil
an klarzelligen Nierenzellkarzinomen nachgewiesen.®’ Die generelle Penetranz dieser
autosomal dominant vererbten Nierentumore liegt zwar ,,nur* bei 20-30%, allerdings tre-

ten diese in den meisten Fillen bilateral und multifokal auf.®®




2 Tumorpathogense und klinische Konsequenz

2.1 Einfliisse und Toleranz des Immunsystems

Intensive  Untersuchungen, die 1im Speziellen die Tumorpathogenese des
Nierenzellkarzinoms  betreffen, haben  ergeben, dass renale Malignome
entstehungsgeschichtlich im wesentlichen immunologischen Einfliissen unterliegen.
Damit konnte gezeigt werden, dass eine Vielzahl an tumorassoziierten Antigenen wie
beispielsweise PRAME, RAGE-1, MUC-1, gp47 oder CA-9 vermehrt in Tumorzellen des
Nierenzellkarzinoms exprimiert werden.”” Diese Antigene stimulieren natiirliche
Killerzellen, zytotoxische T-Zellen, T-Helferzellen sowie dendritische Zellen, die
Interleukin-1 und -2 ausschiitten und als antigenprisentierende Zellen agieren.”” Das
tumorassoziierte Antigen CA-9, das auch als MN-9 bekannt ist, zeigt von allen Antigenen
die groffte Spezifitit und wird in ungefihr 85% der iiberwiegend klarzelligen
Nierenzellkarzinome exprimiert.”' In gesunden Geweben findet man dieses Antigen
vorallem in der Mukosa des Magens, den groBen Gallengingen und dem Pankreas.” In
den gesunden epithelialen Zellen der Niere wird die Expression von CA-9 durch den
Wildtyp des VHL-Proteins unterdriickt.”” Peptide die sich aus dem CA-9 Protein ableiten
und HLA gebundene T-Zell-Epitope darstellen, konnen zytotoxische T-Zellen aktivieren
und zeigen somit die reaktive und modulatorische Relevanz in der Entwicklung einer
Immunantwort gegeniiber den Tumorzellen des Nierenzellkarzinoms.”* In einzelnen
Studien konnte gezeigt werden, dass es bei Nierenzellkarzinompatienten in bis zu 7% zu
einem spontanen nicht erklirbaren Riickgang des Tumorwachstums gekommen war.”
Der tatsdchliche Prozentwert solcher spontanen Remissionen diirfte in weit niedrigeren
Bereichen liegen und sich auf FEinzelfille beschrinken. Patienten mit pulmonaler
Filisierung zeigten nach zytoreduktiver Nephrektomie die besten Ergebnisse. Allerdings
wurde ein Wachstumsriickgang auch in jenen Féllen beschrieben in denen keine Therapie

durchgefiihrt wurde.”

Die Wirkung von Immunmodulatoren auf Tumorzellen des Nierenzellkarzinoms kann
dauerhaft sein und zeigt die essentielle Rolle des Immunsystems in der Tumorgenese.
Trotz immunmodulierender Behandlungsmethoden beispielsweise mit IL-2 und
Interferon-a,, liegen die Responseraten nur zwischen 10- und 20%.”” Mégliche Ursachen

fiir diese geringen Ansprechraten konnen, eine mangelnde Rekrutierung und Aktivierung
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von dendritischen Zellen, eine verminderte Expression der Major Histocompatibility
Complex (MHC) Antigene, eine fehlerhafte Verarbeitung von MHC-Antigenen durch
Lymphozyten, eine  beeintrichtigte = Proliferation und  Zytotoxizitit  der
tumorinfiltrierenden =~ Lymphozyten, eine  erhohte  Expression  verschiedener
immunosupressiver Zytokine, wie beispielsweise IL-10, eine verminderte Expression von
Kaspasen, die fiir eine immunmediierte Apoptose der Nierenzellkarzinomzellen benétigt
werden und eine erhohte Expression des Fas-Rezeptors (CD95) auf tumorinfiltrierenden
Lymphozyten, sein.”® Ein Andocken des Fas-Liganden, der von Nierenzellkarzinomzellen
exprimiert wird, an den dazupassenden Rezeptor fiihrt zur Apoptose und Abbau der
tumorinfiltrierenden Lymphozyten.” Auch der Transkriptionsfaktor NF-kB, der die
Aktivitdt und Entwicklungsfahigkeit von Lymphozyten durch Beinflussung von Genen
steuert, arbeitet fehlerhaft.* In Bezug auf das Nierenzellkarzinom konnte eine um 60%
verminderte  Aktivierung dieses Transkriptionsfaktors in tumorinfiltrierenden
Lymphozyten nachgewiesen werden. Aus diesem Grund gehen Lymphozyten vermehrt in
Apoptose und 16sen dadurch eine funtkionelle Storung der Immunaktivitit aus.®' Der
Vaskular Endothelial Growth Factor (VEGF), der von Tumorzellen in hohen Mengen
exprimiert wird, fordert durch Blockierung der NF-kB Aktivierung in den
hidmatopoetischen Vorlduferzellen auch die Immuntoleranz gegeniiber den Tumorzellen.
Durch ihn wird so die Ausreifung der dendritischen Zellen verhindert.” Da die
dendritischen Zellen die effizientesten antigenprisentierenden Zellen des Immunsystems
sind, ist dieser Defekt moglicherweise ein wichtiger Faktor in der Tumorgenese des

Nierenzellkarzinoms.®?

2.2 Multidrug Resistance

Die hartndckige Resistenz des Nierenzellkarzinoms gegeniiber verschiedener
Therapieansdtze zeigt sich unter anderem durch die Expression des Multidrug-
Resistance-Proteins. Fiir die Entwicklung der Multidrug-Resistenz (MDR) sind beim
Menschen vorallem das MDR-1 und das MDR-assoziierte Protein (MRP) verantwortlich.
MDR-1 ist ein Transmembranprotein, das vorallem von Tumoren exprimiert wird, die
sich aus Geweben entwickelt haben, die von Natur aus eine hohe Dichte dieses
Oberflichenproteins aufweisen. Neben Zellen des Pankreas, der Gallengiinge oder der
Blut-Hirn-Schranke ldsst sich dieses verstirkt auch auf Zellen des proximalen

Tubulussystems nachweisen. Diese energieabhingige Membranpumpe pumpt
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hydrophobe Verbindungen aus der Zelle, um diese vor endogenen oder exogenen
Toxinen zu schiitzen. Einige zytotoxische Medikamente wie beispielsweise die
Vincaalkaloide oder Anthrazykline, sind solche hydrophoben Verbindungen und kénnen
aufgrund der Uberexpression des P-Glykoproteins in Zellen des Nierenzellkarzinoms nur
geringe intrazelluldre Konzentrationen erreichen. Diese vermehrte Proteinexpression
scheint auf den ersten Blick die Ursache zu sein, warum Tumorzellen des
Nierenzellkarzinoms nicht auf Chemotherapeutika ansprechen. Untersuchungen haben
ergeben, dass das P-Glykoprotein jedoch durch Verapamil und Cyclosporin blockiert
werden kann.** Demnach konnte in klinischen Verfahren mit dieser Strategie keine
signifikante Erhohung, der intrazelluldren Anreicherung von Chemotherapeutika, erreicht

85
werden.

Auch bei Tumoren ohne eine erhdhte Expression des P-Glykoproteins, konnte eine
Resistenz gegeniiber Chemotherapeutika festgestellt werden. Anaplastische Tumore
zeigen deutlich weniger P-Glykoprotein als hoher differenzierte Tumore. Auch
Metastasen wiesen verglichen mit dem malignen Ursprungsgewebe geringere Mengen an
P-Glykoprotein auf. Daraus schlieSt man, dass neben dem MDR-1 Protein, noch andere
Mechanismen wirksam sein miissen, die zu einer Resistenz gegeniiber
Chemotherapeutika fithren und das Wachstum von Tumorzellen unterstiitzen.*® Leider
konnten bis jetzt keine Strategien entwickelt werden, die die Wirkung von zytotoxischen

Chemotherapeutika beim Nierenzellkarzinom signifikant erhéhen.”’

2.3 Angiogenese und das Nierenzellkarzinom

Fir das Wachstum und die Metastasierung von soliden Tumoren, ist die
Neovaskularisation ein essenzieller Faktor. Auch das Nierenzellkarzinom ist ein solider
Tumor der durch seine reichliche Gefdneubildung und arteriovendse Malformationen
charakterisiert ist. Der wichtigste angiogenesefordernde Wachstumsfaktor ist der
Vaskular Endothelial Growth Factor (VEGF), der vom VHL-Protein unter normalen
Bedingungen supprimiert, aber durch Tumorzellen des Nierenzellkarzinoms massiv
{iberexprimiert wird.*® Die erhéhten VEGF-Mengen konnen sowohl im Serum als auch
im Urin der Karzinompatienten nachgewiesen werden.”” Andere vermeintliche

angiogenesefordernde Wachstumsfaktoren die in erhohter Form bei erkrankten Patienten
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gefunden wurden, sind der Fibroblast Growth Factor, Interleukin 8, der Tumor Growth

Factor-1, Angiopoietin, und der Hepatocyte Growth Factor.”

Die am vielversprechensten Ergebnisse konnten durch antiangiogenetische Medika wie
Bevacizumab, ein Antikorper der gegen den VEGF-Rezeptor gerichtet ist, erzielt
werden.”' Solche Pharmaka bieten den Vorteile, keine Genotoxizitit zuzeigen und eine
stirkere Wirkung auf instabile Tumorzellen als auf stabile Endothelzellen aufzuweisen.
Das Risiko therapiebedingte Zweitkarzinome zu entwickeln, scheint aus diesem Grund
geringer zu sein. Die antiangiogenetischen Wirkstoffe haben gezeigt, dass sie
untereinander oder mit Zytostatika kombiniert eine synergistische Wirkung aufweisen,
die Nebenwirkungen jedoch geringer beziehungsweise nicht stirker als bei herkomlichen
Therapieformen sind.”> Um therapeutische Ergebnisse zu optimieren miissen
wahrscheinlich potentere Kombinationsformen der antiangiogenetischen Wirkstoffe

gefunden und eine multimodalere Therapie entwickelt werden.”

2.4 Regulation des Zellzyklus durch Wachstumsfaktoren und
Signaltransduktion

Die Regulation des Zellzyklus spielt eine wichtige Rolle in der Tumorpathogenese des
Nierenzellkarzinoms.”* Eine verstirkte Expression des Tumor Growth Factor-o. und
dessen Rezeptor, der auch als Epidermal Growth Factor Rezeptor (EGFR) bezeichnet
wird, unterstiitzt die Tumorentwicklung in Form von autokriner Stimulation und in
weiterer Folge die Proliferation und Transformation der Tumorzellen.” In Studien, in
denen Méusen Nierenzellkarzinomzellen transplantiert wurden, konnte die Gabe des
monoklonalen Antikdrpers C225 durch Bindung an den EGFR das Tumorwachstum und
in weiterer Folge die Mestastasenbildung blockieren.”® Von den Tumorzellen des
Nierenzellkarzinoms wird auch das Protoonkogen erbB-2 vermehrt exprimiert, das eine
gleichartige Wirkung aufweist wie EGFR. Abhédngig von Tumorgrad und Tumorstadium
konnen diese beiden das Tumorwachstum fordernden Rezeptoren &hnlich héufig
nachgewiesen werden. Eine Uberexpression beider Rezeptortypen war vorallem mit
metastasierten ~ Tumorstadien  assoziiert.”” Die abnorme  Aktivierung  von
Signaltransduktionswegen in Tumorzellen des Nierenzellkarzinoms steuert verénderte

Zellzyklusabliaufe und bietet dadurch ein gutes Ziel fiir zielgerichtete Interventionen.”
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Ein Wirkstoff der in diese Kaskade eingreift, indem er Rezeptoren fiir VEGF und PDGF
blockiert, ist beispielweise Sorafenib. Die meisten Medikamente dieser Art sind
multifunktionelle Hemmer von Tyrosin-Rezeptorkinasen und blockieren mdglicherweise

mehrere Mechanismen die fiir das Tumorwachstum und die Metastasenbildung essentiell

sind.”

Andere molekulare Therapieoptionen in der Tumorbiologie zielen auf relevante
Signaltransduktionswege ab, wobei das mTOR Protein eine wesentliche Rolle spielt. In
diesem Fall werden Rapamycin und &hnliche Préparate wie CCI-779 therapeutisch

eingesetzt.'”’

Ein weiterer wichtiger wachstumsregulatorischer Faktor ist der Insulin-like
Growth Factor Rezeptor. Patienten, mit einer Insulin-like Growth Factor Rezeptor
Expression, zeigen in Studien ein um 70% erhohtes Mortalititsrisiko, gegeniiber jenen

Patienten, die diesen Rezeptor nicht exprimieren.''

Bei jeder physiologischen Zellteilung kommt es automatisch zum Verlust von Telomeren

102 .
Eine

und in weiterer Folge zu einer Wachstumhemmung und zelluldren Alterung.
erhohte Telomeraseaktivitdt fiihrt jedoch dazu, dass die Telomerenlédnge konstant bleibt.
Diese konnte bei 56- bis 93% der Nierenzellkarzinompatienten nachgewiesen werden.'"’
Eine verstéirkte Expression von Bcl-2, bei dem es sich um ein Protoonkogen handelt, das
die Apoptose von Zellen verhindert, konnte in Nierenzellkarzinomzellen nachgewiesen
werden. Diese ist mdglicherweise fiir die Resistenz der Karzinomzellen gegeniiber
verschiedenster Chemotherapeutika oder ~Strahlentherapien verantwortlich.'” Der
Hepatocyte Growth Factor (HGF) und sein Rezeptor, das met-Protoonkogen beeinflussen
ebenfalls die Pathogenese des Nierenzellkarzinoms.'” Der Hepatocyte Growth Factor
wird von proximalen Tubuluszellen der normalen Niere exprimiert und ist in der
Entwicklungsphase der sich verzweigenden Tubuli der Niere als auch an ihrer

Regeneration beteiligt.'”

Die meisten Nierenzellkarzinome und Subtypen weisen eine
erhohte Expression des Hepatocyte Growth Factor und dessen Rezeptor auf, die in
manchen Fillen ebenfalls mit dem Tumorvolumen korrelieren kann.'®” Trotzdem scheint
der potenteste Mechanismus der Pathogenese, ndmlich die Aktivierung des Rezeptors,

fast nur auf das papillire Nierenzellkarzinom zuzutreffen.'*®
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2.5 Interzellulare Adhédrenz und Inaktivierung des
Tumorzusammenhalts

Die Interaktionen der Tumorzellen mit ihren benachbarten Zellen sowie der umgebenden
Matrix, bestimmen deren pathogenetisches Potential.'” In gesunden Zellen interagieren
das VHL-Protein und Fibronektin wodurch eine extrazelluldre Fibronektinmatrix entsteht.
Beim Nierenzellkarzinom weisen dessen Zellen aufgrund einer VHL Mutation eine
gestorte Bildung der extrazelluldren Fibronektinmatrix auf.''’ Diese Verinderungen
repdsentieren nur einen Effekt der VHL Genmutation, zeigt jedoch die wichtige
regulatorische Rolle, die die Matrix in Bezug auf die zelluldre Differenzierung und die

Tumorinvasivitit mit ihrer Metastasenbildung, spielt.'"

Die Metastasierung von
Tumorzellen erfolgt prinzipiell durch die Anhaftung maligner Zellen an Endothelzellen
eines GefdBes und anschlieBender Penetration durch die Basalmembran. Diese
Durchwanderung gelingt jedoch nur aufgrund tumorassoziierter Proteasen, die einen
Schliisselmechanismus darstellen, durch den es der Tumorzelle erméglicht wird, die
extrazelluliren Matrixkomponenten abzubauen. Als Beispiel sei hier die Kollagen Typ 4
abbauende Progelatinase A, eine Matrix-Metalloproteinase, genannt. Die Uberexpression
dieser Proteinase korreliert mit dem invasiven Verhalten der Tumorzellen sowohl in vitro
als auch in vivo.'"?

Der Verlust oder die abormale Expression von Cadherinen in Tumoren kann zur Invasion
und Progression der Erkrankung fiihren. Das Cadherin-6, ein neu entdecktes
Adhidsionsmolekiil, wird in den proximalen Tubuli der gesunden Niere und in
Nierenzellkarzinomzellen exprimiert und scheint sich zu einem neuen wichtigen

3 Vor allem schlecht bis nicht differenzierte Tumore,

Prognosefaktor zu entwickeln.
beziehungsweise Tumore mit einer infausten Prognose, weisen haufiger einen Verlust der
Cadherin-6 Expression auf. Dieser scheint eine besondere Stellung in Bezug auf die
Tumorinvasion, Tumorzirkulation und Metastasenimplantation einzunehmen.''* Andere
Molekiile wie das endotheliale Leukozyten Adhisionsmolekiil (ELAM) und das
vaskuldre Zelladhédsionsmolekiil (VCAM), ermdglichen eine Interaktion zwischen
Tumorzellen des Nierenzellkarzinoms und Endothelzellen, wodurch entartete Zellen im
Rahmen der Metastasierung das Gefdllsystem verlassen und anderenortes wieder in

dieses eindringen konnen.'"’
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3 Pathologie des Nierenzellkarzinoms

Makroskopisch betrachtet nehmen die meisten Nierenzellkarzinome runde bis ovale
Formen ein. Die den Tumor umfassende Pseudokapsel entsteht, durch die perifokale
Gewebekompression im Rahmen der Tumorexpansion und &hnelt histologisch einer
fibrosen Gewebestruktur als einer Kapsel im urspriinglichen Sinn. Die meisten dieser
bosartigen Verdnderungen wachsen nicht grob infiltrierend, jedoch gibt es mit dem
Sammelrohrtyp des Nierenzellkarzinoms auch hier eine Ausnahme. Die Tumorgrof3e
variiert zwischen wenigen Millimetern und TumorausmalBlen die sogar das gesamte
Abdomen ausfiillen kénnen. ''® Generell wird ein GroBendurchmesser in einem Bereich
zwischen 3 und 15¢m angegeben.''” Das Tumorgewebe selbst setzt sich aus fibrotischen,
nekrotischen aber auch hdmorrhagischen Bereichen zusammen. Bei 10% bis 25% kann
eine zystische Degeneration nachgewiesen werden, die mit einer besseren Prognose

einhergeht, als solide Tumore.''®

Einige Grading Systeme basieren auf nukledren Eigenschaften der Tumorzellen. Eines
dieser Systeme, bei dem die nukledre GroBe oder Form und die An- oder Abwesenheit
von Nukleoli eine Rolle spielen, ist das System nach Fuhrman, das einen wichtigen,

unabhingigen Prognosefaktor fiir Patienten mit Nierenzellkarzinom darstellt.'"”

Ein lokal aggressives Wachtsum des Nierenzellkarzinoms kommt héufig und in
verschiedener Auspridgung vor. Obwohl der Durchbruch und die Invasion des
Sammelrohrsystems oder der Nierenkapsel in 20% der Fille festgestellt werden kann, ist
eine tumorbedingte Verdriangung dieser Strukturen héufiger zu finden. Die Ausbreitung
des Tumors in angrenzende Organe oder in die Bauchhohle, wird meist nur durch die
Gerota Faszie, die eine natiirliche Barriere darstellt, eingeschrénkt. Eine, in 10% der Fille
vorkommende, besondere Eigenschaft des Nierenzellkarzinoms ist die Infiltration des

120 Die Metastasierung erfolgt hauptsichlich hidmatogen iiber den

vendsen Systems.
Cavatyp. In 20 % der Fille breiten sich die Metastasen iiber die regiondren Lymphknoten
am Nierenhilus, sowie paraaortal und parakaval aus. Nicht selten tritt eine Metastasierung
schon vor der Entdeckung des Primértumors ein. Im Rahmen von Autopsien konnte
gezeigt werden, dass das Nierenzellkarzinom am hidufigsten in die Lunge (75%), die
Knochen (40%), die Leber (30%), die Nebeniere (20%) und in das Gehirn (15%)

metastasiert. !
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Das sporadische Nierenzellkarzinom wichst meist unilateral und unifokal, in 2 bis 4%

122

auch bilateral in synchroner oder asynchroner Weise. ©° Das bilaterale Wachstum ist

meist mit einer genetischen Disposition, wie sie beispielsweise beim von-Hippel-Lindau-

'3 Ein multizentrisches Auftreten, kann im

Syndrom, in Zusammenhang zu stellen.
Vergleich zum klarzelligen Subtyp, hdufiger beim papilldren Subtyp beobachtet werden
und ist zusétzlich mit Bilateralidt bei einem fortgeschrittenen Tumorstadium assoziiert.
Kleine auch als Satelliten bezeichnete Tumornester sind durch prdoperative Bildgebung
nur schwer zu identifizieren und sollen in weiterer Folge auch hauptverantwortlich fiir
das Auftreten eines Rezidivs nach einer Nierenteilresektion sein.'”* Bei den meisten
multifokalen Nierenzellkarzinomen, deutete die Analyse der Mikrosatelliten darauf hin,

dass innerhalb der selben Niere nur Tumorzellen mit einer gemeinsamen klonalen

Abstammung zu finden sind.'*

Ein Tumor in der kontralateralen Niere hingegen ist, wenn er synchron aufritt, eher als
unabhingiges Gewichs einzustufen. Wenn er mit den Mikrosatelliten der Gegenseite
zeitlich nicht korreliert, ist er als Metastase zu werten.'?® Bei allen Nierenzellkarzinomen
handelt es sich per definitionem um Adenokarzinome, die von epithelialen Zellen des
Tubulussystems ausgehen.'”” Auch fiir die konventionelle (klarzellige) und papillire

128
In

Variante des Nierenzellkarzinoms zeigen sich dhnliche histologische Eigenschaften.
beiden Fillen sind Oberflichenmikrovilli und komplexe interzelluldre Haftverbindungen
mit normalen proximalen Tubuluszellen nachweisbar. Die meisten anderen
histologischen Subtypen leiten sich von weiter distal gelegenen Anteilen des
Tubulussystems ab.'”’ Eine weitere wesentliche Erkenntnis war, dass sarkomatoide
Anteile eher einen schlecht differenzierten anderen histologischen Subtyp reprisentieren,
als per se einen eigenen.”’ Das medullidre Nierenzellkarzinom wurde vor allem bei

jungen Afroamerikanern mit Sichelzellanémie als spezieller Subtyp entdeckt."'

3.1 Die histologischen Subtypen des Nierenzellkarzinoms

3.1.1 Das klarzellige (konventionelle) Nierenzellkarzinom

Das klarzellige Nierenzellkarzinom macht wungefdhr 70 bis 80% aller
Nierenzellkarzinome aus. Diese Tumoren zeigen am Querschnitt eine charakteristisch
gelbe Farbe und eine typische starke GefaBzeichnung die unter dem Mikroskop einem
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Netz aus zarten Sinusoiden entspricht, die zwischen den Tumorzellen eingestreut sind.
Histologisch konnen sich die Tumorzellen als klar, granuliert oder gemischt darstellen.
Klarzellige Tumorzellen sind rund bis polygonal und mit reichlich Zytoplasma
ausgestattet, das vorallem Glykogen, Cholesterol, Cholesterolester und Phospholipide
beinhaltet. Durch die histologische Préparation werden diese Stoffe allerdings
ausgewaschen und die Tumorzelle erscheint bis auf den Zellkern unter dem Mikroskop
als klar und leer."”* Bei 2 bis 5% der klarzelligen Subtypen lassen sich histologisch auch
sarkomatoide Tumorzellen nachweisen. Die klarzellige Variante hat im Vergleich zu
allen anderen Subtypen des Nierenzellkarzinoms auch die grofite Tendenz zur

. . . 133
Tumorausbreitung iiber das vendse System.

Insgesamt haben Patienten mit einem
klarzelligen Nierenzellkarzinom eine schlechtere Prognose als jene mit einer papilldren
oder chromophoben Formvariante.'** Fiir dies konventionelle Nierenzellkarzinom gilt die
Mutationen am Chromosom 3 und VHL-Gen als dtiologisch wichtigste Faktor. Diese sind

mehrheitlich auch bei sporadisch auftretenden Fillen nachzuweisen.'>

3.1.2 Das papillare Nierenzellkarzinom

Das chromophile Nierenzellkarzinom, das aufgrund anderer Klassifikationsschemen
heutzutage nur mehr als papilldrer Subtyp bezeichnet wird, reprasentiert mit 10 bis 15%
die zweithdufigste Tumorform des Nierenzellkarzinoms, obwohl diese Tumorvariante fiir
gewOhnlich nur bei  speziellen  Erkrankungen, wie  Nierenzysten und

Nierenfunktionsstérungen im Endstadium, auftritt.'*®

Das mikroskopische Bild zeigt basophile und eosinophile Tumorzellen, die papillidr oder
tubulédr angeordnet sind. Um jedoch von einer papilliren Tumorform sprechen zu kénnen

miissen mindestens 50 bis 75% des gesamten Tumors diese Charakteristika aufweisen.'?’

Die papilldre Variante des Nierenzellkarzinoms kann aber noch in zwei weitere Subtypen
unterteilt werden: Der Typ 1 besteht aus basophilen Zellen mit nur geringen
Zytoplasmaanteilen und der Typ 2 zeigt vorwiegend eosinophile Tumorzellen, die mit
reichlich granuliertem Zytoplasma ausgestattet sind. Kleine papillire Tumore mit
dhnlichen genetischen Verdnderungen wie das papilldre Nierenzellkarzinom, werden

héufig bei Autopsien entdeckt. Sie sind meist gut abgekapselt und scheinen, nur ein
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schwach malignes Potential aufzuweisen, weshalb sie auch als renale Adenome

bezeichnet werden.'*®

Athiologisch sind genetische Verinderungen wie die Trisomie der Chromosome 7 und 17
sowie der Verlust des Y-Chromosoms entscheidend. Eine weitere Rolle spielt die
Vermehrung der Chromosome 12, 16, 20 und der Verlust der Heterozygotic am
Chromosom 14."° Der papilldre Subtyp des Nierenzellkarzinoms neigt, im Gegensatz
zum klarzelligen Subtyp, nur im geringen Malle zur Hypervaskularisation, was auf eine

niedrige Mutationsrate des VHL-Gens riickschlieBen lasst.'*’

Die Aktivierung des
mutierten met-Protoonkogens, scheint #thiologisch die Hauptkomponente darzustellen.'*!
Eine weitere interessante Eigenschaft des chromophilen Subtyps ist die Multizentrizitét,

die er in bis zu 40% der Fille aufweist.'*

Daten von Studien, die sich mit der Prognose
des papilliren Nierenzellkarzinoms beschéftigten, sind neu zu {iberdenken, da alte
Studien zu diesem Thema eher von einer Low-grade Erkrankung sprechen.'” Neuere
Studien besagen hingegen, dass es sich vermehrt um High-grade beziehungsweise

fortgeschrittene Tumorstadien handelt.'**

3.1.3 Das chromophobe Nierenzellkarzinom

Dieser Tumortyp représentiert ungefahr 5% aller Nierenzellkarzinome und ist damit die
dritthdufigste Variante des  Nierenzellkarzinoms.'* Das chromophobe
Nierenzellkarzinom wurde erstmals 1985 als eigener Subtyp spezifiziert und scheint

146 :
Diese

seinen Ursprung im rindennahen Anteil des Sammelrohrsystems zu haben.
Theorie beruht darauf, dass chromophobe Zellen gleich wie die interkalierenden Zellen
der Sammelrohre, eine positive Aktivitdt der Markerenzyme, Karboanhydrase und
Cytochrom-c Oxidase, aufweisen.'*’ Klassischerweise kommt die chromophobe Variante
des Nierenzellkarzinoms beim Birt-Hogg-Dubé Syndrom vor.'*® Die Tumorzellen weisen
ein relativ transparentes Zytoplasma mit einem feinen retikuldren Muster auf, das rein

morphologisch, dem Bild einer Pflanzenzelle dhnelt.'*

In ungefdhr einem Drittel der
Fille wurde auch eine eosinophile Variante beschrieben.'”’ Chrakteristische histologische
Merkmale fiir den chromophoben Subtyp sind ein perinukledrer Randsaum und
zahlreiche, 150-300-nm groBe nur im Elektronenmikroskop sichtbare Mikrovesikel.
Diese beinhalten spezifische Mukopolysaccharide, die mittels der Hale’sche kolloidale
Eisenfirbung, nachgewiesen werden."”' Genetische Analysen des chromophoben Subtyps

haben ergeben, dass in den meisten Féllen ein Verlust der Heterozygotie auf den
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Chromosomen 1, 3, 6, 10, 21 nachzuweisen ist. Die meisten dieser Tumore sind
Zytokeratin positiv aber negativ fiir Vimentin."”> Weiters wurde eine erhohte Inzidenz
von p53 Mutationen und eine vermehrte Expression des c-kit Onkogens bei dieser

. . 153
Tumorvariante nachgewiesen.

3.1.4 Das Sammelrohrkarzinom (Ductus-Bellini-Karzinom)

Das Sammelrohrkarzinom entspricht einem besonders seltenen aber aggressiven Subtyp
und ist fiir weniger als 1% aller Nierenzellkarzinome verantwortlich.'** Diese Erkrankung
tritt am haufigsten bei jiingeren, médnnlichen Patienten auf und wird sehr oft erst auf Basis
von tumorassoziierter Beschwerden wie Himaturie und Riickenschmerzen diagnostiziert.
In den meisten Fillen duern sich diese malignen Neoplasien als high grade Tumore mit
einem fortgeschrittenen Krankheitsstadium.'”> Typisch fiir diese Tumorform, ist das
infiltrative Wachstum und die Ausbreitung in den kortikalen Anteil der Niere."”® Das
Ductus-Bellini-Karzinom weist histologisch unterschiedliche Wachstumsmuster auf.
Diese zeigen tubuldre, tubulopapilldre, solide oder sarkomatoide Formationen und
manchmal auch papilldre oder tubulopapillire Wachstumsformen, aufgrund derer sie rein
histomorphologisch mit papilliren Nierenzellkarzinomen verwechselt werden kdnnten.
Wie auch gesunde Epithelzellen des Sammelrohrsystems, exprimieren die maligne
entarteten Zellen in 60 % das High-Molecular-Weight-Zytokeratin. Mittels
zytogenetischer Untersuchungen konnte am haufigsten eine Monosomie am Chromosom
1 nachgewiesen werden. Weniger hdufig waren Monosomien auf den Chromosomen 4, 8,

9,11, 13, 18, 21 und der Verlust des Y-Chromosoms."”’

3.1.5 Sarkomatoide Varianten des Nierenzellkarzinoms

Von nahezu allen histologischen Subtypen des Nierenzelkarzinoms aber auch vom
Urothelkarzinom wurden sarkomatoide Varianten beschrieben. Da es keinen Nachweis
einer de novo Entstehung des sarkomatoiden Nierenzellkarzinoms gibt, wird es nicht als
eigener histologischer Subtyp gewertet, sondern als Manifestation eines high grade
Karzinoms, das aus allen anderen Karzinomformen des Nierenparenchyms resultieren
kann. Gelegentlich wird das primdr vorherrschende Karzinom von sarkomatoiden

Tumorzellen zur génze durchdrungen, wodurch der urspriingliche Tumortyp nicht mehr
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zu eruieren ist."”® Die Inzidenz dieses Tumors liegt zwischen 1 und 13% aller Karzinome
des renalen Gewebes. Histologisch stehen pleomorphe Spindelzellen im Vordergrund
oder sehr groBe Zellen, die denen eines Sarkoms dhneln. Zusétzlich finden sich klare und
granuldre epitheliale Zellen die fiir das Nierenzellkarzinom typisch sind. Aus klinischer
Sicht handelt es sich hier um einen lokal aggressiven Tumor, der ein hohes
Metastasierungspotenzial aufweist und dementsprechend mit einer schlechten Prognose

assoziiert ist.!>’

3.1.6 Das unklassifizierbare Nierenzellkarzinom

Nierenzellkarzinome werden als unklassifizierbar bezeichnet, wenn es sich um high grade
Karzinome handelt, die keine zuordenbaren Zelltypen aufweisen oder eine reine
sarkomatoide Histologie zeigen ohne typische epitheliale Zellkomponenten der Niere.
Der Anteil dieser Tumoren betrigt weniger als 3% aller Nierenzellkarzinome. Allerdings
handelt es sich bei diesen um Verdnderungen mit hohem malignen Potential und

schlechtem klinischen Outcome. '’

3.2 TNM-Klassifikation

Das erste Staging-System fiir Nierenzellkarzinome wurde von Flocks und Kadesky 1958
entwickelt. 1960 wurde dieses System von Robson modifiziert, indem er die vaskulére
Ausbreitung des Tumors in die Beurteilung der Tumorausdehnung miteinbezog. Da aber
in  diesem  Staging-System  Nierenzellkarzinome im  Stadium III  mit
Lymphknotenmestastasen, von Tumoren mit Ausbreitung in das vendse Abflusssystem,
nicht abgegrenzt wurden, obwohl letztere eine viel bessere Prognose aufwiesen, wurde
1978 mit dem TNM-System ein neues Staging-System entwickelt. Das TNM-System
bezieht sich generell auf die TumorgroBe, den Lymphknotenbefall und die
Metastasenbildung und definiert so die exakte Stadieneinteilung. Das TNM System
wurde 1987, 1997 und 2002, vom American Joint Comittee on Cancer und der Union
International Contre le Cancer aktualisiert, entspricht bis dato dem diagnostischen
Standard fiir das Nierenzellkarzinom und ermdglicht damit die internationale

Vergleichbarkeit von klinischen und pathologischen Tumordaten.'®'
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3.2.1 Der Primartumor (T-Stadium)

Das ,,T* der TNM-Klassifikation gibt Auskunft iiber die GroBe des Tumors, die
Infiltrationstiefe und inwieweit eine Veneninvasion vorliegt.'”® Tumore die mit Tla
bezeichnet werden, sind diejenigen, die weniger als 4cm im grofiten Durchmesser
aufweisen und auf die Niere begrenzt sind. Sie weisen aufgrund ihrer geringen GroBe die
beste Prognose auf. Tumore mit einem Durchmesser von 4 bis maximal 7cm, die
ebenfalls auf die Niere begrenzt sind, werden als T1b-Stadium klassifiziert.'®> Nur diese
TumorgoBen erlaubten, unter den momentan geltenden Therapierichtlinien, ein
organerhaltendes Vorgehen.'®* Als pT2 Tumore werden laut UICC jene
Nierenzellkarzinome bezeichnet, die in ihrer groften Ausdehnung mehr als 7cm
aufweisen, jedoch immer noch auf die Niere begrenzt sind. Fiir zukiinftige
Uberarbeitungen des TNM-Systems, wiire zu iiberlegen ob eine zusitzliche Unterteilung
der pT2 Tumoren in solche, die die Nierenkapsel zwar infiltrieren aber nicht
durchbrechen und solche, bei denen es ohnehin zu keiner Nierenkapselpenetration
kommt, sinnvoll wére. Dieser Gedanke erscheint auch insofern plausibel, da pT2-Tumore
ohne Kapselinvasion mit 90,5% eine um 16,7% lingere 5-Jahres-Uberlebenszeit

aufweisen, als jene mit Penetration der Kapsel.'®

Ein weiterer Faktor, dem aufgrund seiner Seltenheit bisher zu wenig Achtung geschenkt
wurde, der aber einen starken Einfluss auf die Prognose des Nierenzellkarzinoms zu
haben scheint, ist die Ausbreitung des Tumors in das harnableitende Hohlraumsystem.
Eine 2004 durchgefiihrte Studie hat gezeigt, dass eine Tumorinvasion auf Basis eines
pT2-Stadiums, eine signifikant schlechtere Prognose liefert als fiir pT2-Tumore, die nicht
in das Holraumsystem einwachsen. Der auf pT2-Tumoren bezogene unabhingige
Prognosefaktor sollte bei der Planung adjuvanter Therapiemodelle eventuell

] 166
miteinbezogen werden.

Tumore, die die Kriterien fiir das Stadium pT3a erfiillen, infiltrieren die Nebeniere oder
wachsen in das perirenale Fettgewebe ein. Eine T3b Klassifikation setzt
Tumorformationen in der Nierenvene oder dem infradiaphragmalen V.Cava-Abschnitt
vorraus. T3¢ Tumore infiltrieren entweder die Wand der Hohlvene, oder sind bereits in

den supradiaphragmalen V. cava-Anteil vorgedrungen.'®’
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Auch innerhalb des pT3a Stadiums beeinflusst die Tumorgro3e die Prognose. Wenn in
diesem Stadium die Tumoren die 7cm-Marke nicht {iberschreiten liegt die
Wabhrscheinlichkeit, dass die Patienten iiber 5 Jahre ein tumorfreies Leben fithren kénnen
bei ungefihr 90%. Sind pT3a Tumoren bereits groBer als 7cm, sinkt die
Wahrscheinlichkeit fiir ein tumorfreies Uberleben von 5 Jahren auf 73%.'® Das
tumorspezifische Uberleben der pT3b Tumore wird nicht von der intraluminalen
Ausbreitung des Tumorzapfens beeinflusst. Zur Diskussion steht jedoch die
unterschiedliche prognostische Einflussnahme des V.cava Thrombus beziehungsweise
des Tumorthrombus in der V.renalis.'” Von prognostischer Relevanz, ist vorallem die
Unterscheidung zwischen pT3b und pT3c Tumoren, da Patienten mit pT3c Tumoren
signifikant schlechter abschneiden als jene mit einem pT3b Tumor.'”’ Auch beim pT3c
Tumorstadium muss zwischen der Invasion der V.cava und einem losen Tumorthrombus,
der zwar intracaval iliber die Zwerchfellh6he hinauswéchst, aber die V.cava nicht
infiltriert, unterschieden werden. Patienten bei denen der mobile Anteil des Thrombus
entfernt werden konnte, hatten eine 67%ige 5-Jahres Uberlebenswahrscheinlichkeit und
somit eine um 43% hohere Uberlebensrate als bei einer Hohlveneninfiltration. Bei
radikaler Resektion des infiltrierenden Cavaabschnittes betrug die Differenz im 5-Jahres
Uberleben nur mehr 12%. Somit konnte gezeigt werden, dass die Prognose vom T-
Stadium und der Wandinfiltration der V.Cava, aber nicht von der intracavalen
Ausdehnung des Tumorthrombus bestimmt wird.'”' Das T4-Stadium bedeutet, dass das
Nierenzellkarzinom bereits die Gerotafaszie vollstindig infiltriert hat und iber die
Organfaszie hinaus gewachsen ist. Abbildung 1 liefert einen Uberblick iiber das T-

Stadium.'”
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Primartumor

Tx Primartumor kann nicht klassifiziert werden

TO Kein Anhalt fir Primartumor

[ B

T1 Tumor auf die Niere begrenzt; <7 cm
Tla Tumor auf die Miere begrenzt; <4 cm in
der gréfiten Ausdehnung
Tib Tumor auf die Niere begrenzt; 4-7 cm
in der gréften Ausdehnung
== T2 Tumor =7 cm in gréBter Ausdehnung, auf die
MNiere begrenzt
== T3 Tumor breitet sich bis in die Hauptvene aus
oder infiltriert das perirenale Fettgewebe oder
die Nebenniere
- T3a Tumor infiltriert Nebenniere und/oder
perirenales Fettgewebe
- T3b Tumor in der Nierenvene oder V. cava
unterhalb des Zwerchfells nachweisbar
- T3c Tumor infiltriert die Wand der V. cava
oder Ausdehnung des Thrombus ober-
halk des Zwerchfells
= T4 Tumorausdehnung lber die Gerota-Faszie
hinaus

Abbildung 1: Das T-Stadium

3.2.2 Lymphknotenmetastasen (N-Kategorie)

Das TNM-System unterscheidet zwischen einem solitdren Lymphknotenbefall (N1) und
jener Situation bei der bereits multiple Lymphknotenmetastasen (N2) vorliegen. Die
Ausbreitung in regiondre Lymphknoten kann bei rund 10% der operierten Patienten
nachgewiesen werden.'”” Die Einflussnahme des Metastasierungsmusters N1 vs. N2 auf
die Prognose ist nicht unumstritten. Dies beruht auf Studien die bei einem positiven
Lymphknotenbefall und einer 5-Jahres Uberlensrate von 18%, keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen pN1- und pN2-Stadien aufzeigen konnten. Auch die
Anzahl der entfernten Lymphknoten hatte keinen Einfluss auf das Uberleben von
lymphknotenpositiven Patienten. Aus diesem Grund wurde in einer weiteren Studie als
zusétzlicher Parameter die Lymphknotendichte, die sich aus dem Verhiltniss von
befallenen Lymphknoten und der Zahl der tatsdchlich entfernten Lymphknoten
zusammensetzt, vorgeschlagen. Dabei zeigte sich erst ein Befall von mehr als 4
Lymphknoten und eine Lymphknotendichte von {iber 60%, als prognostisch

signifikant.'”*
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In der 2007 durchgefiihrten Studie von Karakiewicz et al. zeigten Patienten mit
Lymphknotenmetastasen, aber ohne Fernmetastasierung (T, N1, MQO0), eine
durchschnittliche Uberlebenszeit von 2,3 Jahren und wiesen mit dieser Konstellation eine
signifikant schlechtere Prognose auf als Patienten ohne Lymphknoten- oder
Fernmetastasen.' > Sind allerdings neben befallenen Lymphknoten auch Fernmetastasen
vorhanden, ist die Prognose fiir diese Patienten schlechter als fiir Patienten, die zwar frei

von Lymphknotenmetastasen sind, aber die Fernmetastasen aufweisen.'®

Lymphknotenmetastasen beim Nierenzellkarzinom sind daher als ein ,,Negativ-Faktor*
einzustufen und zeigen in Bezug auf die 5- bzw. 10-Jahres-Uberlebensrate einen
Schwankungsbereich von 5-30% bzw. 0-5%. Besonders deutlich ist das darin zu
erkennen, dass ein positiver Lymphknotenstatus sowohl bei Patienten mit lokal
begrenztem Nierenzellkarzinom als auch bei Patienten mit einer systemischen
Metastasenausbreitung, zu einer Verminderung der medianen Uberlebensrate um das

Zweifache fiihrt.!”’

Um eine Lymphknotenmetastasierung exakt zu verifizieren, muss derzeit noch eine
operative Exploration erfolgen, da iiber bildgebende Verfahren positive Lymphknoten
noch nicht ausreichend darstellbar sind.'”® Bei nicht beurteilbarem Lymphknotenstatus
erfolgt die Klassifikation mit einem Nx. Abbildung 2 liefert einen Uberblick iiber das N-

Stadium.'”

N - Regionale Lymphknoten

== fx Regionale Lymphknoten wurden nicht

beurteilt
== K Kein Anhalt fiir regionale Lymphknoten
== K1 Metastase in einem Lymphknoten
]

M2 Metastase in mehr als einem Lymphknoten

Abbildung 2: Das N-Stadium
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3.2.3 Fernmetastasen (M-Kategorie)

Als Metastasen des Nierenzellkarzinoms werden entweder Tumorabsiedelungen
aullerhalb des Lymphabflusssystems oder der Befall von nicht-regiondren Lymphknoten
bezeichnet. Grundsitzlich kann das Nierenzellkarzinom in jedes Organ metastasieren,

180
Zum

wobei die Lunge das am hiufigsten von Metastasen befallene Organ ist.
Zeitpunkt der Diagnose weisen mehr als 10% der Patienten Fernmetastasen auf.'®' Die
Entdeckung aller Absiedelungen ist insofern essentiell, da das therapeutische Ergebnis
signifikant von der Radikalitit des FEingriffs abhdngt. Vorallem bei unilokuldrer
Ausbreitung, kann das Erreichen einer MO-Situation die Uberlebensrate wesentlich
verbessern. Die Inzidenz fiir eine Regression bei multipler Metastasierung nach einer
Nephrektomie ist mit 0,3 % besonders gering, die Mortalitdtsrate jedoch um einiges
hoher. Deshalb wird in diesen Féllen meist nur mehr eine Palliation empfohlen. Wenn
eine solitdre pulmonale Metastase vollstindig entfernt werden kann, haben die Patienten

cine 5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 25-35%.'%?

Patienten, bei denen zum
Zeitpunkt der Diagnose eines Nierenzellkarzinoms eine synchrone singuldre Metastase
vorliegt, haben eine signifikant schlechtere Prognose als Patienten, mit metachroner
Metastasierung. Die 5-Jahres Uberlebensrate fiir Patienten mit rezidivfreiem Intervall von
mehr als 12 Monaten liegt bei 55% im Gegensatz zu jenen deren rezidiv innerhalb von 12
Monaten nachgewiesen wird (9%). Patienten mit singuldrer Metastasierung haben eine 5-
Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 54%. Diese liegt somit um 25% iiber jenen mit
multilokulir metastasiertem Nierenzellkarzinom.'® Statistisch gesehen iiberleben 4,4%
der Patienten mit Fernmetastasierung noch 3 Jahre und 2,7% 5 Jahre. Die
durchschnittliche Lebenserwartung liegt bei Fernmetastasierung zwischen 6 und 9

Monaten. '

Eine weitere Studie aus 2004 zeigte, anhand des Vorhandenseins von drei
Risikofaktoren, dass das Uberleben beim  vortherapierten  metastasierten
Nierenzellkarzinom zwischen 5 (2-3 Risikofaktoren) und 22 Monaten (kein Risikofaktor)

liegt.'"™ Abbildung 3 liefert einen Uberblick tiber das M-Stadium. '™

M - Fernmetatasen

== px Metastasen wurden nicht beurteilt
== MO Kein Anhalt fiir Fernmetastasen
== M1 Fernmetastasen vorhanden

Abbildung 3: Das M-Stadium
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4 Klinische Prasentation des Nierenzellkarzinoms

Die retroperitoneale Lage der Niere ist verantwortlich, dass viele renale
Raumforderungen lange Zeit asymptomatisch bleiben. Erst im fortgeschrittenen Stadium
werden sie symptomatisch und palpabel.'"®” Aus US-Statistiken geht hervor, dass die
Inzidenz fiir das Nierenzellkarzinom in allen ethnischen Bevolkerungsgruppen
progredient ist. Die gehdufte inzidenzielle Entdeckung frither Tumorstadien lésst sich
hochstwahrscheinlich  auf den  zunehmenden  Einsatz  von  Sonographie,
Computertomographie und Magnetresonanz zuriickfithren. Verdeutlicht wird diese
Tatsache, durch den Vergleich zwischen den Jahren 1973 indem 13% der Nierentumore
zufdllig entdeckt wurden und dem Jahr 1998 in dem die Zahl der Zufallsdiagnosen mit
61% fast fiinfmal groBer war.'®® Typische mit dem Nierenzellkarzinom verbundene
Symptome sind Hématurie, Flankenschmerz oder Resistenzen im Bereich der Flanke oder
des Abdomens. Das klassische Bild eines fortgeschrittenen Tumors mit allen drei
Symptomen wird mittlerweile nur mehr selten beobachtet. Mehrheitlich zeigen Patienten
gar keine Symptome oder Symptome, die primér nicht gleich auf ein Nierenzellkarzinom

schlieBen lassen.'®’

4.1 Paraneoplastische Symptome

Paraneoplastische Symptome fiihren nur selten zu einer priméren Diagnose, beeinflussen
jedoch meist indirekt, im Rahmen von bildgebenden Mafinahmen, deren Entdeckung.'®

Unter normalen physiologischen Umstinden produziert die Niere 1,25-
Dihydroxycholecalciferol, Renin, Eythropoietin und und verschiedenste Prostaglandine
zur Kontrolle der Hamostase. Im Falle des Nierenzellkarzinoms werden diese aber in

pathologischen Mengen produziert."”!

Ungefdhr 20% der Nierenzellkarzinompatienten
weisen zum Zeitpunkt der Diagnose paraneoplastische Symptome auf. Weitere 10 bis
40% der Patienten zeigen eine solche Symptomatik im Verlauf ihrer Tumorerkrankung.
Der Grund fiir diese Konstellation von klinischen Zeichen und Symptomen liegt darin,
dass diese Karzinomzellen, spezielle tumorassoziierte Proteine produzieren und
sezernieren. Paraneolastische Symptome reprdsentieren eine grofle Bandbreite an
klinischen Merkmalen, die mit unterschiedlicher Héufigkeit in Erscheinung treten. Zu

den am hiufigsten auftretenden Symptomen zdhlen, mit sinkenden prozentuellen

Vorkommen, um: Animie, hepatische Dysfunktion, Gewichtsverlust, Hypoalbuminidmie,
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Unwohlsein und Schwichegefiihl, Hyperkalzdmie, Anorexie, Thrombozytose,
nichtliches Schwitzen, Fieber, Erythrozytose, Schiittelfrost und Hypertonie. Nicht alle
paraneoplastischen Symptome haben einen Einfluss auf die Prognose des
Nierenzellkarzinoms. Hingegen beeinflussen kachexieassoziierte Symptome wie,
Hypalbuminidmie, Gewichtsverlust, Anorexie und im Verlauf stirker werdendes
Schwichegefiihl, unabhingig von bereits etablierten Prognosefaktoren wie der TNM-
Klassifizierung, dem Grading und dem Eastern Cooperative Oncology Group

Performance Scores (ECOG-PS) das Uberleben.'”*

Auch das Parathyroid hormone-related Peptide, das bisher nur fiir die paraneoplastische
Hyperkalzdmie bei Nierenzellkarzinomerkrankungen verantwortlich gemacht wurde,
steuert aber unter anderem das Tumorwachstum und wird von diesen Zellen deutlich
stirker ~ expremiert als von gesunden Zellen.'” Durch die vermehrte
Erythropetinproduktion, kann eine Erythrozytose resultieren. Diese steht auch als
Prognosefaktor beziiglich des Ansprechens von Tumorzellen auf eine Immuntherapie zur
Diskussion. Kachexie und fortschreitender Krifteverlust sind moglicherweise eine Folge
des Tumornekrosefaktors-o, IL-1 oder IL-6, die entweder von den Tumorzellen oder
infiltrierenden Immunzellen sezerniert werden.'”* Ein paraneoplastischer Hypertonus
kann sich in 14-35% der Fille einstellen. Dieser kann durch die Aktivierung des Renin-
Angiotensin-Aldosteronsystems ~ hervorgerufen  werden.'””  Eine mit  dem
Nierenzellkarzinom zusammenhédngende Polyzytimie hingt wahrscheinlich mit einer
erhohten Erythropoetinproduktion zusammen, die entweder durch die Tumorzellen selbst

oder durch die Hypoxie des perifokal um den Tumor angrenzenden Gewebes ausgelost

wird.!”¢

Mit dem Stauffersyndrom wurde Anfang der Sechziger eine weitere paraneoplastische
Erscheinungsform des Nierenzellkarzinoms definiert. Hierbei handelt es sich um eine
Dysfunktion der Leber, die im Rahmen des Nierenzellkarzinoms auftritt, bei der aber
keine Lebermetastasen nachzuweisen sind. Ist es jedoch moglich den gesamten Tumor
mittels Nephrektomie zu entfernen, kommt es meist wieder zu Normalisierung der
hepatischen Laborparameter. Insgesamt wird die Inzidenz des Stauffersyndroms in einem
Bereich zwischen 3 und 20% angegeben. Klinisch présentieren sich die Patienten am

haufigsten mit Hepatosplenomegalie, Fieber, Miidigkeit und Gewichtsverlust."’
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Eine besondere Rolle in der Pathophysiologie der paraneoplastischen Symptome des
Nierenzellkarzinoms nimmt das Zytokin IL-6 ein, da es eine starke proinflammatorische
Aktivitdt besitzt. Mehr als 50% der Patienten mit Metastasen weisen einen erhdhten IL-6-
Spiegel auf. Dieses Zytokin zeigt eine deutliche pyogene Aktivitdt und induziert die
Produktion von Akute-Phasenproteinen in den Leberzellen, wie beispielsweise das C-
reaktiven Protein und Haptoglobin. Zusétzlich nimmt IL-6 auch Einfluss auf die
Proliferation und Differenzierung von multipotenten Vorlduferzellen des blutbildenden
Systems.'”® Als Therapie der Nierenzellkarzinom-assoziierten paraneoplastischen
Symptome, ist die Nephrektomie und eine systemische Immuntherapie das Mittel der
Wahl. Eine simple medikamentdse Intervention ist bisher nur bei der Hyperkalziamie

. . . 199
indiziert.

Suspekte klinische Zeichen, die im Rahmen physikalischer Untersuchungen auffallen
konnen und moglicherweise auf eine Ausbreitung des Tumors in das vendse System
hinweisen. Zu diesem zdhlen beispielsweise eine tastbare zervikale Lymphadenopathie,
eine persistierende Varikozele oder eine bilaterale 6dematdse Schwellung der unteren
Extremitét. In einigen seltenen Féllen prisentieren sich Patienten mit Knochenschmerzen
wenn eine Knochenmetastasierung stattgefunden hat oder mit einem Husten wenn
Lungemetastasen vorliegen.*’ Auch selten vorkommende spontane perirenale Blutungen,
die in 50% der Fille durch maligne renale Neoplasien entstehen, konnen Zeichen eines

. . . . 201
bisher occult wachenden Nierenzellkarzinoms sein.
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5 Prognosefaktoren

In den letzten Jahren ist die Zahl der meist zufillig entdeckten low-grade Tumoren des
Nierenzellkarzinoms deutlich gestiegen. Diese Entwicklung, die grofBtenteils auf einen
viel hdufigeren Gebrauch von abdominellen Bildgebungsverfahren zuriickzufiihren ist,
hat in weiterer Folge zu einer stirker frequentierten Anwendung von konservativen und
mininalinvasiven Therapiemdglichkeiten wie beispielsweise der Nierenteilresektion und
der Kryotherapie oder Radiofrequenzablation, gefiihrt. Aus diesem Grund wird es immer
wichtiger spezielle Prognosefaktoren zu entwickeln, die Risikogruppen indentifizieren
konnen, um adidquate Therapicoptionen und Langzeitkontrollschemata zu definieren.””
Die Rate der zufillig entdeckten Nierenzellkarzinome liegt in einem Bereich zwischen 15
und 61%. Dennoch wird die Diagnose Nierenzellkarzinoms mehrheitlich anhand
tumorassoziierter Symptome gestellt. Wenn Patienten allerdings zum Zeitpunkt der
Diagnose bereits tumorassoziierte Symptome aufweisen, sinkt die tumorspezifische
Uberlebensrate um ein Drittel und das relative Risiko an dieser Erkrankung zu sterben
steigt in multivariaten Datenanalysen auf 1,9. Die 5-Jahres Uberlebensrate fiir Patienten

mit zufillig entdeckten Nierenzellkarzinom liegt hingegen zwischen 85 und 97%.>"

Die gebrduchlichsten klinischen Prognosefaktoren fiir das Nierenzellkarzinom sind das
TNM-Staging, das Tumor-Grading und der Performancestatus (PS). Zusétzlich gibt es
einige klinische und pathologische Charakteristika, die sowohl bei lokalisierten als auch
bei fortgeschrittenen Tumorformen, Einfluss auf das klinische Verhalten und

2 . . .
% Die Kriterien des von der

darausfolgend auf das Uberleben der Patienten nehmen.
Eastern Cooperativ Oncology Group (ECOG) eingefiihrten Performance Status (PS),
dienen dazu die Krankheitsprogression und den Einfluss der Erkrankung auf die Aktivitit
und die Selbststdndigkeit des Patienten zu objektivieren und sowohl die Therapie als auch
die Prognose zu bewerten. In Tabelle 1 ist in der linken Spalte das ECOG-PS-Stadium

und in der rechten die entsprechende Bedeutung zu sehen.*”’
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Status ECOG Performance

0 Voll aktiv, kann alle Tétigkeiten, die er vor der Erkrankung durchfiihren

konnte, auch wirhrend dieser fortsetzen

1 * Eingeschrinkt bei anstrengenden physischen Tatigkeiten
*  Wird ambulant therapiert
* Kann sich selbst versorgen und korperlich weniger anstrengeden

Arbeiten nachgehen (leichte Hausarbeit, Biiroarbeit)

2 *  Wird ambulant therapiert; kann sich selbst versorgen, aber keiner Arbeit
nachgehen

¢ Ist in mehr als 50% des Wachzustandes auf (sitzt und liegt nicht)

3 ¢ Kann sich nur teilweise selbst versorgen

* Istin 50% des Wachzustandes auf ein Bett oder einen Sessel angewiesen

4 * Nicht mehr fahig sich zu versorgen

* Komplett auf Sessel oder Bett angewiesen

5 Tot

Tabelle 1: ECOG-PS

Negativen Einfluss auf das Uberleben haben, klinische Symptome zum Zeitpunkt der
Nephrektomie, eine multiple Metastasierung, Metastasen zum Zeitpunkt der
Nephrektomie oder innerhalb von 2 Jahren nach Nephrektomie. Ein Tumorthrombuslevel
I-1V, schlecht differenzierte Karzinomzellen und koagulative Tumornekrosen wirken sich
ebenso negativ aus. Fiir Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinom und einer
tumorbedingten Klinik, gilt eine um 28% hohere Mortalitdtswahrscheinlichkeit. Dennoch
kann eine komplette Metastasenresektion mit einer verbesserten Uberlebensrate in

Zusammenhang gebracht werden.**

Motzer et al. haben 2002 mit den Motzer-Kriterien ein Prognosemodell fiir das
metastasierte Nierenzellkarzinom unter Interferon-o Therapie entwickelt. In Tabelle 2
sind die jeweiligen Risikofaktoren und ihre Grenzwerte aufgelistet. Patienten mit einem
geringen Risiko (0 Risikofaktoren) weisen laut diesen Kriterien eine mittlere
Uberlebenszeit von 30 Monaten auf. Jene mit einem mittleren Risiko (1-2
Risikofaktoren) haben eine mittlere Uberlebenszeit von 14 Monaten und jene mit einem
hohen Risiko (3 und mehr Risikofaktoren) eine mittlere Uberlebenszeit von 5

Monaten.?"’
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Risikofaktor Grenzwert
niedriger Karnofsky-Index <80%
hohe LDH > 1,5-fache der Norm
niedriges Hb < unterer Normwert
hohes korrigiertes Kalzium > 10 mg/dl
Zeit von Tumornephrektomie bis Metastasenenstehung <1 Jahr

Tabelle 2: Motzer Kriterien

Wieviel prognostische Aussagekraft in den verschiedenen klinischen, anatomischen,
histologischen und biologischen Markern tatsdchlich steckt ist erst durch grofle
prospektive Studien zu evaluieren.

Prognosefaktoren sollten klinisch relevant sein, eine signifikante Korrelation zu anderen
bekannten Faktoren und deren Ergebnissen haben und eine unabhingige prognostische
Signifikanz aufweisen. In einer 1997 verdffentlichten Studie wurden Prognosefaktoren
die primir in drei Kategorien eingeteilt wurden jeweils wieder in patientenbezogene,
tumorbezogene und therapiebezogene Kriterien unterteilt und untersucht. Allerdings
scheint das Vorhandensein eines Tumorrezidivs, das einzig relevante therapiebezogene

Prognosekriterium darzustellen.

Die patientenbezogenen Kriterien der ersten Kategorie, die allgemein verwendet werden
und in der Literatur gut belegt sind, beinhalten die klinische Prasentation der Erkrankung,
einen schlechten Performancestatus (ECOG-PS 2-3), einen Gewichtsverlust von mehr als
10% des Normalgewichts, eine Anémie, eine Hyperkalzédmie, eine erhdhte Erythrozyten
Sedimentationsrate, und eine erhohte alkalische Phosphatase. Die tumorbezogenen
Kriterien dieser Kategorie beinhalten die TNM-Klassifikation, das Tumorgrading, den

histologischen Subtyp, einen sarkomatoiden Aufbau und den Tumorresektionsrand.

Die Kriterien der Kategorie zwei sind detailliert in klinischen oder biologischen und
korrelativen Studien untersucht worden, versprechen teilweise auch eine prognostische
Wertigkeit, die aber in multivariaten Datenanalysen nicht sicher bestitigt werden konnte.
Hierzu zdhlen mit dem C-reaktiven Protein sowohl patientenbezogene aber auch
tumorbezogene Faktoren. Diese setzen sich aus dem histologischen Zelltyp
(Sammelrohrkarzinom), der Gestalt des Zellkerns, der Aneuploidie, aber auch aus

Proliferationamarkern zusammen.
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Die Kriterien der Kategorie drei beinhalten Marker, die teilweise vielversprechend aber
noch nicht ausreichend tiiberpriift sind. Durch das Fehlen zuverldssiger prognostischer

Werte erfiillen sie die Kriterien fiir die Gruppe eins oder zwei nicht.**®

Neue molekulare Parameter, die sich teilweise auch mit denen der Katgorie drei aus dem
Jahre 1997 decken und ein fiir das Nierenzellkarzinom relevantes prognostisches
Potenzial aufweisen konnten, wurden 2005 verdffentlicht. Zu diesen neueren molekularen
Parametern zdhlen hypoxieinduzierte Molekiile, Proliferationsmarker,
Zellzyklusregulatoren und Zelladhidsionsmolekiile durch die Patienten zukiinftig in
allgemein giiltige Risikogruppen eingeteilt werden konnten, aus denen spezifische

. . 09
Therapieschemen resultieren.”

2002 wurde mit dem SSIGN- (Stage-, Size-, Grade-, Necrosis-) Score ein
Prognosemodell vorgestellt, das speziell fiir Patienten entwickelt wurde, die am
klarzelligen Subtyp des Nierenzellkarzinoms erkrankt waren und einer radikalen
Nephrektomie unterzogen wurden. Dieser Score erlaubt Klinikern, mehrere pathologische
Tumorcharakteristika zu einer Variablen zu verbinden, die mit dem Outcome fiir
Patienten in signifikanter Form korreliert. Zu den verschiedenen pathologischen
Einflussfaktoren zdhlen, das Tumorstadium, der Lymphknotenbefall, das Vorliegen von
Metastasen, die Tumorgrofe, der Differenzierungsgrad und der Nachweis von
Tumornekrosen. Den verschiedenen Tumorstadien und deren Malignitétsgrad, werden
jeweils Zahlenwerte zugeordnet, die allesamt addiert eine Summe zwischen 0 und
maximal 15 ergeben. Die Hohe des Zahlenwertes verhélt sich umgekehrt proportional zu
Uberlebenszeit. Das wiederum bedeutet, dass mit dem steigenden Score, die
krebsspezifische Uberlebenswahrscheinlichkeit abnimmt. Prognosefaktoren sollten dazu
dienen das Patientenmanagement zu verbessern und die Zuordnung von Probanden fiir
Studien zu optimieren, um so die bestmogliche Entwicklung adjuvanter
Therapiealgorithmen zu gewéhrleisten. In Tabelle 3 sieht man in der linken Spalte alle fiir
den SSIGN-Score relevanten pathologischen Parameter und in der rechten Spalte die

zugehorigen Zahlenwerte.*"
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Relevante pathologische Variablen

Zugehoriger Wert

T-Stadium

pT1 0
pT2 1
pT3a 2
pT3b 2
pT3c 2
pT4 0
N-Stadium

pNx 0
pNO 0
pN1 2
pN2 2
M-Stadium

MO 0
M1 4
Tumorgrofle (cm)

Weniger als S5cm Durchmesser 0
Mehr als 5cm Durchmesser 2
Differenzierungsgrad

1 (gut differenziertes bdsartiges Gewebe) 0
2 (miBig differenziertes bosartiges Gewebe) 0
3 (schlecht differenziertes bosartiges Gewebe) 1
4 (nicht differenziertes bosartiges Gewebe) 3
Tumornekrosen

Nicht vorhanden 0
Vorhanden 2

Tabelle 3: SSIGN-Score Berechnungstabelle
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6 Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms

6.1 Nephrektomie bei metastasierten Tumorstadien

Im Falle des metastasierten Nierenzellkarzinoms, kann die Nephrektomie nur dann mit
kurativer Ziesetzung erfolgen, wenn eine radikale Metastasenresektion moglich ist. Da
sich 1-3% der Patienten zum Zeitpunkt der Diagnose mit einer einzelnen Metastase
prasentieren, sollte in diesen Fillen die Metastasektomie simultan zur Nephrektomie
durchgefiihrt werden. Sie kann aber auch im Intervall erfolgen.”'' Bisher wurde davon
ausgegangen, dass in wungefdhr 30% der Félle, bei Diagnosestellung eines
Nierenzellkarzinoms eine Metastasierung vorliegt und von den Patienten mit einer initial
lokalisierten Form dieses Malignoms, zwischen 30 und 50% im weiteren
Krankheitsverlauf Metastasen entwickeln. In Anbetracht dieser Fakten, kommt es in
nahezu zwei Drittel aller am Nierenzellkarzinom Erkrankten zur Filisierung.*'* Neuere
Daten einer Studie mit 1,862 Patienten, die an einem klarzelligen Nierenzellkarzinom
erkrankt waren, zeigten allerdings, dass 6,1% zum Zeitpunkt der Nephrektomie bereits
Metastasen aufweisen und von den insgesamt 1,714 primér nicht metastasierten (Nx, pNO
und M0) 19,4% im Laufe der Erkrankung Metastasen entwickeln.”'> Obwohl der gingiste
Therapieansatz heutzutage groBtenteils durch eine Immuntherapie abgedeckt ist, bestehen
im Falle von solitdren oder akut symptomatisch gewordenen Metastasen, klare
Indikationen fiir eine Resektion der Metastasen. Bei radikaler Metastasektomie im Sinne
einer R-0-Resektion, ist von einem kurativen Therapieansatz auszugehen. Bei akuten,
symptomatischen Metastasen, handelt es sich mehrheitlich um eine palliative MaBBnahme
mit dem Ziel Lebensqualitit zu erhalten. Die oftmals erwihnte spontane Regression des
Nierenzellkarzinoms nach Tumornephrektomie ist allerdings eine Seltenheit, weshalb die

strategischen Konzepte auf multimodalen Therapieansétzen basieren.

Insgesamt ist das Uberleben von Patienten, denen pulmonale Metastasen entfernt wurden,
hoher als bei jenen mit Resektionen im Rahmen einer extrapulmonalen Metastasierung.
Die Prognose ist auch fiir Patienten mit metachroner Metastasierung, die erst nach mehr

als zwolf Monaten eintritt, besser als fiir jene die vorher Metastasen aufweisen.”'*
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Beim metastasierten Nierenzellkarzinom, gibt es fiir diejenigen Patienten, die kdrperlich
und psychisch im Stande sind sich einer Behandlung zu unterziehen vier wesentliche

therapeutische Mdoglichkeiten:

1.) die Nephrektomie und/oder Metastasektomie

2.) die zytoreduktive Nephrektomie, gefolgt von einer Immuntherapie

3.) eine neoadjuvante Immuntherapie, mit anschlieBender Nephrektomie (bei
erfolgreicher Immuntherapie)

4.) eine alleinige Immuntherapie

Der Therapieansatz mit einer Tumor-und/oder Metastasenentfernung ist nur dann
erfolgreich, wenn der primir- und die sekunddr-Tumore im Sinne einer R-0-Resektion
behandelt werden konnen. Wenn sich das Nierenzellkarzinom in Form einer
multilokuldren Metastasierung ausgrebreitet hat, ist mit einer Nephrektomie alleine eine
Heilung nicht moglich. Eine Lebensverldngerung kann unter diesen Umstidnden nur dann
erreicht werden, wenn durch die Malignomentfernung eine bessere Kontrolle des
Tumorwachstums hergestellt werden kann. Hierdurch kommt es zu einer Verminderung
der Tumorlast und aufgrund der Entfernung moglicher Streuquellen wird das Risiko einer
progredienten Metastasierung etwas herabgesetzt. Patienten mit Metastasektomie nach
erstmaligem Wiederauftreten des Nierenzellkarzinoms zeigten eine 5-Jahres-
Uberlebensrate von 44%, wohingegen Patienten, die sich einer nur inkompletten
beziehungsweise keiner Metastasektomie unterziehen, mit einem weitaus schlechterem
Uberleben von 14% rechnen miissen. Ein weiteres Ziel der Nephrektomie ist es, die
Lebensqualitit dadurch zu verbessern, dass tumorinduzierte Komplikationen gar nicht
erst auftreten konnen. Diesbeziiglich handelt es sich um Blutungen, die aufgrund ihrer
Schwere ebenfalls zum Tod des Patienten filhren konnen und andererseits um
Schmerzzusténde, die aus Tumornekrosen und Nervenkompressionen oder aus Hdmaturie
bedingten Koliken, resultieren konnen. Hauptsdchlich entsteht die Schmerzsymptomatik
aber durch das Einwachsen von Tumorzellen in nervales Gewebe oder Knochen. Die
Therapie systemischer und paraneoplastischer Symptome mittels einer Nephrektomie ist
nur dann sinnvoll, wenn keine weiteren Metastasen vorhanden sind. Der Zeitpunkt und
die Sinnhaftigkeit der Nephrektomie miissen zwar weiter untersucht und hinterfragt
werden, aber ohne die Entfernung des Primértumors, ist es in keinem Therapieschema

moglich eine komplette Tumorentfernung anzustreben.
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Multivariate Analysen haben gezeigt, dass ein solitdres Tumorrezidiv, eine kurative
Resektion der erstaufgetretenen Metastase, ein rezidivfreies Intervall von mehr als 12
Monaten und das metachrone Auftreten von Metastasen als giinstige Prognoseparameter

. 215
zu werten sind.

6.2 Die verschiedenen Ansatze der Immuntherapie

Das therapeutische Potential der Immuntherapie und insbesondere das der
Zytokintherapie mit Interferonen und Interleukin-2, wurde in den letzten 30 Jahren bei
Patienten, die an einem metastasiertem Nierenzellkarzinom erkrankt waren,
aulerordentlich intensiv untersucht und zeigen tendenziell eine positive Effizienz in

Bezug auf Regression, Progression und Gesamtiiberleben.*'®

Die Grundlage der
Immuntherapie geht darauf zuriick, dass ein sehr geringer aber nachweisbarer Prozentsatz
von Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom nach einer Nephrektomie eine
Remission der Metastasen erfuhr. Dieser Verlauf wird als reaktive Immunantwort
interpretiert obwohl in diesen speziellen Fillen keine Vermehrung der durch
Lymphokine-aktivierten-Killerzellen, der lymphozytiren Proliferationsrate oder der

natiirlichen Killerzellen nachgewiesen werden konnte.*'’

6.2.1 Zytokintherapie

Die zwei am héufigsten verwendeten Zytokine, die in der Therapie des metastasierten
Nierenzellkarzinoms eingesetzt werden, sind das Interferon-o. und das Interleukin-2.
Interleukin-2 ist ein Zytokin, das von CD4- und CD8-positiven T-Lymphozyten gebildet
wird und sowohl die Proliferation, bereits stimulierter zytotoxischer T-Zellen, als auch
die Reifung der natiirlichen Killerzellen unterstiitzt. Weiters nimmt es den Konterpart in
Bezug auf immunsupprimierende Zytokine ein, wie beispielsweise das Interleukin-10.

Interferone sind generell in zwei unterschiedliche Gruppen zu unterteilen.

Die erste Gruppe beinhaltet das Interferon-a,, das von T-Lymphozyten exprimiert wird
und das Interferon-f, das von Fibroblasten produziert wird. Sowohl Interferon-a als auch
- B, binden an den identen Rezeptor und induzieren antiproliferative und antivirale

Mechanismen in der Rezeptorzelle.
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Die zweite Gruppe beinhaltet das Interferon-y, welches dann von T-Lymphozyten
produziert und ausgeschiittet wird, wenn diese mit einem entsprechenden Antigen in
Kontakt treten. Dieses Interferon aktiviert zytotoxische T-Zellen und Phagozyten und
erhoht die Antigenitdt von Tumorzellen, indem es die Anzahl von Humanen-Leukozyten-

218 . .
Da es sich bei

Antigen (HLA) -Klasse-1 Molekiilen an deren Oberflachen steigert.
Interferon-o. um ein Zytokin handelt, dem antiproliferative und immunmodulatorische
Einfliisse nachgewiesen werden konnten und es aufgrunddessen zu einer Tumorremission
kommen kann, wire es ratsam den Effekt einer Interferontherapie frithestens nach einer
dreimonatigen Applikationphase zu evaluieren. Zu den Patienten, die am besten auf eine
Interferontherapie ansprechen sollten, zéhlen jene, die keine oder nur wenig
Primértherapie erfahren haben, die einen guten Performancestatus aufweisen und bei
denen bisher nur Lungenmetastasen nachgewiesen werden konnten.”'” In einer grofien
Metaanalyse aus dem Jahre 2005, die aus 58 Studien aufgebaut war, wurden sowohl
monotherapeutische  Ansdtze als auch verschiedenste = Kombinationen der
Zytokinbehandlung und deren Ergebnisse in Bezug auf die Remissionsrate und das
Gesamtiiberleben, miteinander verglichen.”® Der Vergleich einer intravendsen
Hochdosis-Interleukin-2 Therapie mit der selben Medikationsapplikation, die nur ein
Zehntel der Primérdosis ausmachte und einer subcutanen niedrig dosierten Interleukin-2
Therapie bei Patienten mit gutem Performancestatus und einem mittleren Alter von 40 bis
50, zeigte, dass die hohere Dosierung der i.v. Applikation mit 20%, eine um 7% hdohere
Remissionsrate aufwies als die niedrigere i.v. Dosierung, es aber keinen Unterschied im
Gesamtiiberleben gab. Die subkutane Applikation des Interleukin-2 lieferte die gleichen
Ergebnisse wie die niedrige Dosierung des i.v. gegebenen Interleukins-2.*' Auch der
Vergleich einer Hochdosis-Interleukin-2 Therapie mit einer Kombination aus subkutan
applizierten Interferon-o plus niedrig dosierten Interleukin-2 zeigte ein 3-jdhriges
progressionsfreies Uberleben von 10% fiir die Hochdosistherapie und nur 2% fiir die
Kombinationstherapie. Mit 23% war ebenfalls die Remissionsrate der Hochdosistherapie
um 14% hoher als die der Kombinationstherapie, allerdings konnte auch hier kein Vorteil
fiir die eine oder andere Therapie in Bezug auf das Gesamtiiberleben gefunden werden.”*
Insgesamt konnte in den soeben beschriebenen randomisierten Studien, bei 5-7% der
Patienten mit hochdosierter Interleukin-2 Therapie und bei 0-2% der Kontrollarme eine
komplette Remission der Erkrankung beobachtet werden. In den USA gilt die

hochdosierte Form der Interleukin-2-Therapie aufgrund von dauerhaften kompletten
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Remissionen, die in einigen klinischen Phase-1I-Studien beobachtet wurden und die mit

anderen Therapien nur sehr selten zu beobachten sind, als anerkannt.

In 39 der 58 Studien wurde Interferon-a als einer von mehreren Therapiezweigen
eingesetzt und als einzige Immuntherapie mit nicht-immunologisch wirksamen
Medikamenten verglichen. Dabei konnte gezeigt werden, dass die Therapie mit
Interferon-a effektiver war als eine Vielzahl nicht-immunologischer Therapievarianten. 5
Studien berichteten in diesem Zusammenhang iiber die entsprechenden Remissionsraten
und das Uberleben. In den Kontrollarmen von vier dieser Studien wurde

223 . . .
Einerseits wurde eine

Medroxyprogesteron und in einer Vinblastin verwendet.
spezielle nicht-immunologische Therapie einmal mit und einmal ohne Interferon-o
verabreicht, andererseits wurde Interferon-o alleine mit einer nicht-immunologischen
Therapieform verglichen oder die gemeinsame Gabe von Interferon-o. und Vinblastin mit

224 Die Patienten waren durchschnittlich 62 Jahre alt, 32%

einer Kontrolle verglichen.
hatten einen Performancestatus von 0 und 86% der Studienteilnehmer waren primir
nephrektomiert worden. Die Remissionsrate in den Interferon-a-Gruppen aller Studien
war generell hoher als die der Kontrollgruppen. In der Gruppe in der Vinblastin mit
Interferon-a kombiniert wurde, konnte Vinblastin keine zusitzliche positive Wirkung
aufweisen. Die Therapie mit Interferon-a zeigte in vier der fiinf Studien eine signifikant
geringere 1-Jahres-Mortalitit und die durchschnittliche mittlere Uberlebenszeit war bei
der Interferon-o Therapie mit 11,4 Monaten um 3,8 Monate ldnger als bei den
Kontrollen. Obwohl bei diesen Studien beide rekombinanten Interferonformen,

Interferon-a-2a und Interferon-o-2b, eingesetzt wurden, gab es keine Unterschiede in

Bezug auf die Remissionsraten oder das 1-Jahresiiberleben.**

Die fiinfte Studie beinhaltete einen Interferon-o. Arm, einen Medroxyprogesteronarm,
einen Arm mit subkutaner Interleukin-2 Gabe, einen mit der Kombination von
subkutanen Interleukin-2 und Interferon-a und schloss nur Patienten mit intermedidrer
Prognose und mehr als einer Metastase mit ein. Patienten mit einem progressionfreien
Intervall nach Nephrektomie von weniger als einem Jahr oder solche mit

226 . . .
In dieser Studie konnten nur sehr wenige

Lebermetastasen wurden ausgeschlossen.
Remissionen beobachtet werden und das Gesamtiiberleben zwischen den Armen war
nicht zu unterscheiden. Der Grund fiir das nur geringe Ansprechen auf die

Interferontherapie schien hier vorallem an der intermedidren Prognose der Patienten zu
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liegen. Trotz der in dieser Studie schlechteren Ergebnisse fiir Interferon im Vergleich zur
Kontrolle weist die Metaanalyse dieser fiinf Studien immer noch eine statistische

Signifikanz auf.

Obwohl die Therapie mit Interferon keine mit Todesféllen assoziierte Toxizitdt aufwies,
konnten verschiedene Nebenwirkungen der Therapie festgestellt werden. Hauptséchlich
wurden grippedhnliche Symptome beobachtet, wie beispielsweise Krankheitsgefiihl,
Muskelschmerzen, Fieber, Appetitlosigkeit und Miidigkeit. Fiir gewohnlich erlebten die
Patienten einen  Riickgang der Nebenwirkungsintensitit im  Laufe des
Behandlungszeitraums, allerdings musste bei zu starker interferoninduzierter Toxizitdt

eine Reduktion oder Unterbrechung der Therapie erfolgen.**’

In weiteren drei Studien mit insgesamt 559 Patienten wurde die Wirkung von Interferon-
o mit der von niedrig dosiertem Interleukin-2 verglichen. In jeder Studie gab es drei
Gruppen, wobei eine die Interferon-o Therapie, eine die niedrig dosierte Interleukin-2
Therapie und die letzte Gruppe eine Kombination aus beiden Threapien verabreicht

228 Unter den Studienteilnehmern der drei Studien konnte kein Unterschied

bekam.
zwischen der Interferon-oo und der Interleukin-2 Therapie, in Bezug auf die
Remissionsrate oder das 1-Jahresiiberleben, gefunden werden. Im Vergleich wurde eine
viel groflere Zahl an Nebenwirkungen im Zusammenhang mit der Interleukin-2 Therapie
beobachtet, als mit Interferon-o.. Besonders deutlich konnte man diese Tatsache daran
erkennen, dass die toxizititsbedingte Miidigkeit, die bei beiden Therapievarianten

eintreten kann, bei der Interleukin-2 Therapie doppelt so hiufig zu diagnostizieren war.**’

Neun weitere Studien haben sich damit befasst, inwieweit und mit welcher zusétzlichen
medikamentosen Therapie man Interferon-o kombinieren konnte, um eine bessere
Wirkung zu erzielen. Bei den zusitzlich eingesetzten Substanzen handelte es sich um
Hormone, eine Vinblastin Chemotherapie, Interefron-y, 13-cis Retinolsédure und diverse
andere Wirkstoffe wie Aspirin sowie Cimetidin alleine oder mit Cumarinen.”*’ Die
Kombination mit 13-cis Retinolsdure verbesserte zwar die Remissionsrate, fithrte aber
auch zu mehr Nebenwirkungen und konnte das 1-Jahres Uberleben nicht steigern. In
Zusammenschau aller genannten Comedikationen konnte keine wesentliche

Verbesserung der Remissionsraten oder der Uberlebenszeit ermittelt werden.
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Intensive Diskussionen begleiten die Fragestellung nach der Notwendigkeit einer
operativen Tumorentfernung mit nachfolgender Gabe von Interferon-a., bei Patienten mit
multipel metastasiertem Nierenzellkarzinom, da bei den meisten anderen mehrfach
metastasierten malignen neoplastischen Erkrankungen, kein operatives Vorgehen mehr
emphohlen wird. *' Diesbeziiglich wurde parallel sowohl in den USA als auch in Europa
eine randomisierte Studie bei Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom und in
Situ belassenen Primartumoren durchgefiihrt. In beiden Studien wurden Patienten einmal
mit versus einmal ohne primérer Nephrektomie verglichen. Zusitzlich wurde in beiden
Gruppen postoperativ eine subkutane Interferon-a Therapie zu je 5 millionen Einheiten
drei mal pro Woche begonnen. Eine Zulassung fiir diese Studien wurde nur jenen
Patienten erteilt, die einen operablen Primértumor und einen ECOG-Performance Status
von 0-1 aufwiesen.”” Eine teilweise oder vollstindige Remission konnte in 6% der
insgesamt 331 Patienten beider Studien festgestellt werden, allerdings gab es keinen
Hinweis auf einen signifikanten Unterschied zwischen den jeweiligen Kontollgruppen.
Trotz der geringen Remissionsinzidenz konnte in jeder der beiden Studien eine
Verldngerung des Gesamtiiberlebens erziehlt werden. In der Gruppe mit den
nephrektomierten Patienten konnte eine medianes Uberleben von 12,6 Monaten
berechnet werden, welches im Mittel um 4,8 Monate langer war als im Vergleich mit den
nicht operierten Patienten. Das mediane Uberleben fiir Patienten, die mit einem
Performancestatus von 0 nephrektomiert wurden und anschlieBend eine Interferon-a
Therapie erhielten, lag bei 17,4 Monaten und fiir die gleich therapierten Patienten mit
einem Performancestatus von 1, bei 4,8 Monaten. Diejenigen die eine Monotherapie mit
Interferon-a erhielten und einen Performancestatus von 0 aufwiesen, zeigten ein
medianes Uberleben von 11,4 Monaten, das im Vergleich zu jenen Patienten, die einen
Performancestatus von 1 hatten, um 6,9 Monate linger war. Dieser Uberlebensvorteil
innnerhalb des ersten Jahres wird allerdings sowohl durch die Morbiditit und die Risiken,
die nach einer Nephrektomie auftreten konnen als auch durch die nétige postoperative
Genesungsphase, die man bis zum Beginn der Interferon-o. Therapie abwarten muss, in
seiner Aussagekraft eingeschriankt. Von den 140 Patienten, an denen eine Nephrekotmie
durchgefiihrt wurde, mussten 18% postoperative Komplikationen hinnehmen, aber mit
Ausnahme einer schweren Komplikation, konnten die meisten Patienten innerhalb von 4
Wochen postoperativ mit der Interferon-o. Therapie beginnen.”> Besonderes Augenmerk

sollte in diesen Féllen aber auf den Performance Status der Patienten gelegt werden, da
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festgestellt wurde, dass sogar der Unterschied zwischen dem Performancestatus 0 und 1

einen groferen Einfluss auf die Prognose hatte, als die jeweiligen Therapien an sich.”**

Aufgrund solcher Studien scheint es angemessen, bei einem vorselektionierten
Patientengut mit metastasiertem Nierenzellkarzinom und einem hohen Performance
Status eine Nephrektomie, sofern diese operationstechnisch moglich ist, zu empfehlen.**
Die Festsetzung von pritherpeutischen Merkmalen, die das Uberleben prognostizieren
konnen, ist von besonderer Wichtigkeit wenn es um das weiterer therapeutische

Vorgehen und die Interpretation von klinischen Studien geht.**°

6.2.2 Chemotherapie

Bis heute gibt es keine standartisierte Therapie fiir Patienten mit fortgeschrittenem bzw.
metastasiertem Nierenzellkarzinom. Bis Ende der 90er Jahre gabe es kein einziges
Chemotherapeutikum, dass als Monotherapie oder in Kombination mit Interleukin-2 oder
Interferon-a eine stirkere Wirkung aufwies als die jeweiligen Zytokine alleine. Zu
diesem Zeitpunkt wurden Floxuridin und 5-Fluoruracil besonders intensiv untersuchten.
Letztere waren deshalb von besonderem Interesse, da sie nicht, wie andere
Chemotherapeutika durch Mechanismen des Multidrug-Resistance-Proteins aus der Zelle

geschleust wurden. **’

Hrushesky et al. konnte 1990 durch eine kontinuierliche
Floxuridine-Infusion, die in einem exakt definierten zirkadianen Rhythmus gegeben
wurde, eine Ansprechrate von nahezu 20% nachweisen.”® 1995 wurde von Yagoda et al
eine Studie mit 4000 Patienten, die am metastasierten Nierenzellkarzinom erkrankt
waren, durchgefiihrt und festgestellt, dass insgesamt nur bei 6% ein Chemotherapie-
assoziiertes Ansprechen zu erkennen war. In einer Subgruppe dieser Studie, die mit 5-
Fluoruracil oder Floxuridin behandelt wurde konnte eine Ansprechrate von 14% gezeigt

werden.” In Summe beschrinkte sich die Wirkung der verschiedenen Chemotherapien

auf einige wenige Monate und war somit von sehr kurzer Dauer.**’

Eine 1990 publizierte Studie von Fossa et al. mit 277 Patienten zeigte bei der Anwendung
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von Vinblastin noch geringere Ansprechraten von nur 4%.”" In Anbetracht der nur

gering bemessenen Uberlebenszeit des metastasierten Nierenzellkarzinoms und einer
spontanen Remissionsrate von weniger als 1% beziehungsweise maximal 5% nach

zytoreduktiver Nephrektomie, wurde die Vinblastintherapie als ineffektiv gewertet.”*
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Die Studie von Haas et al. aus dem Jahr 2003, konnte diese Erkenntnis unterstiitzen®*’
Von 2000-2004 wurden ebenfalls zahlreiche Chemo- und Immunotherapeutika alleine

oder kombiniert in Phase II- und IT1I-Studien getestet.”**

In der Studie von Ryan et al. aus dem Jahr 2002, fanden sich bei der Kombination von
Gemcitabin mit 5-Floururacil oder die von 5-Floururacil mit einer Immuntherapie
{iberpriift und es fanden sich Ansprechraten von 17% und 14,6%.>* Der Tausch von 5-
Floururacil gegen Capacetabin in einer bereits existierenden  dreifach-
Kombinationstherapie von 5-Floururacil, Vinblastin und Interferon, bewies eine
signifikante antitumorale Wirksamkeit und entsprechend der Studie von Oevermann et al.

aus 2002, auch eine gute Vertriglichkeit.**

Trotz des hohen Prozentsatzes an Patienten,
die durch Capecitabin eine Krankheitsstabilisierung erfuhren, zeigte dieses
Chemotherapeutikum nach einer Studie von Fizazi et al. 2003 nur eine begrenzte
Wirksamkeit bei bereits fortgeschrittener Tumorerkrankung.*”’  Alle aktuellen
verfiigbaren Daten beziiglich einer Chemotherapie weisen darauf hin, dass es weder eine
reproduzierbare antitumorale Wirksamkeit noch eine Verbesserung der Uberlebenszeit
von Patienten mit metastasiertem klarzelligen Nierenzellkarzinom gibt. Im Gegensatz
dazu scheinen, bei Patienten mit metastasierten nicht-klarzelligen Neoplasien oder mit

sarkomatoid differenzierten Tumoren der Niere, Chemotherapeutika wie Doxorubicin

und Gemcitabin eine klinische Relevanz aufzuweisen.?*®

6.2.3 Radiotherapie

Die meisten Studien, die sich mit der Strahlentherapie des fortgeschrittenen
Nierenzellkarzinoms  beschéftigt  haben, konnten keine Verbesserung des
Langzeitiiberlebens oder eine Reduktion der lokalen Remissionsraten nach postoperativer
Strahlentherapie zeigen. Aus diesem Grund gilt das Nierenzellkarzinom im Rahmen der
Primértherapie als nicht-strahlensensibel. Die Radiatio konnte sich jedoch fiir den Einsatz
als  palliative =~ MaBnahme bei  Metastasen  etablieren.”  Wenn  man
Nierenzellkarzinompatienten mit Knochenmetastasen kurzzeitig einer Radiotherapie mit
moderaten Strahlendosen aussetzt, kann diese palliative Maflnahme fiir 30-50% der
Patienten, vor allem im Hinblick auf die relativ geringe Lebenserwartung, sinnvoll
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sein.””’ In diesem Zusammenhang wurde die Radiatio auch bei Hirnmetastasen

eingesetzt.
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Eine prioperative Bestrahlung liefert den Patienten keinen zusétzlichen
Uberlebensvorteil. Die postoperative Bestrahlung wird bei Tumorstadien mit
perinephritischen Fettinvasionen, einer Invasion der Organgrenzen oder bereits der

251

Nebenniere diskutiert.”" Bei Patienten mit fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom, das mit

einer protrahierten Lebenserwartung verbunden ist, hat die Bestrahlung als Monotherapie

252 In eciner weiteren Studie konnte

keine ausreichende Wirkung auf das Uberleben.
gezeigt werden, dass die Kombination aus Immuno-Chemotherapie und Bestrahlung
nicht nur durchgefiihrt werden kann sondern auch gut toleriert wird. Alle Patienten dieser
Studie erfuhren eine deutliche Schmerzreduktion, die einen sehr wichtigen Teil des
palliativen Konzeptes darstellt. 3 der insegsamt 20 Studienteilnehmer zeigten eine
komplette, weitere 3 eine partielle Remission und 9 wiesen eine stabile Erkrankung auf.
Bei den restlichen 5 Patienten kam es im Laufe der Kombinationstherapie zur
Progredienz der Erkrankung. Wenn man diese Ergebnisse mit Daten fritherer Literatur
vergleicht in der entweder eine Immun- oder eine Radiomonotherapie eingesetzt wurde,
kann suspiziert werden, dass diese Form der Kombinationstherapie mdglicherweise eine
verstdrkte antitumorale Wirkung sowohl auf bestehende Knochenmetastasen als auch auf

das lokale Wiederauftreten des Nierenzellkarzinoms hat.?>

In 20-40% der Patienten mit systemischer Krebserkrankung breiten sich Metastasen auch
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auf das Hirn aus.”” Davon weisen nur 30-40% eine solitire Hirnmetastase au Diese
Patienten weisen zum Grofiteil eine schlecht Prognose auf. Mit einer
Corticosteroidtherapie, liegt das mediane Uberleben zwischen 1 und 2 Monaten und kann
mit einer Ganzhirnbestrahlung auf maximal 6 Monate verlingert werden kann.>>® Bei
einer Kombination einer Ganzhirnbestrahlung mit stereotaktischer Radiochirurgie als
Therapie von nicht resektablen singuldren Hirnmetastasen, konnten bessere Ergebnisse in
Bezug auf das Uberleben erzielt werden, als bei alleiniger Bestrahlung des Hirns. Die
stereotaktische Radiochirurgie fiihrt zu keinen Nebenwirkungen und sollte wegen des
positiven Einfluss auf den Performancestatus der Patienten, aber mit Berlicksichtigung
der TumorgroBe, gemeinsam mit der Ganzhirnbestrahlung als palliatives Konzept auch

bei Patienten mit 2 bis 3 Metastasen in Betracht gezogen werden.”’
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6.2.4 Therapie mit zielgerichteten Wirkstoffen

Die Vertreter der zielgerichteten Therapieformen, wie beispielsweise Sorafenib, Sunitinib
und Temsirolimus, die mittlerweile zur Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms
sowohl als Primir- als auch als Sekundértherapie eingesetzt werden, konnten bereits
bessere Ergebnisse aufweisen, als frithere Studien mit Zytokinen.”® Obwohl diese
Ergebnisse pro futuro sehr vielversprechend sind, darf nicht vergessen werden, dass eine
komplette Tumorremission durch diese Therapeutika nur selten erziehlt wird, da diese
Tumoren teilweise durch Escape-Mechanismen von der Therapie unbeeinflusst
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weiterwachsen konnen.

6.2.4.1 Sorafenib (Nexavar)

Bei diesem Medikament, handelt es sich um einen Hemmstoff, der sowohl die Serin- und
Tyrosinkinasen als auch die Rezeptortyrosinkinasen blockiert und auf diese Weise die
GefdBneubildung und Vervielfiltigung von Tumorzellen inhibiert. Dieser Wirkstoff
wurde erstmals 2005 von der FDA und ein Jahr spiter von der EMEA, als
Zweitlinientherapie flir jene Patienten mit fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom
zugelassen, bei denen die Primédrtherapie mit Zytokinen entweder keine Wirkung zeigte

oder aufgrund der Toxizitét nicht mehr toleriert wurde.*®

In der Zeit von November 2003 bis Mérz 2005 wurden in einer Placebo-korntrollierten
Phase-IIl —Studie wurden 903 Patienten mit fortgeschrittenem klarzelligen
Nierenzellkarzinom und guter oder intermedidrer Prognose nach Motzer in randomisierter
Form entweder der Therapie mit Sorafenib oder der Placebogruppe zugeteilt. Der primére
Endpunkt dieser Studie war das Gesamtiiberleben. Allerdings konnte in einer fiir 2005
geplanten Zwischenanalyse festgestellt werden, dass in der Sorafenib-Gruppe ein
statistisch signifikanter Vorteil fiir das progressionsfreie Uberleben nachgewiesen werden
konnte. Das progressionsfreie Uberleben lag in der Sorafenib-Gruppe mit 5,5 Monaten
um 2,7 Monate hoher als in der Placebogruppe weswegen nach einem Cross-over alle
Studienpatienten der Therapie mit Sorafenib zugefiihrt wurden. Eine partielle

Ansprechrate von 10% konnte in der Sorafenib-Gruppe und nur 2% in der Placebo-
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Gruppe, festgestellt werden. Insgesamt reduzierte die Sorafenibtherapie zwar das

Sterberisiko. Eine statistische Signifikanz konnte nicht ermittelt werden.*®'

6.2.4.2 Sunitinib (Sutent)

Hierbei handelt es sich, wie bei Sorafenib, um einen Multikinaseinhibitor. Dieser
Wirkstoff wurde erst im Jahr 2006 nach Versagen der Primértherapie mit Zytokinen als
Zweitlinienmedikament und im Jahr 2007 sogar als Erstlinientherapeutikum
freigegeben.”® In einer Multicenterstudie wurden 106 Patienten, die an einem
zytokinrefraktdren metastasierten klarzelligen Nierenzellkarzinom erkrankt waren,
solange mit Sunitinib behandelt bis es zu einer Krankheitsprogression, nicht mehr
akzeptablen Nebenwirkungen oder einem Ausstieg der Patienten aus der Studie,
gekommen war. Die Ergebnisse der letztlich 105 analysierbaren Studienteilnehmer
zeigten, dass bei 34% ein potentielles Ansprechen nachzuweisen war. Das mediane

progressionsfreie Uberleben lag bei 8,3 Monaten.*®

Da Sunitinib als Therapie beim
fortgeschrittenen zytokinrefraktdren Nierenzellkarzinom erfolgreich eingesetzt werden
konnte, wurde im Jahr 2007 eine klinische Phase-III-Studie begonnen, in der Sutinib
gegen Interferon-a, bei 750 Patienten mit nicht vortherapierten fortgeschrittenem
klarzelligen Nierenzellkarzinom und guter oder intermedidrer Prognose nach Motzer,
verglichen wurde. Das mediane progressionsfreie Uberleben war mit insgesamt 11
Monaten in der Sunitinibgruppe, um 6 Monate lidnger als in der Gruppe, die Interferon-a
erhalten hatte. Ahnlich verhielten sich die objektiven Ansprechraten, die in der
Sunitinibgruppe mit 31%, um 25% hoher waren als die der Interferongruppe.
Zusammenfassend konnte festgestellt werden, dass bei den mit Sunitinib behandelten

Patienten gegeniiber der Interferon-a-Gruppe ein lingeres progressionsfreies Uberleben

und ein héheres objektives Ansprechen zu beobachten war.***

6.2.4.3 mTOR-Inhibitoren (Temsirolimus (CCI-779), Everolimus)

Dieser Wirkstoff ist ein zielgerichteter Hemmer der mTOR (mammalian Target of
Rapamycin)-Kinase, einem Signalprotein, das das Zellwachstum und die Angiogenese
steuert. Im Jahr 2007 wurde eine dreiarmige Studie begonnen in die 626 Patienten mit

fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom und schlechter Prognose eingeschlossen wurden.
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Dabei wurde jeweils Temsirolimus und Interferon jeweils als Monotherapie und eine
Kombination aus beiden Single-Therapien einander gegeniiber gestellt. In der
Zwischenanalyse dieser Studie konnte festgestellt werden, dass jene Studienteilnehmer,
die mit Temsirolimus alleine therapiert wurden, ein signifikant héheres Gesamtiiberleben
aufwiesen, als jene, mit einer Interferon-Monotherapie. Die Ergebnisse, die zu einer
vorzeitigen  Studienbeendigung  gefiihrt hatten zeigten, dass das mediane
Gesamtiiberleben fiir jene Patienten, die nur eine Therapie mit Temsirolimus bekommen
hatten bei 10,9 Monaten, fiir jene, die nur Interferon bekommen hatten bei 7,3 Monaten
und fiir die, die eine Kombination aus beiden Préparaten verabreicht bekamen, bei 8,4
Monaten lag. Jene Patienten mit der Kombinationstherapie zeigten bemerkenswerter
Weise kein signifikant lingeres Uberleben, als jene Patienten die eine Interferon-
Monotherapie erhielten. Temsirolimus wurde als First-Line-Medikament fiir Patienten
mit metastasierten Nierenzellkarzinom und schlechter Prognose empfohlen. Fiir Patienten
mit guter und intermedidrer Prognose gibt es keine Daten beziiglich einer First-Line-

Therapie mit diesem Wirkstoff.?’

2008 wurde eine doppel-blinde, placebokontrollierte, Phase-III-Studie bei Patienten mit
metastasierten Nierenzellkarzinom durchgefiihrt, deren Erkrankung unter einer VEGF-
gezielten Therapie fortgeschritten war. Von den 410 Patienten, wurden 272 in die
Everolimus-Gruppe und 138 Patienten in eine Plazebogruppe randomisiert. Auch diese
Studie wurde nach der Zwischenanalyse aufgrund der signifikanten Unterschiede
vorzeitig gestoppt. Zu diesem Zeitpunkt war es bei 37% der Everolimus-Gruppe und bei
65% der Plazebogruppe zu einer Krankheitsprogression gekommen und das mediane
progressionsfreie Uberleben lag bei der Everolimus-Gruppe, bei 4 Monaten und war
somit um 2,1 Monate ldnger, als das der Kontrollgruppe. In Summe konnte nach einer
Therapie mit Everolimus im Vergleich zu einer Plazebogabe beim fortgeschrittenen
Nierenzellkarzinom mit frustraner VEGF-gezielter Therapie ein signifikant ldngeres
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progressionsfreies Uberleben nachgewiesen werden.

6.2.5 Antikorpertherapie

Mogliche Kombinationen verschiedener Therapieansidtze mit Antikdrpern werden derzeit
in Studien untersucht.”®’ Die bisherigen Ergebnisse versprechen vor allem fiir
Kombinationstherapien mit Bevacizumab ein zu beachtendes Potential in Bezug auf die
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Progression von bereits fortgeschrittenen Nierenzellkarzinomen.
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6.2.5.1 Bevacizumab (Avastin)

Die Bildung neuer Blutgefdf3e ist ein wichtiger Schritt im Wachstum von Tumoren und
Metastasen. Der Vascular Endothelial Growth Factor ist ein spezieller Mediator in
diesem Prozess, und wird auch in groBeren Mengen in soliden Tumoren nachgewiesen.
Mit Bevacizumab ist ein Wirkstoff entwickelt worden, der speziell diese
angiogenesfordernden Faktoren bindet und hemmt. Bevacizumab ist, ein humanisierter
monoklonaler Antikérper, der den VEGF-Rezeptor-1 und -2 erkennt und so die
biologisch aktive Form des VEGF, die an diese Rezeptoren bindet. Mit Bevacizumab
konnte bei Tumoren unterschiedlicher Genese die antiangiogenesische und antitumordse
Aktivitit unter Beweis gestellt werden.”® In einer plazebokontrollierten Phase-II-Studie
wurden von 116 Patienten, die primér eine Interleukin-2 Therapie bekommen hatten, 39
Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinom einer Hochdosis-, 37 einer Niedrigdosis-
Antikorpertherapie und 40 einer Plazebogabe unterzogen. Ein Cross-over der Patienten,
im Falle einer Krankheitsprogression, von der Plazebogruppe in die Gruppe mit der
Bevacizumabtherapie war moglich. Die Zwischenanalyse ergab, dass das
progressionsfreie Intervall der Gruppe mit der Hochdosis-Antikdrpertherapie sowohl
nach vier als auch nach acht Monaten signifikant {iber dem der Niedrigdosis-Therapie
und der Plazebo-Gruppe lag. Die Studie wurde vorzeitig abgebrochen, da das Intervall bis
zur Tumorprogression im Vergleich der Hochdosistherapie-Gruppe zur Plazebo-Gruppe
um den Faktor 2,55 signifikant langer war. Die abschlieBende Analyse zeigte zwar,
keinen signifikanten Unterschied in Bezug auf das Gesamtiiberleben, aber die
Bevacizumab-Therapie wies eine deutliche Verlingerung des progressionsfreien
Intervalls beim metastasierten Nierenzellkarzinom auf.”’® 2007 wurden in einer
multizentrischen Phase-III-Studie 649 Patienten mit einem primédr unbehandelten
fortgeschrittenen Nierenzellkarzinom und iiberwiegend guter bis intermedidrer Prognose
nach Motzer in zwei Gruppen mit einer Kombinationstherapie randomisiert. Die eine
Gruppe erhielt Bevacizumab und Interferon-o-2a, die zweite eine Kombinationstherapie
aus Interferon-a-2a plus einem Plazebo. Da wihrend der laufenden Studie neue
Zweitlinienmedikamente zugelassen wurden, musste die Studie zu diesem Zeitpunkt
»entblinded werden. 325 Patienten der Bevacizumab plus Interferon-o-2a Gruppe und

316 der Interferon-o-2a plus einem Plazebo Gruppe, erhielten zumindest eine Dosis der
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Studientherapie. Das mediane progressionsfreie Uberleben lag in der Gruppe mit
Bevacizumab plus Interferon-a-2a Gruppe bei 10,2 Monaten und war um 4,8 Monate
langer als in der Kontrollgruppe. Insgesamt kam es in der Bevacizumabgruppe zu acht
und in der Kontrollgruppe zu sieben Todesféllen. In drei Todesfédllen der Bevacizumab-
Gruppe wurde ein Zusammenhang mit der Antikdpertherapie vermutet. In dieser Studie
zeigte die first-line Kombinationstherapie mit Bevacizumab und Interferon bei Patienten
mit metastasierten Nierenzellkarzinom ein signifikant besseres progressionsfreies

Uberleben als eine alleinige Interferontherapie.””!

6.2.5.2 Antikorper gegen Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR)

Die grundsitzliche Idee, den EGF-Rezeptor als Ansatz fiir eine tumorgezielte Therapie
einzusetzen liegt darin zu begriindet, dass Verdnderungen der durch diesen Rezeptor
vermittelten Signaltransduktion einen immanenten Einfluss auf die Tumorproliferation
hat. *’> In einer Studie an der 88 Patienten mit metastasierten Nierenzellkarzinom
teilnahmen wurde Panitumumab, ein humaner Immunglobulin-G2 monoklonaler
Antikorper als Zweitlinientherapie eingesetzt, der speziell gegen den EGF-Rezeptor
ausgerichtet ist. Bei 76 Studienpatienten wurde eine immunhistochemische Fiarbung der
Gewebeproben durchgefiihrt wobei in 91% der EGF-Rezeptor nachgewiesen werden
konnte. Ein komplettes Ansprechen auf die Therapie konnte bei drei Patienten festgestellt
werden, partiell sprachen 2 Patienten an. In den ersten acht Wochen der Studie wiesen
50% der 88 Probanden ein stabiles Krankheitsstadium auf und das mediane
progressionsfreie Uberleben lag bei 100 Tagen. Besonders auffallend war, dass der
Schweregrad des kokomitanten Exanthems mit dem progressions-freien Uberleben in
Zusammenhang gebracht werden konnte. Im Gegensatz dazu konnte bei Patienten mit
einem niedrigen Hédmoglobin und erhdhter alkalischer Phosphatase ein erniedrigtes
progressionsfreies Gesamtiiberleben beobachtet werden. Insgesamt wurde das
Medikament gut toleriert, allerdings war das objektive Ansprechen auf diese Form der

Zweitlinientherapie gering.>”

In einer multizentrisch aufgebauten Phase-II-Studie, an der 55 Patienten mit
fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom teilnahmen, wurde Cetuximab als Monotherapie
verabreicht. Mit Einsatz dieses Antikorpers, der gegen den EGF-Rezeptor gerichtet ist,

konnte weder eine komplette noch eine partielle Remission erziehlt werden. Da das
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progressionsfreie Intervall, im Vergleich zu Daten, die mit Interferon-o. erhoben wurden,
besonders gering war, wurde empfohlen, keine weitere Untersuchung mit einer alleinigen

Cetuximabtherapie durchzufiihren.””*

Ein weiterer Vertreter der EGF-Rezeptorblocker ist Erlotinib, der in einer Studie
gemeinsam mit dem VEGF-Blocker Bevacizumab als Therapie bei Patienten mit
fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom eingesetzt wurde. Die Studienteilnehmer wurden
nach 2 Monaten reevaluiert, allerdings sollte die Medikation bei Therapieansprechen bis
zum Einsetzen einer mdglichen Krankheitsprogression weitergenommen werden. Ein
Viertel der Patienten zeigte nach dieser Zeit ein objektives Ansprechen auf die
Kombinationstherapie und bei weiteren 61% konnte ein stabiles Krankheitsstadium
nachgewiesen werden. 14% des Kollektivs wiesen zu diesem Zeitpunkt allerdings eine
Krankheitsprogression auf. Das mediane Gesamtiiberleben konnte zum Zeitpunkt der
Veroffentlichung noch nicht ermittelt werden, allerdings lag das mediane
progressionsfreie Uberleben nach einem Jahr bei 11 Monaten und das Uberleben nach 18
Monaten bei 60%. Der gemeinsame FEinsatz und die Effektivitit dieser, an zwei
unterschiedlichen Punkten ansetzenden Antikorper, erziehlt moglicherweise bessere
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Ergebnisse, als wenn diese in Form einer Monotherapie eingesetzt werden.*’

6.2.6 Leitlinien zur Therapie des fortgeschrittenen
Nierenzellkarzinoms

2008 wurde ein Therapieschema des National Comprehensive Cancer Networks (NCCN)
fiir Patienten mit fortgeschrittenem Nierenzellkarzinom verdffentlich. Die einzelnen
Untergruppen wurden den Prognosekriterien nach Motzer entsprechend, in niedrige,
mittlere und hohe Risikogruppen unterteilt. Als first-line Therapie fiir ein niedriges und
mittleres Risiko wurden dem Empfehlungsgrad und der Gewichtigkeit nach zuerst
Sunitinib (Grad-1), dann Bevacizumab plus Interferon-a (Grad-1), und zuletzt
Temsirolimus als Grad-2b beziehungsweise fiir nicht klarzellige Histologien als Grad-2a-
Empfehlung, vorgeschlagen. Patienten mit einem hohen Risiko sollten unabhédngig von

der Tumorhistologie Temsirolimus als (Grad-1)-Empfehlung bekommen.

In der second-line Therapie gelten alle Therapieempfehlungen, wiederum dem

Empfehlungsgrad und der Gewichtigkeit nach, fiir sémtliche Risikogruppen. Auch hier
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wurde Sunitinib bzw. Sorafenib als Grad-1-Empfehlung nach Zytokinen und als Grad-2a-
Empfehlung nach Tyrosinkinaseinhibitoren vorgeschlagen. Darauf folgend wurde
Temsirolimus mit Grad-2a nach Zytokinen und Grad-2b nach Tyrosinkinaseinhibitoren
empfohlen. Den dritten Platz in der Reihenfolge der Zweitlinientherapie nahm
Everolimus ein und wurde als Grad-1 Empfehlung nach einer Therapie mit
Tyrosinkinaseinhibitoren gehandhabt. An letzter Stelle der second-line Therapien wurde
Interferon-a, eine Hochdosis-Interleukin-2 Therapie und eine Bevacizumab Therapie mit
Grad-2b und eine Niedrigdosis-Interleukin-2-Therapie mit oder ohne Interferon-ov als
Grad-3 Therapie empfohlen. In Abbildung 4 sind die NCC-Leitlinien zur Therapie des

Nierenzellkarzinoms nochmals dargestellt.””

Nephrektomie u/o Medikamentose Therapie
Motzer - Prognosekriterien
geringes Risiko mittleres Risiko hohes Risiko
Sunitinib (Grad 1)
1 st-line
Bevacizumab + INF alfa {Grad 1) Temsirolismus
unabhingig von der
Temsirolismus (Grad2B)  Tumor- Histologie
nicht klarzellige Histologie (Grad 2 A)
Sunitinib/Sorafenib nach Zytokinen (Grad 1)
nach Tyrosinkinase Inhibitor (Grad 2 A)
. iroli i Grad 2 A
2 nd-line Temsirolismus nach Zytok.meln N (Gra )
nach Tyrosinkinase Inhibitor (Grad 2 B)
Everolismus nach Tyrosinkinase Inhibitor (Grad 1)
INF alfa, Hochdosis Interleukin-2, Bevacizumab (Grad 2 B)
Niedrigdosis Interleukin-2 {Grad 3)

Abbildung 4: NCC-Leitlinien zur Therapie des Nierenzellkarzinoms
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7 Einfluss von B7-H1 und B7-H3 auf das klarzellige
Nierenzellkarzinom

7.1 Das Glykoprotein B7-H1 (B7homolog1, PD-L1, CD274)

Eine adidquate T-Zellfunktion des menschlichen Immunsystems ist deshalb von
immanenter Wichtigkeit, da durch sie einerseits Pathogene erfolgreich ausgeschaltet
werden konnen, andererseits aber bei einer Funtionsstorung der T-Zellen daraus
autoimmunologische Prozesse und Krebserkrankungen resultieren konnen. Die
Aktivierung und Reaktion der T-Zellen auf ein Antigen ist einerseits von stimulierenden
und andererseits von hemmenden Cofaktoren, abhéngig. Diese cofaktoriellen Einfliisse
erfolgen primér durch eine Interaktion zwischen Molekiilen der B7 Familie und deren
CD28 Rezeptoren.””” Das bekannteste Erklirungsmodell fiir Co-Signale der T-Zell
Aktivierung ist die 2-Signal-Hypothese, wobei das erste Signal dadurch ensteht, dass der
T-Zell Rezeptor (TZR) mit einem Antigen in Kontakt tritt, das {iber den Major-
Histocompatibility (MHC)-Komplex einer Antigen-prdsentierenden Zelle (APZ), wie
beispielsweise einer dendritischen Zelle oder einem Makrophage, vermittelt wird. Das
zweite Signal entsteht durch die Bindung des Co-Rezeptors (Co-R) der T-Zelle an seinen
Co-Liganden (Co-L), der sich auf der Antigen-prisentierenden Zelle befindet. Dieses
zweite Signal ist das eigentlich entscheidende, da der Co-Rezeptor entweder stimulierend
oder hemmend auf auf den Antigenstimulus und letztlich die T-Zelle wirkt. In Abbildung
5 ist die Interaktion zwischen einer Antigen-prisentierenden Zelle (APZ) und einer T-
Zelle zu sehen. Das Bild A beschreibt den hemmenden Einfluss eines Co-Rezeptors (Co-

R) und das Bild B den stimulierenden Einfluss.”®
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Abbildung 5: 2-Signal-Hypothese

Die B7 Familie beinhaltet sieben Mitglieder: B7-1 (CD80), B7-2 (CD86), B7h (CD275),
B7-H1 (PD-L1=CD274), PD-L2 (B7-DC=CD273), B7-H3 (CD276) und B7x (B7-H4
oder B7S1). Diese konnen wiederum in Gruppen eingeteilt werden. Die Gruppe I besteht
aus B7-1, B7-2 und B7h, die Gruppe II aus PD-L1 und PD-L2 und die Gruppe III aus
B7x und B7-H3. Die entsprechenden Rezeptoren fiir die Gruppe I sind CD28, Cytotoxic-
T-Lymphocyte-Antigen-4 (CTLA-4) und Inducible Co-Stimulator (ICOS) allerdings
bindet B7-1 auch an Programmed-Death-Ligand 1 (PD-L1). Fiir die Gruppe II dient
Programmed-Death-1 (PD-1) als Rezeptor aber fiir die Gruppe III konnten die
zugehorigen Rezeptoren noch nicht eindeutig zugeordnet werden.””” Neben dem bereits
bekannten B7-1 und B7-2 wurde das B7-H1 Molekiil erstmals 1999 von Dong et. al als
damals drittes Mitglied der B7 Familie entdeckt. Bisher stellten die Molekiile der B7
Familie einen wichtigen kostimulatorischen T-Zell-Aktivierungspfad dar, der wiederum
eine antigenspezifische humorale- und zellmediierte Immunantwort initiiert. B7-H1
bindet zwar nicht an Rezeptoren wie, CD-28, CTLA-4 oder ICOS, fiihrt aber iiber einen
anderen Rezeptor zu einem T-Zellwachstum und einer Interleukin-10 Sekretion, die
wiederum  mit einer  verminderten  zelluliren = Immunantwort,  erhOhter

Immunglobulinproduktion und Anergie der zytotoxischen T-Zellen assoziiert ist.**" Die
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B7-H1 mRNA kann in nahezu allen Geweben des Menschen nachgewiesen werden,
allerdings ist die Zellmembran assoziierte Proteinexpression auf eine Zelllinie der

Makrophagen und Untergruppen von aktivierten T-Lymphozyten beschrénkt.

Die T-Zellfunktionen, wie Aktivierung, Proliferation, Gedachtnisfunktion und Zytolyse,
aber auch Aktivitdtsmangel bis hin zur Unempfindlichkeit und programmierter Zelltod,
hingen von einem sensiblen Gleichgewicht ab, das von positiven und negativen Signalen
beeinflusst wird. Kostimulatorische Molekiile konnen, abhingig von Zeitpunkt und Ort,
den Antrieb, das Wachstum, die Differenzierung und die funktionelle Reifung von T-
Lymphozyten steuern. Positive Signale fithren beispielsweise zu einer verstirkten
antigenspezifischen T-Zellaktivierung und negative zu einer Inaktivierung oder sogar
zum Zelltod der Selben. Mittlerweile konnte festgestellt werden, dass das B7-H1 Protein
durch Interaktion mit entsprechenden Rezeptoren anderer T-Lymphozyten, diese in ihrer
gesamten Aktivitit und speziell der antitumoralen Wirkung, hemmen kann. Die B7-H1
Expression konnte sowohl beim Nierenzellkarzinoms als auch bei weiteren malignen
Neoplasien, wie dem Mamma-,Colon- und Lungenkarzinom, nachgewiesen werden.
Daraus resultiert die Theorie, dass vor allem die Uberexpression dieses Molekiils, der
antitumoralen Immunabwehr entgegenwirkt und so auch den Einfluss immunologischer
Therapien schwicht.”® Weitere Studien lassen vermuten, dass B7-H1 sowohl eine
positive als auch eine negative T-Zellantwort herbeifiihren kann, da dieses Molekiil
einerseits in lymphatischen Geweben eine Aktivierung von naiven T-Lymphozyten
erleichtert und andererseits sowohl in peripheren Geweben als auch soliden Tumoren,
aktivierte T-Lymphozyten und T-Lymphozyten mit Geddchntisfunktion, hemmen
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kann.

Zu den positiv immunologisch beeinflussenden Coregulatoren gehdren zum
Beispiel OX-40 und 4-1BB. Eine gegenteilige Wirkung zeigen die Koinhibitoren B7-H1,
PD-1 oder CTLA-4, die in weiterer Folge die T-Zellfunktion herunterregulieren oder das
Uberleben und die Autoantigenerkennung vorzeitig beenden. Man vermutet, dass an
dieser Stelle auch der Ursprung und die Ursache fiir Autoimmunerkrankungen zu suchen

ist.>®

In vitro Untersuchungen konnten zeigen, dass eine B7-H1 Expression auf Tumorzellen,
verstarkt zu einer Apoptose der aktivierten T-Lymphozyten fiihren und in diesem
Zusammenhang eine B7-H1 Expression auf aktivierten T-Zellen nicht nur das Uberleben,

sondern auch die Funktion der T-Lymphozyten herabsetzten kann. Die tumorassoziierte
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Inhibierung der T-Zell mediierten Immunitdt entsteht durch eine Interaktion zwischen
dem B7-H1 Glykoprotein auf Tumorzellen und dem PD-1 Rezeptor oder einem noch
nicht identifizierten nicht-PD-1 Rezeptor auf T-Zellen, da es in weiterer Folge zu einem
Stillstand der lymphozytiren Zellzyklusprogression kommt. Diese Daten lassen
vermuten, dass B7-H1 einerseits die organspezifische Toleranz im normalen gesunden
Gewebe reguliert und andererseits das Tumorwachstum erleichtert, weil sich die
neoplastischen Zellen der immunologischen Kontrolle durch eine Art Escape-
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Mechanismus entziehen konnen.

Der (PD-1) Rezeptor gehort zur B7 Familie der kostimulatorischen Molekiile, die Signale
von antigenspezifischen Rezeptoren der T-Zellen modulieren und so die Aktivierung oder
Inaktivierung und das Uberleben der T-Lymphozyten mitbeeinflussen.”® Eine Expression
des PD-1 Glykoproteins konnte bisher auf aktivierten T- und B-Zellen sowie auf
Makrophagen und reifen dendritischen Zellen nachgewiesen werden.”*® B7-H1 (=PD-
L1), bindet im Gegensatz zu B7-1 und -2 weder an CD-28 noch an CTLA-4, aber
gemeinsam mit B7-DC (PD-L2) als bisher einzige Liganden an den PD-1 Rezeptor.
Versuche mit Méusen deuten darauf hin, dass PD-1 als ein negativer Regulator der
Immunantwort wirkt, da es bei PD-1-inaktivierten Mausen zu autoimmunologischen
Prozessen in Form von Glomerulonephritiden, Arthritiden oder Kariomyopathien kam.*’
Eine 2007 veroffentlichte Studie zeigte in diesem Zusammenhang, dass der PD-1
Rezeptor vorallem von mononukledren Immunzellen exprimiert wird, die
Nierenzellkarzinome infiltrieren und diese Tumore héufiger einen signifikant groferen
Durchmesser, ein hdheres Grading und {iberregionale Lymphknotenmetastasen
aufweisen. Auch das spezifische Sterberisiko und die Gesamtsterblichkeit waren bei

Tumoren mit PD-1 positiven infiltrierenden Immunzellen erhoht.**®

In Tierversuchen mit genetisch identen Miausen konnte gezeigt werden, dass eine
Blockade der B7-H1 Proteine mittels spezifischer Antikorper, auf kiinstlich {ibertragenen
B7-H1 positiven Tumorzellen, die antitumorale Aktivitdt der T-Lymphozyten um vieles
verstdrkte und hiermit ein mdglicher weiter zu untersuchender Therapieansatz im
Zusammenhang mit B7-HI positiven malignen Neoplasien, entdeckt wurde.”®
Interessanterweise zeigt die Studie von Dong et al., dass sich das B7-H1 Molekiil aber
nicht auf den Zelloberflichen des proximalen Tubulussystems der Nierenrinde

nachweisen lésst, die eigentlich dem Ursprung des Nierenzellkarzinoms entspricht.>”
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In einer rezenten Studie wurde die B7-H1 Glykoproteinexpression und das Uberleben
von Patienten mit einem Nierenzellkarzinom korreliert. Die Analyse ergab, dass eine
erhohte B7-H1 Expression mit einem drei Mal hoheren Risiko vergesellschaftet war an
dieser Erkrankung zu versterben. Gleichfalls konnte der Nachweis erbracht werden, dass
ein erhohter Level an tumorinfiltrierenden B7-H1 positiven Lymphozyten ebenfalls mit
einer gesteigerten krankheitsspezifischen Sterberate assoziiert ist. Die Kombination
beider Variablen ergab einen noch aussagekriftigeren Parameter fiir das Uberleben der
Patienten und korrelierte zusétzlich mit dem Befall regiondrer Lymphknoten, der

Metastasenbildung, einem héheren Grading, und Tumornekrosen.*”!

Die Frage nach dem
Langzeitiiberleben von Patienten mit B7-H1 exprimierenden Nierenzellkarzinomen, hat
gezeigt, dass die 5-Jahres-Uberlebensrate von Patienten mit positiven B7-H1 Tumoren
bei 42% und ohne B7-H1 Expression bei 83% liegt. Dieses erhdhte Sterberisiko konnte
auch in multivariaten Studien bestdtigt werden, die ebenfalls das Stadium der

Lymphknotenmetastasierung, das Grading, den Performancestatus und SSIGN-Score

mitberiicksichtigen.””

Das Glykoprotein B7-H1 reprisentiert eine Zielstruktur filir zukiinftige antitumorale
Immuntherapien und bietet sich eventuell auch als niitzlicher Prognosefaktor fiir das
Uberleben von Nierenzellkarzinompatienten oder deren Ansprechen auf immunologische

Therapieansitze an.””

7.2 Das Glykoprotein B7-H3

Die Rolle der B7-H Molekiile (B7-H1, -H2, -H3, -H4) in der Tumorentstehung und in
Bezug auf immunologische Einfliisse, ist bislang noch nicht eindeutig gekldrt. Obwohl
die Expression der B7-H Molekiile prinzipiell auf lymphoide Zellen beschrédnkt ist,
konnten diese auch an Zelloberfldchen einiger humaner maligner Tumoren nachgewiesen
werden. Bisher konnte gezeigt werden, dass die Expression von B7-H1 und B7-H4 auf
Tumorzellen des klarzelligen Nierenzellkarzinoms, nicht nur mit schlechten
pathologischen Tumoreigenschaften, sondern auch mit einer geringen Uberlebensrate
korreliert. Der Grund dafiir scheint auch hier darin zu liegen, dass das Immunsystem

durch diese Liganden neutralisiert wird.
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Die Mechanismen, die die Expression regulieren sind noch nicht klar dargelegt. So findet
man die B7-H3 mRNA einerseits in mehreren gesunden Geweben, sie wird aber auch von
Monozyten und dendritischen Zellen exprimiert. Andererseits wird dieses Glykoprotein
ebenso von den Zellen des klarzelligen Nierenzellkarzinoms als auch vom
malignomassoziierten GefiBsystem gebildet.** CD4- und CD-25 positive T-Zellen sind
in vivo in unmittelbarer Ndhe von dendritischen Zellen zu finden und beeinflussen deren
funktionellen Reifungsstatus dahingehend, dass die dendritischen Zellen vermehrt das
inhibitorisch wirkende B7-H3 Protein hochregulieren und dadurch zu einer verminderten
Bildung von MHC-Peptid-Komplexen und in weiterer Folge zu einer verminderten
Stimulation der T-Zell-Funktion fiihren. Letztendlich induzieren diese T-Zellen im
Gegenzug die Bildung eines immunsupprimierend wirkenden Phénotyps der

295 Letztes Jahr konnte bereits eine losliche Form des B7-H3

dendritischen Zellen.
Proteins entdeckt werden, die von Monozyten, dendritischen Zellen, aktivierten T-Zellen
und ausschlieBlich B7-H3 positiven Tumorzellen freigesetzt wurde. Diese freigesetzte
aktive Form des B7-H3 Glykoproteins, die durch eine Matrix-Metalloproteinase von den
Zelloberflachen gelost wird, kann an einen B7-H3 Rezeptor auf aktivierten T-Zellen
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binden und diese regulatorisch beeinflussen.

In einer 2008 verdffentlichten Studie wurde erstmals untersucht inwieweit die B7-H3-
Glykoproteinexpression das Outcome von Patienten mit klarzelligem Nierenzellkarzinom
beeinflusst. Insgesamt wurden 743 Patienten mit einem unilateralen klarzelligen
Nierenzellkarzinom, die zwischen 1990 und 1999 einer Nierenteilresektion oder
Nephrektomie unterzogen wurden, in die Studie aufgenommmen. Die Farbungen der
verschiedenen Schnitte mit dem Antikdrper war auf allen glykoprotein-positiven
Schnitten gleich intensiv, im Gegensatz dazu zeigte das angrenzende nichttumorale B7-
H3-negative Nierenparenchym keine positive Antikorperreaktion und konnte somit nicht
angefarbt werden. Die B7-H3 Expression der Zellen des klarzelligen
Nierenzellkarzinoms und die  symptomatische  Prédsentation, ein  grofler
Tumordurchmesser, ein fortgeschrittenes TNM-Stadium, ein hdheres Grading,
Tumornekrosen und eine vorhandene sarkomatoide Differenzierung konnten allesamt in
eine statistisch signifikante Beziehung gesetzt werden. Auch erhohte B7-H3
Expressionen in Tumorgefien waren signifikant mit schlechteren klinischen und
pathologischen Merkmalen assoziiert. Nierenzellkarzinompatienten, mit B7-H3 positiven

Tumorzellen oder diffuser TumorgefdBexpression dieses Molekiils, hatten ein 3 mal
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hoheres Risiko an ihrer Grunderkrankung zu versterben als jene die dieses Glykoprotein
nicht exprimierten. Die Studienergebnisse zeigten, dass die B7-H3 Expression der
Tumorzellen und der Tumorgefdfle, statistisch signifikant mit mehreren prognostisch
negativen klinischen und pathologischen Faktoren in Vebindung gebracht werden konnte.
In Zusammenhang mit dem klarzelligen Nierenzellkazinom erinnert das
Expressionsprofil und die damit verbundene Prognose von B7-H3 an jenes von B7-H1
und B7-H4. Mit Letzterem teilt sich B7-H3 noch die Eigenschaft, dass beide
Glykoproteine von Tumorgefilen des klarzelligen Nierenzellkarzinoms verstarkt
exprimiert werden. B7-H3 konnte in der Zukunft selbst einen prognostisch wertvollen
Marker darstellen, um Patienten mit lokalisierten Tumoren, aber gleichzeitig hohem
postoperativen Risiko fiir eine Progression der Grunderkrankung, herauszufiltern und

. . : . 29
eventuell einer adjuvanten Therapie zuzufithren.>”’
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8 Studie

Expression der Glykoproteine B7-H1 und B7-H3 auf Tumorzellen von Patienten mit
metastasiertem klarzelligen Nierenzellkarzinom. Einfluss der Glykoproteine auf die

Prognose.

8.1 Ziel der Studie

Fiir Patienten mit der Diagnose metastasiertes klarzelliges Nierenzellkarzinom galt seit
dem Jahr 1998 an der Universitétsklinik fiir Urologie des LKH Graz, die Kombination
aus Interferon-a und Interferon-y als Standardtherapie. Die bisherigen Studienergebnisse
zu dieser Form der Therapie, waren international aufgrund besonders niedriger
Ansprechraten eher enttduschend. Im Jahr 2006 gab es mit den Tyrosinkinaseinhibitoren,
erstmals die Hoffnung auf eine besser wirkende Medikation, die allerdings nur als
Second-line-Therapie, nach Versagen von Interferon oder dem Auftreten von
Unvertriglichkeiten, zum Einsatz kam. Zum heutigen Zeitpunkt werden die
Tyrosinkinaseinhibitoren bereits als first-line Medikamente eingesetzt.

Das Ziel der Studie war die B7-H1 und B7-H3 Expression auf den Tumorzellen jener
Patienten zu analysieren, die im Laufe ihrer Erkrankung Metastasen enwickelt hatten und
eine Interferontherapie bekommen hatten. Die Gruppe, die B7-Hl und B7-H3
exprimierte, wurden mit jener Gruppe, bei der diese Glykoproteine nur schwach oder gar
nicht exprimiert wurden, verglichen. Weiters wurde untersucht, ob jene pathologischen
Parameter, die durch den SSIGN-Score zusammengefasst wurden, mit dem Uberleben
und der Glykoproteinexpression der Probanden korrelierte. Fiir die Studie wurde
postuliert dass jene Patienten, die durch die Interferontherapie profitierten, keine oder nur
geringe Expressionmengen der Glykoproteine B7-H1 und B7-H3 auf den
Tumorzelloberflichen aufweisen miissten. Vize versa wiirde sich auch das bessere
Ansprechen auf die Interferontherapie erkldren. Bei entsprechender Bestitigung dieser
Annahme, konnte man in weiterer Folge bereits zum Zeitpunkt der Erstoperation, wenn
noch keine Metastasierung vorliegt, die Hochrisikopatienten detektieren und diese

eventuell einer adjuvanten Therapie zufiihren.
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8.2 Material und Methoden

Initial wurden 250 Patienten evaluiert, die sich einer Nephrektomie unterzogen hatten
und zum Zeitpunkt der Operation oder im weiteren Verlauf der Erkrankung Metastasen
eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms entwickelt haben. Zu den in die Studie
eingeschlossenen Probanden zdhlten alle jene Patienten, die an einem metastasierten
klarzelligen Nierenzellkarzinom erkrankt waren und in der Zeit zwischen 1995 und 2006,
zumindest flir 3 Monate, eine Interferontherapie an der Universitétsklinik fiir Urologie
des LKH Graz bekommen hatten. Als relevante Parameter, die erhoben wurden, zihlte
der OP-Zeitpunkt, die Tumorgréfe, das TNM-Stadium, die Metastasenlokalisation zum
Zeitpukt der OP, der Differenzierungsgrad, das Vorhandensein von Tumornekrosen oder
einer sarkomatoiden Differenzierung, der Zeitpunkt einer allfdlligen Metastasektomie, die
Dauer der Interferontherapie, eine Therapieumstellungen, die letzte urologische
Kontrolle, der letzte dokumetierte Arztbesuch, sowie das Uberleben. Insgesamt konnten
nach diesen Vorgaben 78 Patienten in die Studie aufgenommen werden. Die
histopathologischen Schnitte die ausschlieBlich durch die Befundnummern jener 78
Patienten gekennzeichnet waren, wurden anschlieend am Institut fiir Pathologie Graz, in
Unkenntnis der Diagnose, der Patientenidentitit oder der Krankengeschichte erneut von
einem Pathologen befundet. Nach der Reevaluierung wurden 33 histologische Schnitte
als nicht eindeutig klarzellige Nierenzellkarzinome eingestuft, weshalb letzlich 45
Patienten in der Studie verblieben. In Zusammenarbeit mit dem Zentrum fiir
medizinische Grundlagenforschung wurden, die fiir beide Antikdrperfirbungen jeweils
doppelt vorhandenen histologischen Schnitte der 45 Patienten, immunhistochemisch

bearbeitet.

8.2.1 Farbemethode des Tumorgewebes

Der Antigen-Nachweis der gesuchten Glykoproteine B7-H1 und B7-H3 erfolgte anhand
der Bindung eines gegen das Antigen gerichteten Antikorpers. Fiir B7-H3 wurde der
Anti-human B7-H3 Antikorper (R&D Systems, Cat.no. AF1027) verwendet und gegen
das B7-H1 Glykoprotein der Anti-CD274 Hasen-Antikdrper (Novus Biologicals, no.
NBP1-03220) eingesetzt. Eine Visualisierung dieser Bindung konnte nur iiber einen
zweiten Antikorper erreicht werden. Dies wird dadurch ermdglicht, dass ein

Zweitantikorper eingesetzt wird, der gegen die Immunglobuline der Spezies gerichtet ist,
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in der der Erstantikorper produziert worden war. Da fiir die Detektionsreaktion dem
Zweitantikorper das Enzym Meerrettichperoxidase angeheftet wurde, konnte im letzten
Schritt, nach Hinzugabe des Substrats 3,3’ Diaminobenzidin (DAB), ein brauner
Niederschlag in den Bereichen des Schnittes mit postiver Reaktion, beobachtet werden.
Damit der Antikorper das Antigen iiberhaupt erkennen konnte, war es ndtig ein
sogenanntes ,, Antigen-retrieval® durchzufilhren. Zu diesem Zweck miissen initial
samtliche Quervernetzungen, die durch die Fixierung entstanden sind mittels Hitze gelost
und die Schnitte von Paraffin befreit werden. Zu Vorbehandlung, des auf den
Objekttragern vorhandenen Tumorgewebes, gehort ebenfalls die Neutralisierung der

gewebeeigenen Peroxidase. Dies erfolgt mittels einer Losung von H202 in Methanol.

8.2.1.1 B7-H3

Parallel zur Farbung der B7-H3 Glykoproteine, mittels der zuvor beschriebenen
zweistufigen  Antikorperbindung wurde eine Farbung von Negativkontrollen
durchgefiihrt. Da es sich um Paraffinschnitte der klarzelligen Nierenzellkarzinome
handelte, wurden diese zuerst in einen Objekttragerbehilter geschlichtet und dann bei 65
Grad Celsius fiir 30 Minuten in einem Inkubator erhitzt. AnschlieBend wurden die
Objekttrager flir die weitere Bearbeitung deparaffiniert und rehydriert. Daflir wurden
diese, fiir 2 Mal 4 Minuten in eine Xylollosung, dann jeweils 4 Minuten lang in
100%iges, 70%iges und 50%iges Ethanol getaucht und schlieBlich fiir jeweils 2 Minuten
in destiliertem Wasser und phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) gebadet. Nach dieser
Prozedur wurden die Schnitte in einen Behélter mit der Dako Cytomation Target
Retrieval Solution mit dem pH 9,0 geschlichtet, dann in der Biocare Medical Decloaking
Chamber fiir 10 Minuten bei 120 Grad Celsius gekocht und innerhalb von 30 Minuten
wieder auf 85 Grad Celius abgekiihlt. Nach dreimaliger Reinigung der Objekttriager fiir
jeweils 10 Minuten in PBS wurde in weiterer Folge der Peroxidaseblock durchgefiihrt,
wodurch die spezifischere Fiarbung des Tumorgewebes unterstiitzen und eine
unspezifische Farbung des Hintergrundgewebes durch den Antikorper verhindert wird.
Dies erfolgt in einem Gemisch aus 58 ml Methanol plus 2 ml 30%iger H202 Losung, fiir
circa 20 Minuten. Danach werden die Schnitte, erneut 3 Mal fiir je 10 Minuten in PBS

gewaschen.
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Nach dieser Vorbehandlung wird im ersten Schritt der Anti-human B7-H3 Antikorper
(R&D Systems, Cat.no. AF1027) eingesetzt werden. Zu diesem Zweck wird dieser
Antikorper mit Dako Antikdrperdiluent (S080981) im Verhéltnis 1:20 verdiinnt. Die
Gesamtmenge der Losung setzte sich aus dem Produkt der Objekttrigeranzahl und den
150-200 ul, die von diesem Gemisch pro Slide gebraucht wurden, zusammen. Parallel
dazu wird ein zweiter Schnitt jedes einzelnen Tumorpriparates mit der Goat-IgG-
Negativkontrolle (Fa. Linaris) behandelt, die aber zuvor ebenfalls mit dem selben
Antikorperdiluent in einem Verhéltnis von 1:1000 verdiinnt wird. Um eine optimale
Vorraussetzungen fiir die Anbindung der Antikérper an die jeweiligen Antigene zu
schaffen werden die Proben im Shannon-System fiir 30 Minuten inkubiert. Nach diesem
Prozedere, werden die Schnitte erneut jeweils 3 Mal mit der phosphatgepufferten

Salzlosung ,,gereinigt .

In einem zweiten Schritt wird der Rabbit anti goat HRP-Antikorper (Fa. Dako), der an
den Anti-human B7-H3 Antikérper binden sollte in einer Konzentration von 0,5 g/l mit
dem Antikorperdiluent, in einem Verhéltnis von 1:150 gemischt, 200 ul davon in jede
Kammer des Shannon-Systems pipettiert und fiir weitere 30 Minuten inkubiert. Danach
wurden alle Slides wieder 3 Mal mit PBS ,,gewaschen®. AbschlieBend werden die
Schnitte, mit einem Gemisch aus 20 ul 3, 3’-Diaminobenzidin (DAB) und 1 ml
Substratpuffer, benetzt. Da die Detektionsreaktion bei fast allen Schnitten sehr stark war,
wurde dieser Vorgang nach 10 Sekunden, mittels Eintauchen der Schnitte in PBS,
abgebrochen, um eine zu starke Braunfarbung des Gewebes zu verhindern. AbschlieBend,
wurden alle Schnitte flir 3-10 Sekunden mit Hdamalaun nach Mayer gegengefiarbt und
dann durch ein zweiminiitiges Bad in heiBem Wasser geblaut. Als letzter Schritt wurden
die Proben zur Dehydrierung in aufsteigender Reihenfolge fiir jeweils 2 Minuten in
50%iges, 70%iges, 90%iges, 100%iges Ethanol und letzlich Xylol eingelegt. Nach
Applikation von Xylol (Tissue Tek Coverslipping Resin) werden die Gewebeproben mit

einem Deckglas versehen.

8.2.1.2 B7-H1

Die Féarbung des B7-HI1 Glykoproteins wurde nach einem fast identen Schema
durchgefiihrt. Nachdem alle Proben deparaffiniert und rehydriert wurden, wurden die
Schnitte wie bei der B7-H3 Farbung behandelt und in der Biocare Medical Decloaking
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Chamber fiir 10 Minuten bei 120 Grad Celsius gekocht und innerhalb von 30 Minuten
wieder auf 85 Grad Celius abgekiihlt. Nach dem Waschen in PBS wurde in weiterer
Folge ein Peroxidaseblock durchgefiihrt. Um bei der Firbung mit dem Anti-CD274
Hasen-Antikorper (Novus Biologicals, no. NBP1-03220) eine unspezifische
Hintergrundfarbung bestmdglich zu minimieren, wurde auf jedem der Schnitte zusétzlich
ein Ultra-V-Block fiir 5 Minuten durchgefiihrt. AnschlieBend wurde wiederum eine Anti-
CD274 Antikorper-Antikorperdiluent-Losung im Verhéltnis vin 1:200 angefertigt, die
einerseits zu einem Teil aus Antikdrpern und andererseits aus Dako-Antikdrperdiluent
bestand. Im gleichen Arbeitsschritt wurde fiir die Behandlung der Zweitschnitte jedes
einzelnen Tumorpriparates, die Rabbit-IgG-(I-1000) Negativkontrolle von Linaris in
einem Verhéltnis von 1:1000, ebenfalls mit dem selben Antikdrperdiluent wie zuvor,
verdiinnt. Nachdem jeweils einer der doppelt vorhandenen 45 Objekttrager, einmal mit
200 wul der Anti-CD274-Antikorper-Antikorperdiluent-Losung und der Zweite mit 200 ul
der Rabbit-IgG-(I-1000) Negativkontrolle von Linaris benetzt wurde, wurden alle
Schnitte fiir 30 Minuten in einer Humid Chamber inkubiert, um optimale
Vorraussetzungen fiir die Anbindung der Antikérper an die jeweiligen Antigene zu
schaffen. Nach erfolgter Reinigung mit PBS werden die Proben mit dem Primary
Antibody Enhancer benetzt und fiir weitere 10 Minuten in der Humid Chamber inkubiert.
Nach einer neuerlichen PBS-Reinigung wurden die Schnitte mit dem HRP Polymer
benetzt, fiir 30 Minuten in der Humid Chamber aufbewahrt und wieder mit PBS
»gereinigt”. Um eine erfolgreiche Farbung des B7-H1 Glykoproteins sehen zu konnen,
mussten alle 90 Objekttrager, ebenfalls mit einem Gemisch aus 20 ul 3, 3’-
Diaminobenzidin (DAB) und 1 ml Substratbuffer, benetzt werden. Die abschliefende
Féarbung und Fixierung der Priparate wird in exakt gleicher Weise wie bei der B7-H3-

Darstellung durchgefiihrt.

8.2.2 Digitalisierung und Bearbeitung der Schnitte

Nachdem alle 45 Tumorgewebeproben mit den entsprechenden Antikdrpern geférbt
worden waren, wurden alle Schnitte eingescannt und digitalisiert. Zu diesem Zweck
wurde das Aperio Technologies Scan Scope Modell T3 verwendet. Hierbei handelt es
sich um einen Scanner, der in der Lage ist, Proben von Gewebeschnitten je nach Objektiv
in 20-facher beziehungsweise 40-facher-mikroskopischer Vergroflerung einzuscannen

und mit einer entsprechend hohen Auflésung zu digitalisieren. Fiir diese Studie wurde
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eine maximal 20-fache VergroBerung gewihlt, da hier bereits die Tumorzellmembranen
und Zellkerne ausreichend darstellbar waren. Mit der entsprechenden Scan Scope
Software konnte man den genauen Bereich auf dem Objekttriger in dem sich der
Gewebeschnitt befand und der digitalisiert werden sollte, eingrenzen. Fiir die Bearbeitung
und Analyse kam die Image Scope Software von Aperio Technologies zur Anwendung.
Mit diese Software wurde jene Stellen des Tumorgewebes, die eine positive Antigen-
Antikorper Reaktion aufwiesen und aufgrunddessen eine Braun-Férbung zeigten,
ermittelt und analysiert. Mit Hilfe des Positive-Pixel-Count Algorythmus des Image
Scope Programms konnte die Anzahl der Pixel mit einer spezifischen Farbung im
gescannten Schnitt quantifiziert werden. Aufgrund der Tatsache, dass in den einzelnen
Gebeschnitten nicht nur Tumorgewebe, sondern auch eingefirbte Gefdlllumina,
Bindegewebe, Fettgewebe und einzelne Artefakte zur darstellung kommen, wurde bei
jeder Gewebeprobe eine Referenz-Region definiert, die ausschlieBlich Tumorgewebe
beinhaltete. Nach der Defintion des Analysebereiches, wurde der Positive-Pixel-Count
(PPC-) Algorithmus gestartet. Die Eingabeparameter fiir die gesuchte Farbe, wurden
bereits vom Hersteller fiir die Quantifizierung brauner Farbtone vorgegeben und fiir die
Studie verwendet. Auf der Basis von nummerisch bestimmten Farbwerten, die fiir die
Farben Rot (0,0), Griin (0,33) und Blau (0,66) festgelegt waren, resultiert fiir die Farbe
Braun, ein Zahlenwert von 0,1, der sich aus der Verkniipfung von Rot und Griin ergab.

Der Erkennungsprozess der eingefdrbten Areale basiert auf dem HSI (Hue=Farbton,
Saturation=Farbsittigung, Intensity=Farbintensitit)-Kreis, welcher in Abbildung 6 zu
sehen ist und dessen Einstellungen in der Eingabetabelle fiir den PPC-Algorithmus
verdndert werden konnen. Sédmtliche wesentliche Parameter und zugeordnete Werte des

Positive-Pixel-Count Algorithmus, sind in Tabelle 4 aufgelistet.*”®
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Abbildung 6: HSI-Kreis
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Kreislinie, ein schwicheres nahe dem

Kreismittelpunkt

0,04

Iwp (High)

Obere Intensititsgrenze fiir schwach-positive
Pixel;

Pixel, die eine niedrigere Intensitdt als Iwp
besitzen aber die Farbton-/Sittigungslimits

nicht erreichen werden als negativ gewertet

220

Iwp (Low) = Ip (High)

Iwp (Low)=Untere Intensititsgrenze fiir
schwach positive Pixel,
Ip (High)=Obere Intensititsgrenze fiir

positive Pixel

175

Ip (Low) = Isp (High)

Ip (Low)=Untere Intensititsgrenze fiir
positive Pixel;
Isp (High)= Obere Intensitdtsgrenze fiir stark

positive Pixel

100
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Isp (Low) Untere Intensitdtsgrenze fiir stark positive Pixel 0

Intensity *  Wird nicht durch den Farbkreis repréisentiert;

* Ist das MaB der Helligkeit eines Pixels;

* Ist proportional zur Menge an Licht, die durch
einen Schnitt gelangt;

e Je groBer die Helligkeit eines Pixels, desto
groBer ist die Intensitét

e Stellt den Durchschnitt der Rot+Griint+Blau
Werte; dar (=R+G+B/3);

* Reicht von 0 (=schwarz) bis 255 (=hell,weil3)

Tabelle 4: PPC-Algorithmus Eingabedaten

Die Eingabeparameter des PPC-Algorithmus erlauben es, die gesuchte, positive
Pixelfarbe zu definieren und schwach-positive, positive und stark-positive Grenzwerte fiir
die Intensitit festzulegen. Die Intensitét ist proportional zur Menge an Licht, die durch
einen Schnitt durchgeht, das heil3t, je hoher die Intensitét, desto heller, schwécher positiv
und weniger intensiv wird ein Pixel bei der Messung wahrgenommen. Die Stérke,
Intensitit und Helligkeit des Pixel-Brauntons im geférbten und eingescannten Tumorareal
wurde vom PPC-Algorithmus durch die Farben Rot, Orange und Gelb in einer ,,Pseudo-
color mark-up Darstellung® visualisiert. Jedes Braun-positive Pixel wurde in einem
Intensitétsbereich von 220-175 als gelbes (=schwach positiv), im Intervall von 175-100
als oranges (=positiv) und bei Werten von 100 bis 0 als rotes (=stark positiv) Pixel
dargestellt. Alle Braun-negativen Pixel kommen als blauer Farbton zur Darstellung.
Abbildung 7 zeigt sehr deutlich die Beziehung zwischen Intensitit und Helligkeit. Je
intensiver beispielsweise der Braunton eines Pixels ist, desto geringer muss die Helligkeit

sein und desto geringer ist die Intensitit.

Darkest IspiHighh = IpiLow) Im(High)=lwplLow Brightest
l | | | ™
] lsp Ip lwp 255

Abbildung 7: Verhéltnisgrafik von Intensitédt und Helligkeit
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Die ,,Pseudo-color mark-up Darstellung" des bearbeiteten Schnittes machte es mdglich
die vorgegebenen Eingabeparameter, dahingehend zu vergleichen, ob im eingescannten
Gewebeschnitt, nicht nur die gewiinschte Braunfirbung und deren unterschiedliche
Intensititen als positive Pixel ausgewertet wurden, sondern auch alle braun-negativen
Bereiche als negative-Pixel eingestuft wurden. Der Algorithmus addiert die Anzahl und
Farbintensitdten jener Pixel, die die positive Farbvorgabe erfiillen und sortiert diese nach
deren durchschnittlichen Intensitit, dem Verhéltnis der stark-positiven Pixel zur
Gesamtpixelzahl sowie der Intensitét der schwachen und positiven Pixel. Die wichtigsten

Ergebnisvariablen des PPC-Algorithmus wurden in Tabelle 5 zusammengefasst.

Nwp Anzahl der schwach positiven Pixel (gelbe Pixeldarstellung)

Np Anzahl der positiven Pixel (orange Pixeldarstellung)

Nsp Anzahl der stark positiven Pixel (rote Pixeldarstellung)

Iwp Summe der Intensititswerte fiir schwach-positive Pixel

Ip Summe der Intensitdtswerte flir positive Pixel

Isp Summe der Intensitdtswerte fiir stark-positive Pixel

lavg Durchschnittliche Intensitét fiir alle Pixel

Nsr Verhiltnis der stark positiven Pixel zur Gesamtpixelanzahl

Iwavg Durchschnittliche Intensitdt von schwachen- und positiven Pixel
gemeinsam

Nn Anzahl der negativen Pixel

In Summe der Intensitdtswerte fiir alle negativen Pixel

Ntotal Summe aller im definierten Bereich vorhandenen Pixel

Positivity Verhiltnis der negativen-Pixel zur Gesamtzahl der Pixel

Tabelle 5: PPC-Algorithmus Ausgabedaten

Der Prozentsatz der positiven Antigen-Antikorperreaktion, oder anders ausgedriickt, der
positiven Braunfdarbung im Tumorgewebe der Gewebeprobe, wurde wie folgt berechnet.
Die Summe der drei verschiedenen positiven Pixelwerte (Nwp+Np+Nsp) errechnet sich
aus der Subtraktion der Nn von Ntotal. Um den perzentuellen Anteil der gesamt-positiven
Pixelfarbung des definierten Bereichs zu berechnen, wurde die gesamt-positive

Pixelfarbung durch die Gesamtpixelzahl dividiert.
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Durch die Verwendung des Scan Scope Gerites und der Imagescope Software, konnte
eine objektive Darstellung, Messung und Quantifizierung, der im Tumorbereich

gesuchten Glykoproteine B7-H1 und B7-H3 durchgefiihrt werden.

In Abbildung 8, 10, 12 und 14 ist das digitalisierte mikroskopische Bild des
Tumorgewebes nach Farbung mit dem Anti-B7-H1-Antikdrper einmal ohne Bearbeitung
und in Abbildung 9, 11, 13 und 15 einmal nach Bearbeitung mit dem Positive-Pixel-
Count (PPC) Algorithmus, zu sehen.

Abbildung 8: Nicht vergroBertes digitalisiertes Ubersichtsbild des B7-H1 positiven Tumorgewebeschnittes

Die digitale mikroskopische Darstellung der B7-H1 Fiarbung in Abbildung 8 zeigt
deutlich die Antigen-Antikorperreaktion, die durch den braunen Niederschlag
gekennzeichnet wird. Die weile Umrandung begrenzt den Bereich in dem das
Tumorgewebe liegt und der im néchsten Schritt durch den PPC-Modus bearbeitet werden

soll.
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Abbildung 9: Entspricht der ,Pseudo-Color-markup Darstellung” der Abbildung 8 nach Eingrenzung des
Tumorbereiches mittels des Image Scope Pens und Bearbeitung mit dem PPC-Algorithmus

Die braun-positiven Pixel der Abbildung 8 werden in Abbildung 9 vorwiegend als orange
Pixel dargestellt, da hier die Farbung groftenteils eine mittel-starke Intensitit (Ip)
aufweist. Alle braun-negativen Pixel werden blau dargestellt. Der Prozentsatz aller braun-
positiven (= Iwp+Ip+Isp) Pixel in Bezug auf die Gesamtzahl des eingegrenzten

Tumorbereiches betrug bei diesem Schnitt 47,45%.
e Ngﬁ-d%’l T 'W‘ ‘ﬁﬁ¥£f9 ?{ 7

Abbildung 10: 5,2-fach vergroBerte digitale Darstellung der B7-H1 Férbung mit deutlicher Antigen-Antikdrperreaktion
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Abbildung 11: Entspricht Abbildung 10 nach der Bearbeitung mit dem PPC-Algorithmus

Von den gesuchten Intensititen der braun-positiven Pixel in Abbildung 10 kann man
nach Bearbeitung mit dem Positive-Pixel-Count Algorithmus groftenteils orange (Ip) und
vereinzelt auch gelbe (Iwp) Pixel erkennen. Rote Pixel sind nur in geringer Zahl zu

finden. Alle blauen Pixel zeigen jene Areale an, die nicht den gesuchten Braunton

aufweisen.

X
\¢

heth %

a
IS -

R S Sy i < 3 = R 3
Abbildung 12: Dieses digitalisierte histologische Bild ist in 10,1-facher VergroBerung dargestellt und zeigt die
deutliche Braunfirbung der Tumorzellen, bei exprimierten B7-H1 Glykoprotein
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Abbildung 13: Entspricht der Abbildung 12 nach Berabeitung mit dem PPC-Algorithmus
Die braun-positiven Pixel der Abbildung 12 werden auch in Abbildung 13 groBtenteils
durch orange Pixel représentiert, die die mittlere Farbintensitit (Ip) des gesuchten

Brauntons aufweisen. Jene Bereiche die den gesuchten Braunton nicht aufweisen und als

blaue Pixel dargestellt werden liberwiegen in dieser Pseudo-Color-markup Darstellung.

Abbildung 14: 20-fache VergroBerung des B7-Hl-positiven, bréunlich gefiarbten = Tumorgewebes.
Tumorzellmembranen und —zellkerne sind deutlich erkennbar
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Abbildung 15: Entspricht Abbildung 14 nach Bearbeitung mit dem PPC-Algorithmus. Man kann sowohl orange und
gelbe als auch rote Bereiche deutlich differenzieren

Um die Zweitschnitte des Tumorgewebes auf das B7-H3 Antigen zu untersuchen wurde
der Anti-human B7-H3 Antikorper verwendet. Auch hier kam es in den Bereichen einer

positiven Antigen-Antikdrperreaktion zu einer Braunfarbung des Tumorgewebes.

In Abbildung 16, 18, 20 und 22 ist das digitalisierte mikroskopische Ubersichtsbild des
Tumorgewebes nach Férbung mit dem Anti-human B7-H3-Antikorper einmal ohne
Bearbeitung und in Abbildung 17, 19, 21 und 23 einmal nach Bearbeitung mit dem
Positive-Pixel-Count (PPC) Algorithmus, zu sehen.
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Abbildung 16: Digitalisiertes Ubersichtsbild des mit dem Anti-human B7-H3 Antik&rper gefirbten Schittes

0.0um

=)

Abbildung 17: Entspricht Abbildung 16, nach Berabeitung mit dem PPC-Mode

Der Protentsatz aller B7-H3 positiven beziehungsweise braun-positiven (Iwp+Ip+Isp)

Pixel in Bezug auf die Gesamtzahl des eingegrenzten Tumorbereiches in Abbildung

betrug bei diesem Schnitt 28,92%.

17

74




Sy
in exprimierenden Tumorgewebes

Abbildung 19: Entspricht Abbildung

8 nach Berbeltg mit dem PPC-Algorithu
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8.3 Resultate

Nachdem nun alle Gewebeproben zur Untersuchung der B7-H1- und B7-H3- Expression
mit den entsprechenden Antikorpern gefarbt, diese Schnitte eingescannt und die
prozentuellen Anteile der jeweiligen Glykoproteinexpressionen berechnet worden waren,
wurden die Ergebnisse statistisch analysiert. Die Hauptfragestellung war, ob es einen
Zusammenhang zwischen der Proteinexpression und der vom Zeitpunkt der
Nephrektomie weg gemessenen Uberlebensdauer der Patienten gab. Alle Patienten, die in
der Probandenliste zwar bisher als metastasiert aber noch nicht als verstorben galten,
wurden im November 2009 abermals tiberpriift. Insgesamt konnten nach Erfiillung der
vorgegebenen Ein- und Ausschlusskriterien aus dem retrospektiv untersuchten
Patientenkollektiv 45 Patienten in die Studie aufgenommen werden. Davon waren 31
Patienten bereits verstorben und 14 Studienteilnehmer noch am Leben. Zu Beginn wurde
eine deskriptive Statistik fiir die in dem Tumorgewebe der klarzelligen
Nierenzellkarzinome exprimierten Glykoproteine B7-H1 und B7-H3, erstellt. Die
durchschnittliche Expression von B7-H1 betrugt 24,7%, bei einer Standardabweichung
von 14,3% und einem 95% Konfidenzintervall von 0,2040 bis 0,2902. Die geringste
Expressionsmenge belief sich auf 7% und der hochste Expressionswert des B7-H1
Proteins ergab 63% bei einem Medianwert von 21%. Beim Glykoprotein B7-H3 betrug
die mittlere Expressionsrate 16,4%, die Standardabweichung lag bei 6,5% und einem
95% Konfidenzintervall von 0,1446 bis 0,1834. Die minimalste Expression von B7-H3
lag bei 4%, die hochste bei 32% und einem Medianwert von 16%.

Die Zusammenfassung aller deskriptiven Kennzahlen kann in Tabelle 6 nachgelesen

werden.
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B7-H1 B7-H3
Mittelwert 0,2471 0,1640
95% Konfidenzintervall 0,2040 bis 0,2902 0,1446 bis 0,1834
5% getrimmtes Mittel 0,2360 0,1627
Median 0,2100 0,1600
Varianz 0,021 0,004
Standardabweichung 0,14351 0,0646
Minimum 0,07 0,04
Maximum 0,63 0,32
Spannweite 0,56 0,28
Interquartilbereich 0,18 0,09
Schiefe 1,078 0,313
Kurtosis 0,818 0,218

Tabelle 6: Deskriptive Statistik fiir B7-H1 und B7-H3

Der Test auf Normalverteilung zeigte, dass die Ergebisse fiir das B7-H1 Glykoprotein

rechtsschief, also nicht normalverteilt waren, die Werte fiir das B7-H3 Protein allerdings

als einigermaflen symmetrisch und normalverteilt bewertet werden konnten. Die

grafische Darstellung der Verteilung der Expression des B7-H1 Glykoproteins ist in

Abbildung 24 und die des B7-H3 Proteins in Abbildung 25 zu sehen.
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Abbildung 24: Verteilung der Expression von B7-H1
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Abbildung 25: Verteilung der Expression von B7-H3

Wie man in Abbildung 26 deutlich erkennen kann, liegt in Zusammenhang mit dem B7-

H1 Protein eine viel stirkere Streuung der Expressionswerte vor als beim B7-H3

Glykoprotein.
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Abbildung 26: Boxplotdarstellung der in Prozent ausgedriickten Expression von B7-H1 und B7-H3

Im néchsten Schritt wurde der prozentuelle Cut-off-Wert der B7-H1 Expression gewihlt.
Alle Proben, die eine B7-H1 Expression von 15% und darunter zeigten, wurden in einer
Gruppe und alle jene, die mehr als 15% Proteinexpression aufwiesen, in einer zweiten
Gruppe zusammengefasst. Der im Rahmen der Kaplan-Meier-Analyse durchgefiihrte Log
Rang-Test zeigte zwischen den beiden Gruppen keinen statistisch signifikanten
Unterschied (p=0,982). In Abbildung 27 ist die auf die Uberlebenszeit bezogene

grafische Darstellung beider Gruppen zu sehen.
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Abbildung 27: Vergleich von <15% und >15% B7-H1 Glykoproteinexpression in Bezug auf das Uberleben

Fiir die weitere Analyse, wurde der neue Grenzwert bei einer 25%igen Proteinexpression
festgelegt. Auch bei diesem Grenzwert konnte durch den im Rahmen der Kaplan-Meier-
Analyse durchgefiihrten Log Rang-Test kein statistisch signifikanter Unterschied
(p=0.252) zwischen den beiden Gruppen nachgewiesen werden. Allerdings zeigte die
Gruppe mit mehr als 25% Expression von B7-H1 in Abbildung 28 tendenziell bessere
Uberlebensraten, obwohl dafiir der statistische Nachweis nicht erbracht werden konnte.
Eine Erkldrung dafiir konnte darin liegen, dass in der Gruppe mit mehr als 25%
Expression des B7-H1 Glykoproteins viele Probanden noch am Leben sind und somit als
zensiert gelten. Das bedeutet, dass diese Patienten nur bis zum letzten bekannten Datum
an dem ein Hinweis auf deren Uberleben vorhanden war, in die Studie miteinbezogen

werden konnten.
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Abbildung 28: Vergleich von <=25% und >25% B7-H1 Glykoproteinexpression in Bezug auf das Uberleben

Im Gegensatz zu B7-H1 war fiir das Glykoprotein B7-H3 bei einem Cut-off-Wert von
15% Glykoproteinexpression, ein statistisch signifikanter Unterschied (p=0,011)
zwischen beiden Gruppen nachweisbar. Allerdings zeigte sich die Grafik nicht
aussagekriftig, da sich die Kurven der beiden Gruppen in Abbildung 29 am Anfang
tiberschneiden. Bei neuerlicher Evaluierung des Tests mit Personen, die eine
Uberlebenszeit von 20 Monaten oder mehr aufwiesen, gab es bei entsprechend
signifikantem Unterschied zwischen beiden Gruppen (p-Wert=0,001), keine

Uberschneidung der jeweiligen Kurven.
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Abbildung 29: Vergleich von <15% und >15% B7-H3 Glykoproteinexpression in Bezug auf das Uberleben

Bei einem Grenzwert von 20% war fiir die B7-H3 Proteinexpression der im Rahmen der
Kaplan-Meier-Analyse durchgefiihrte Log Rang-Test allerdings statistisch nicht mehr
signifikant (p=0,186) und zeigte somit, dass bei diesem Cutt-off-Wert kein Unterschied
zwischen beiden Gruppen nachweisbar war. Die grafische Darstellung der beiden

Uberlebenskurven ist in Abbildung 30 zu sehen.
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 30: Vergleich von <20% und >20% B7-H3 Glykoproteinexpression in Bezug auf das Uberleben

Neben der Glykoproteinexpression wurde der von der Mayo Klinik entwickelte SSIGN-
Score erhoben und als relevanter Prognoseparameter mit dem Uberleben in Verbindung
gebracht. Der niedrigste erhobene SSIGN-Score-Wert der 45 Patienten lag bei 0, der
Hochste bei 13. Es wurden zwei Gruppen gebildet, wobei die erste Gruppe alle Patienten
mit einem Score von 0-4 und die zweite Gruppe alle Scores von 5-13 beinhaltete. Im
Rahmen der Kaplan-Meier-Analyse wurden die Uberlebenszeiten dieser beiden Gruppen
miteinander verglichen, dabei zeigte der Log Rang-Test keinen statistisch signifikanten
Unterschied (p=0,069) an. Dass der p-Wert jedoch nur knapp ober dem
Signifikanzniveau von 5% liegt, kann daran liegen, dass dieses Ergebnis auf vielen
zensierten, das heifit noch lebenden, Patienten, die in der Gruppe mit einem SSign Score
von 5-13 vorhanden waren, beruht. Die Abbildung 31 zeigt, dass ein hoher SSign Score
mit einer niedrigeren Lebenserwartung verkniipft ist. Der Unterschied ist statistisch
deshalb schwer nachweisbar, da dieser ab einer gewissen Uberlebenszeit der
Studienteilnehmer verschwindet. Diese Tatsache dulert sich darin, dass sich die Kurven

der beiden SSIGN-Score Gruppen iiberschneiden.
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Auffallend ist, dass fiinf Patienten trotz eines SSIGN-Scores von mindestens 6 oder

hoher, ab dem Zeitpunkt der Nephrektomie, bis zu 80 Monate und ldnger iiberlebten.
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Abbildung 31: Vergleich der Gruppen mit einem SSIGN-Score von 0-4 und 5-13 in Bezug auf das Uberleben

Da nun bereits der Einfluss der Glykoproteinexpression und des SSIGN-Scores auf das
Uberleben jeweils separat untersucht wurde, stellte sich die Frage, wie sich nun SSIGN-
Score und Glykoproteinexpression gegenseitig beeinflussen. Zuerst wurde, da die Daten
fiir das B7-H1 Glykoprotein nicht normalverteilt waren, der nichtparametrische Mann-
Whitney Test durchgefiihrt. Die Uberpriifung sollte einen eventuell signifikanten
Unterschied beziiglich der B7-HI1 Expression zwischen den beiden SSIGN-Score
Gruppen (0-4 und 5-13) aufzeigen. Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied
(asymptotische Signifikanz des p=0,716) festgestellt werden. Wie in Abbildung 32 zu
sehen ist, zeigt auch die Boxplotdarstellung, dass die Verteilung der Expressionswerte der

beiden SSIGN-Score Gruppen im Vergleich keine auffallenden Unterschiede aufweisen.
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Abbildung 32: Boxsplotdarstellung der verschiedenen Expressionshdufigkeiten von B7-H1 in den zwei SSIGN-Score
Gruppen

Es wurde ebenfalls {iberpriift, ob das Glykoprotein B7-H3 und die zwei verschiedenen
SSIGN-Score Gruppen 0-4 und 5-13, der Patienten mit metastasierten klarzelligen
Nierenzellkarzinom, miteinander korrelieren. Zuerst wurden die beiden SSIGN-Score
Gruppen auf Normalverteilung getestet und konnten schlieflich als hinreichend
normalverteilt beurteilt werden. Wie in Abbildung 33 zu sehen ist, zeigt auch die
Boxplotdarstellung, dass die Verteilung der Expressionswerte der beiden SSIGN-Score

Gruppen im Vergleich keine auffallenden Unterschiede aufweisen.
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Abbildung 33: Boxsplotdarstellung der verschiedenen Expressionshiufigkeiten von B7-H3 in den zwei SSIGN-Score

Gruppen

Da der Levene-Test statistisch nicht signifikant war (p=0,719), konnten die Varianzen in

beiden Gruppen als homogen angesehen werden. Der T-Test fiir unabhdngige

Stichproben lieferte ein statistisch signifikantes Ergebnis (p=0,045). Die Personen mit

niedrigem SSIGN-Score wiesen im Schnitt eine um 4% niedrigere Expression des B7-H3

Proteins auf, als jene mit einem hoherem Score (siehe mittlere Differenz). Beide

Testergebnisse konnen in Tabelle 7 nachgelesen werden.

Test bei unabhéangigen Stichproben

Levene-Test der
Varianzgleichheit

T-Test fur die Mittelwertgleichheit

95%

Konfidenzintervall
der Differenz

nicht gleich

Standard-
Sig. Mittlere | fehler der
F | Signifikanz | T df (2-seitig) | Differenz | Differenz Untere | Obere
Expression Varianzen sind] ,131 ,719] -2,061 43 ,045( -,03952 ,01917] -,07818] -,00086
von B7-H3  gleich
Varianzen sind -1,993| 30,387 ,055( -,03952 ,01983| -,07999| ,00096

Tabelle 7: Levene-Test und T-Test
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In einem multivariaten Modell, in das die Glykoproteinexpression von B7-H1
beziehungsweise B7-H3 und der SSIGN-Score als Kovariaten miteinbezogen wurden,
sollte nun iiberpriift werden inwieweit diese drei Variablen das Uberleben der Probanden
beeinflussen. Der Einfluss der erst seit 2006 zugelassenen Therapie mit
Tyrosinkinaseinhibitoren wurde nicht in das Modell miteinbezogen, da diese Gruppe, zu

viele zensierte Fille beinhaltete.

Fir die Giiltigkeit dieses Modells musste jedoch noch im Nachhinein eine
Residualanalyse durchgefiihrt werden, die die Proportionalitit des Hazards fiir alle
Variablen tiberpriifte. Die Teilresiduen fiir B7-H3 ergaben kein statistisch signifikantes
Ergebnis (p=0,241), weshalb die geforderte Proportionalitdt des Hazards gegeben war.
Gleiches galt fiir das B7-H1 Glykoprotein (p=0,281). Der Test zeigte allerdings ein
statistisch signifikantes Ergebnis fiir die Residuen der Variablen SSIGN-Score (p=0,000),
weshalb die Proportionalitit des Hazards verletzt war und aus diesem Grund die
Vorraussetzungen fiir dieses Modell nicht ganz erfiillt waren. Diesen Sachverhalt zeigt

auch die Grafik der Kaplan-Meier-Analyse die in der Abbildung 31 zu sehen ist.

Die Residuen der Variablen SSIGN-Score sind daher zeitabhéngig und es galt nun zu
iiberpriifen, ob sich der Einfluss des SSIGN-Scores mit fortschreitender Uberlebenszeit
verringert. Zu diesem Zweck musste ein Cox-Modell fiir zeitabhdngige Kovariaten
erstellt werden. Der Omnibus-Test der Modellkoeffizienten zeigte wie auch in der
vorigen Analyse mit einem statistisch signifikanten Ergebnis (p=0,000) an, dass
mindestens eine der unabhingigen Variablen dieses Modells einen Einfluss auf die
Uberlebensdauer hat. Die Ergebnisse des Omnibus-Tests sind in Tabelle 8 zu sehen. Die
Uberpriifung aller vier Variablen ergab ebenso, sowohl fiir die Glykoproteinexpression
von B7-HI (p=0,004) und B7-H3 (p=0,010) als auch fiir den SSIGN-Score (p=0,000)
sowie eine zeitabhidngige Kovariate (p=0,004) ein statistisch signifikantes Ergebnis. Die
Ergebnisse fiir die einzelnen Variablen der multivariaten Analyse konnen in Tabelle 9

tiberpriift werden.
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Omnibus-Tests der Modellkoeffizienten®®

Anderung aus vorangegangenem

Anderung aus vorangegangenem

Gesamt (Wert) Schritt Block
-2 Log- Chi- Chi- Chi-
Likelihood | quadrat | df [Signifikanz| Quadrat df  |Signifikanz| Quadrat df | Signifikanz
156,334| 26,593 4 ,000| 38,405 4 0,000 38405 4 ,000

a. Anfangsblocknummer 0, anfangliche Log-Likelihood-Funktion: -2 Log-Likelihood: 194,738
b. Beginnen mit Block-Nr. 1. Methode = Einschlul3

Tabelle 8: Omnibus-Tests der Modellkoeffizienten *°

Variablen in der Gleichung

95,0% Konfidenzintervall.
fiir Exp(B)
B SE | Wald df  |Signifikanz| Exp(B) | Untere Obere
B7H1_100 052 018] 8150 1 0004 949 915 ,984
B7H3_100 081 032 6579 1 0,010| 1,085 1,019 1,154
SSign_Score 909 239| 14,436 1 0000| 2482 1,563 3,967
SSign_Score*T_COV_ -.002 001 8,460 1 0,004 ,998 ,997 ,999

Tabelle 9: Variablen in der Gleichung des multivariaten Modells

Die in der Abbildung 34 dargestellte durchschnittliche Uberlebenskurve repriisentiert das

Uberleben fiir einen Patienten mit durchschnittlicher Ausprigung aller unabhiingigen

Variablen.
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Uberlebensfunktion bei Mittelwert der Kovariaten
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Abbildung 34: Durchschnittliche Uberlebenskurve bei durchschnittlicher Ausprigung aller unabhingigen Kovariaten

Die Expression der Glykoproteine und der SSIGN-Score haben also einen Einfluss auf
die Uberlebensdauer. In Bezug auf das B7-H1 Glykoprotein stellten wir fest, dass sich bei
einer Erhohung der Expression um 1%, die Hazard-Ratio um 5,1% verminderte.
Umgekehrt, stieg die Sterbewahrscheinlichkeit proportional mit der steigenden B7-H3
Glykoproteinexpression. Wenn sich die Expression von B7-H3 um 1% erhohte, stieg
gleichzeitig die Hazard-Rate um 8,5%. Auch ein hoher SSIGN-Score senkte die
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Erhohte sich dieser um eins, stieg parallel die Hazard-
Rate um 148,2% an. Hervorzuheben ist, dass sich die Interaktion des SSIGN-Score mit
einer zeitabhingigen Kovariate als signifikant darstellte (p=0,004). Der Einfluss des
SSIGN-Scores verdndert sich insofern mit der Zeit als, dass bei zunechmender
Uberlebensdauer der Patienten, der Einfluss des SSIGN-Scores sinkt. Zur Uberpriifung
und Interpretation der Abhdngigkeit des SSIGN-Scores von der Zeit wurde dieser in vier
Untergruppen von 0-3, 4-6, 7-9 und 10-13 eingeteilt und in Abbildung 35 fiir jede Gruppe
die Uberlebenszeit grafisch dargestellt.
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Uberlebensfunktionen
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Abbildung 35: Prozentueller Anteil der Uberlebenden in allen vier SSIGN-Score Gruppen abhiingig von der Zeit

Zu Beginn, das heiit vom Zeitpunkt der Nephrektomie weg, hat der SSign Score einen
Einfluss auf die Uberlebenszeit. Vor allem jene Subgruppe mit einem SSign Score von 0-
3 hebt sich von den anderen Kurven sichtbar ab und zeigt ein deutlich lingeres Uberleben
als die Gruppen mit héherem Score. Ab einer gewissen Uberlebenszeit, scheint dieser
Einfluss jedoch verloren zu gehen. Das ist dadurch erkennbar, dass sich beispielsweise
die Kurve der Gruppe mit einem SSIGN-Score von 7-9 sowohl mit jener des SSIGN-
Score von 4-6 als auch mit der des Score von 0-3 iiberschneidet. Laut unseren
Ergebnissen liegt der Vorteil eines niedrigen SSIGN-Scores, bezogen auf das Uberleben,

innerhalb der ersten 60 Monate.

Aufgrund dieser Ergebnisse wollten wir liberpriifen, wie viele von jenen Patienten, die
trotz eines hohen SSIGN-Scores ldnger iiberlebten, eine Therapie mit
Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) erhalten hatten und wie diese hinsichtlich ihres SSIGN-
Scores und ihrer Proteinexpression auf die jeweiligen Gruppen verteilt waren. Es wurde

angenommen, dass diese neue Therapie eventuell hohe SSIGN-Scores kompensiert und
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diesen Personen deshalb ein lingeres Uberleben erméglicht.Von den 45 in die Studie

aufgenommenen Patienten, erhielten insgesamt 13 Patienten eine Therapie mit

Tyrosinkinaseinhibitoren. Wie in Tabelle 10 zu sehen ist, waren diese 13 Patienten

allerdings wider Erwarten auf die vier SSIGN-Score Untergruppen relativ gleichmafBig

verteilt.
Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren * SSign Score Kreuztabelle
Anzahl
SSign Score
0-3 4-6 7-9 10-13 Gesamt

Behandlung mit keine TKI erhalten 6 11 8 7 32
Tyrosinkinaseinhibitoren TKI ethalten 4 4 5 3 13
Gesamt 10 15 10 10 45

Tabelle 10: Verteilung der Patienten mit TKI-Therapie auf die 4 SSIGN-Score Untergruppen

Die Anzahl der Patienten, die eine Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren bekommen

hatte war innerhalb jener, die entsprechend ihrer B7-H1 Glykoproteinexpression in eine

Gruppe mit 25% B7-H1 Expression oder weniger und in eine Gruppe mit mehr als 25%

Glykoproteinexpression eingeteilt wurden, jeweils gleichméBig verteilt. Die Verteilung

kann in Tabelle 11 nachgelesen werden.

Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren * Expression von B7-H1 Kreuztabelle

Anzahl

Expression von B7-H1

<=25% =259, Gesamt
Behandlung mit keine TKI erhalten 20 12 32
Tyrosinkinaseinhibitoren TKI ethalten 7 6 13
Gesamt 27 18 45

Tabelle 11: Verteilung der Patienten mit TKI-Therapie auf die 2 Untergruppen der B7-H1 Expression

Wie aus Tabelle 12 ersichtlich, erhielten eher die Patienten, mit einer B7-H3 Expression

von 15% oder weniger, diese neue Therapie als jene mit mehr als 15% Proteinexpression.

Behandlung mit Tyrosinkinaseinhibitoren * Expression von B7-H3 Kreuztabelle

Anzahl

Expression von B7-H3

<=15% >15% Gesamt
Behandlung mit keine TKI erhalten 13 19 32
Tyrosinkinaseinhibitoren TKI erhalten 9 4 13
Gesamt 22 23 45

Tabelle 12: Verteilung der Patienten mit TKI-Therapie auf die 2 Untergruppen der B7-H3 Expression
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8.3.1 Zusammenfassung der Resultate

1.

Die Grenzwerte des B7-H1 Glykoproteins weisen fiir die dadurch entsehenden zwei
Gruppen, weder bei 20% noch bei 25% einen statistisch signifikanten Unterschied auf

und korrelieren nicht mit dem Uberleben der Patienten.

Im Gegensatz dazu weist das B7-H3 Glykoprotein bei einem Cut-off Wert von 15%
einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen der Gruppe, die 15% und
weniger und der Gruppe, die mehr als 15% dieser Proteine exprimieren, auf. Bei
einem Grenzwert von 20% zeigt aber auch das Glykoprotein B7-H3 keinen statistisch

signifikanten Unterschied zwischen beiden Gruppen mehr.

Die Uberpriifung der beiden SSIGN-Score Gruppen 0-4 und 5-13 zeigte im Hinblick
auf das Uberleben mit einem p von 6,9% knapp keinen statistisch signifikanten

Unterschied.

Der Zusammenhang zwischen der B7-H1 Expression und den beiden SSIGN-Score
Gruppen 0-4 und 5-13 zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied, da die
Verteilung der Expressionswerte fiir B7-H1 in beiden Gruppen fast gleich war.

In Bezug auf das B7-H3 Protein war der Unterschied der Expressionshdhe in beiden
SSIGN-Score Gruppen statistisch signifikant. Patienten mit einem niedrigen SSIGN-
Score (0-4) zeigten im Schnitt eine um 4% niedrigere B7-H3 Proteinexpression im

Vegrleich zu hoheren SSIGN-Scores (5-13).

. Das multivariate Modell in das sowohl das B7-H1 als auch das B7-H3 Glykoprotein

und der SSIGN-Score miteinbezogen wurden und das deren Einfluss auf das
Langzeitiiberleben =~ der  Patienten = mit  fortgeschrittenem  klarzelligen
Nierenzellkarzinom tiberpriifen sollte, ergab fiir jede der drei Variablen ein statistisch
signifikantes Ergebnis. Die Hazard-Ratio des B7-H1 Glykoproteins sank, bei einer
Erhohung der Expression um 1%, allerdings um 5,1%. Umgekehrt, stieg die
Sterbewahrscheinlichkeit proportional mit der steigenden B7-H3
Glykoproteinexpression. Wenn sich die Expression von B7-H3 um 1% erhohte, stieg
gleichzeitig die Hazard-Ratio um 8,5%. Auch ein hoher SSign Score senkte die
Uberlebenswahrscheinlichkeit. Erhdhte sich dieser um eins, stieg parallel die Hazard-

Ratio um 148,2% an.

95



7.

10.

Die Interaktion des SSIGN-Score mit einer zeitabhingigen Kovariate stellte sich als
signifikant (p=0,004) dar. Unsere Studie zeigte, dass bei zunehmender
Uberlebensdauer der Patienten, der Einfluss des SSIGN-Scores auf das Uberleben
sank.

Zur Kldrung der Frage warum manche Patienten trotz eines hohen SSIGN-Scores
gleich lange lebten wie Patienten, die einen niedrigen SSIGN-Score aufwiesen, wurde
untersucht wieviele Patienten Tyrosinkinaseinhibitoren eingenommen hatten. Es lag
die Vermutung nahe, dass diese eventuell zu einem lingeren Uberleben der Patienten
fiihren und hohe SSIGN-Scores kompensieren. Von den 45 Studienteilnehmern
wurden 13 Probanden mit Tyrosinkinaseinhibitoren behandelt. Die Anzahl der
Patienten die eine Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren erhalten hatten, war in allen
vier gebildeten SSIGN-Score Untergruppen (0-3, 4-6, 7-9 und 10-13) nahezu gleich
gut verteilt.

Die Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren war innerhalb der Patienten, die
entsprechend ihrer B7-H1 Glykoproteinexpression in eine Gruppe mit 25% B7-HI
Expression oder weniger und in eine Gruppe mit mehr als 25%

Glykoproteinexpression eingeteilt wurden, jeweils gleichméBig verteilt.

Wenn man die Zahl der Probanden, die eine B7-H3 Expression von 15% oder
weniger aufwiesen, mit der Zahl derer die mehr als 15% Proteinexpression aufwiesen
verglich, waren in der Gruppe die 15% oder weniger B7-H3 Expression aufwies mehr
als doppelt so viele Patienten, die eine Tyrosinkinaseinhibitor-Therapie bekommen

hatten.
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8.4 Diskussion

B7-H1 und B7-H3 Glykoproteine spielen in der Regulation der T-Zell mediierten Immu-
nabwehr und vorallem im Kampf gegen die Entstehung und das Wachstum von bosarti-
gen Tumorzellen eine wichtige kostimulatorische Rolle, die allerdings noch nicht zu
Giénze verstanden wird. Der hemmende Einfluss des B7-H1 Glykoproteins auf T-Zellen
und die damit verbundene schlechtere Prognose fiir das Uberleben konnte aber nicht nur
im Zusammenhang mit dem Nierenzellkarzinom sondern auch mit dem Mamma-,
Prostata, nicht-kleinzelligen Bronchuskarzinom, Ovarialkarzinom, Urothelkarzinom und
Pankreaskarzinom beobachtet werden.”” Das erst seit kurzer Zeit bekannte B7-H3
Glykoprotein prisentierte sich neben dem Nierenzellkarzinom ebenfalls beim Prostata-
und Ovarialzellkarzinom als prognostisch negativer Faktor fiir das Uberleben.’® In der
aktuellen Studie konnte sich das B7-H1 Protein im Rahmen der Kaplan-Meyer Analysen
nicht als Biomarker mit prognostischer Relevanz etablieren, da keiner der gewéhlten
Grenzwerte einen statistisch signifikanten Unterschied zwischen den beiden Gruppen in
Bezug auf das Uberleben liefern konnte und die Expressionshohe auch keinen signifikan-

ten Einfluss auf den SSIGN-Score hatte.

Von den vier Tests, die mit dem B7-H1 Glykoprotein in Zusammenhang mit dem Uber-
leben, dem B7-H3 Protein und dem SSIGN erhoben wurden, wies lediglich ein multivari-
ates Modell, das alle drei Variablen in Bezug auf das Uberleben iiberpriifen sollte, ein
signifikantes Ergebnis auf. Im Vergleich zu den bisher erfolgten Studien, die sich mit der
B7-H1 Expression auf Zellen des klarzelligen Nierenzellkarzinoms beschiftigten, war
dieses Ergebnis aber sehr gegensitzlich. In einer 2004 und 2007 durchgefiihrten Studie
von Thompson et al. wurde gezeigt, dass eine vermehrte Expression des B7-H1 Glyko-
proteins auf Nierenzellkarzinomzellen mit aggressiveren Tumoren und einer geringeren
Uberlebenszeit der Patienten mit deutlicher Signifikanz korrelierte.*®' In unserem multi-
variaten Analysemodell war eine erhéhte B7-H1 Expression mit einem geringeren Ster-
berisiko verbunden. Die Ursache fiir dieses sehr unterschiedliche Ergebnis sollten primér
im Bereich des von uns verwendeten B7-H1 Antikdrpers gesucht werden, da dieser ein
anderer Antikorper war als der, der in der Studie von Thompson verwendet wurde und es
moglicherweise, trotz der mehrfachen Schritte eine unspezifische Hintergrundfarbung zu

verhindern, zu Kreuzreaktionen mit anderen Oberflichenproteinen gekommen war.
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Damit die Bereiche mit positiver Antigen-Antikdrperreaktion sichtbar gemacht werden
konnten wurde mit einem Zweitantikorper gearbeitet, der an den Anti-B7-H1 Antikorper
binden sollte. Es wire zu liberlegen ob eine Kreuzreaktion des Zweitantikorpers eventuell
auch ein Grund ist, der zu einer unspezifischen Reaktion fiihrt. Allerdings wiesen die
Negativkontrollen, die jeweils parallel zu den B7-H1 und B7-H3 Férbungen durchgefiihrt
wurden und die zeigen sollten ob sich durch die Farbemethode neben den gesuchten
Glykoproteine auch andere Oberfldchenstrukturen anfirben, keine Unspezifitit auf. In
einer von Dong et al. durchgefiihrten Studie wurde beschrieben, dass Interferon-y die B7-
H1 Expression in Tumorzelllinien, die primdr kein B7-H1 exprimieren, induzieren kann.
Ein solcher medikamtdser Interferoneinfluss kann in der aktuellen Studie ausgeschlossen
werden, da die fiir die Studie verwendeten Gewebeschnitte, alle von nephrektomierten
Patienten waren, die an einem klarzelligen Nierenzellkarzinom erkrankt waren, im
weiteren Krankheitsverlauf Metastasen entwickelt hatten und erst auf Grund dessen mit

einer Interferonen Therapie begonnen wurde.

Das B7-H3 Protein hingegen stellte in Bezug auf die Proteinexpression bei einem
Grenzwert von 15% einen prognostisch relevanten Biomarker dar. Der Korrelationstest
zwischen B7-H3 und dem SSIGN-Score zeigte, dass Patienten, die einen hoheren
SSIGN-Score aufwiesen als andere Probanden auch das B7-H3 Protein vermehrt exprim-
ierten. Der SSIGN-Score, der 2002 von einer Studiengruppe der Mayo Klinik fiir klarzel-
lige Nierenzellkarzinome entwickelt wurde und einen signifikanten Prognosefaktor
reprasentiert stellt sich in unserer Studie allerdings als Prognosefaktor dar, der mit
fortschreitendem Uberleben an Einfluss verliert. Da einige Patienten von der Interfer-
ontherapie auf die 2006 eingefiihrte Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren (TKI) um-
gestellt wurden, wurde vermutet, dass die TKI-Therapie aufgrund besserer Studiener-
gebnisse hohe SSIGN-Scores kompensieren konnte. Da die neue Therapie mit Ty-
rosinkinaseinhibitoren in den Vergleichsgruppen aber dhnlich gut verteilt war, sind die
Griinde fiir diesen zeitabhdngigen Wirkungsverlust des SSIGN-Scores allerdings noch
unklar. Mdglicherweise liegt der Grund dafiir darin, dass in die aktuelle Studie
ausschlieBlich metastasierte Patienten einflossen, der SSIGN-Score allerdings fiir alle
Patienten, auch nicht metastasierte, entwickelt wurde. Der geringere Einfluss des SSIGN-
Score konnte daher auf die Selektion zuriickgefiihrt werden. Die Uberpriifung des signi-
fikanten B7-H3 Grenzwertes auf Therapieumstellungen zeigte in beiden Gruppen, dass

hier eher jene Patienten mit niedrigen SSIGN-Scores Tyrosinkinaseinhibitoren erhalten
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hatten. Somit kann davon ausgegangen werden, dass die signifikanten Ergebnisse der B7-
H3 Expression nicht von der Therapie mit Tyrosinkinaseinhibitoren beeinflusst wurden.
Die Quantifizierung der Bereiche innerhalb des Tumorgewebes, die eine positive Anti-
gen-Antikorperreaktion aufwiesen, konnten mittels des Aperio Technologies Scan Scopes
in einer objektiven, gut nachvollziehbaren und iiberpriifbaren Form durchgefiihrt werden.
Ein solcher Messvorgang konnte in Zukunft auch besser vergleichbare Ergebnisse von
immunhistologischen Fiarbungen liefern. Mit dieser Studie konnte gezeigt werden, dass
die Expression des Glykoproteins B7-H3 als guter Prognosefaktor sowohl fiir das Uber-
leben als auch fiir die Aggressivitét des klarzelligen Nierenzellkarzinoms eingesetzt wer-
den kann. Pro futuro kdnnte das Glykoprotein B7-H3 als wichtiger Marker fiir adjuvante

und tumorzell-gezielte Therapieformen dienen.
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