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Referat und bibliographische Beschreibung

Das Nierenzellkarzinom (NZK), dessen meistvertretenen Subtyp das klarzellige NZK darstellt, ist der haufigste
maligne renale Tumor und weist eine auch nach kurativ intendierter Nephrektomie schwer abschatzbare
Langzeitprognose sowie eine geringe Ansprechrate auf adjuvante Therapien auf.

Da in jlingerer Vergangenheit die im Zusammenhang mit proliferativen Prozessen zu sehende essenzielle
Bedeutung der Apoptose fiir den Tumorprozelt bekannt wurde, widmete sich die vorliegende Untersuchung der
Expression von apoptose- und proliferationsrelevanten Proteinen beim klarzelligen NZK, ihren Interrelationen
sowie ihrer potentiellen prognostischen Bedeutung.

Hierzu wurden Schnittpréparate von 23 formalinfixierten, paraffineingebetteten NZK-Gewebeproben
immunhistochemisch auf die Expression von Bcl-2, Ki-67, p53 und VHL sowie mittels des TUNEL-Verfahrens auf
den Anteil apoptotischer Zellen untersucht. Die untersuchten Parameter wurden bezliglich ihrer Assoziationen
untereinander sowie mit pT-Stadium und nukledrem Grading sowie ihren Einfluss auf das rezidivfreie
Uberlebensintervall ausgewertet.

Von den untersuchten NZK wiesen 43,5 % eine apoptotische Aktivitat auf, wobei ein Apoptosenachweis eng mit
einem hoheren nukledren Grading assoziiert war. Die beobachteten Anteile Ki-67-positiver Zellen waren
insgesamt vergleichsweise gering und zeigten keine Assoziation mit klinisch-pathologischen Parametern; es
bestand jedoch eine signifikant positive Korrelation mit der p53- und VHL-Proteinexpression. Alle untersuchten
NZK wiesen eine ausgepragte Bcl-2-Expression auf, wobei das Ausmafl dieser Expression in keinem
signifikanten Zusammenhang mit einem der immunhistochemischen oder klinisch-pathologischen Parameter
stand. Die p53-Expression der 23 untersuchten NZK erwies als relativ hoch: 60,1 % der NZK wiesen > 1 % p53-
positiver Zellen auf; 43,5 % der Félle boten Anteile von > 5 % p53-positiver Zellen. Es bestand eine enge
positive Assoziation zwischen der p53- und der VHL-Expression. Nahezu 40 % der NZK-Proben wiesen einen
vollstandigen VHL-Expressionsverlust auf. Eine VHL-Expression in < 20 % der Zellen wirkte sich tendenziell
nachteilig auf das rezidivfreie Uberlebensintervall aus. Das nukleére Grading und das pT-Stadium wiesen eine
signifikant positive Korrelation auf.

Die erzielten Resultate weisen auf eine potentielle Verwertbarkeit der Apoptosehéufigkeit und eventuell auch der
VHL-Expression als Prognosefaktoren fiir das klarzellige NZK hin. Auferdem scheinen angesichts der hier
beobachteten Expressionsmuster p53-Alterationen beim klarzelligem NZK haufiger aufzutreten, als vielfach
angenommen; in Anbetracht der positiven Korrelation der p53- und VHL-Expression stellen Alterationen der
genannten Gene maglicherweise alternative Karzinogenesemechanismen fiir das NZK dar. Die beobachtete
insgesamt hohe Bcl-2-Expression impliziert eine funktionelle Bedeutung dieses Proteins beim klarzelligen NZK

und bietet einen méglichen pharmakotherapeutischen Angriffspunkt fiir die Behandlung des klarzelligen NZK.

Wiister, Mirja: Immunhistochemische Untersuchungen apoptose- und proliferationsassoziierter Proteine beim
klarzelligen Nierenzellkarzinom in Bezug auf klinisch-pathologische Parameter und prognostische Bedeutung
Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 80 Seiten, 2003
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1 Einleitung und Zielstellung

11 Das Nierenzellkarzinom: Epidemiologie, Genese, Klassifikation und Prognosefaktoren

Das Nierenzellkarzinom (NZK) stellt etwa 3 % aller malignen Tumorerkrankungen und 80% aller malignen
Nierentumoren des Menschen. Es ist der dritthaufigste urologische Tumor [11, 41, 104, 106, 113]. Seine Inzidenz
weist geographische, ethnische und altersspezifische Unterschiede auf und nimmt generell durch die sich
verschiebende Altersstruktur in den westlichen Industrielandern zu. Dementsprechend besteht ein Nord-Sud-
Gefélle, wobei das NZK in Nordeuropa und Nordamerika am haufigsten, in Siideuropa, Asien und Afrika relativ
selten auftritt [105, 106, 127]. In der Bundesrepublik Deutschland werden pro Jahr etwa 10.000 Neuerkrankungen
registriert [23, 104] . Die altersbezogene Inzidenz der Erkrankung steigt ab dem 35. Lebensjahr kontinuierlich und
erreicht ihren Hohepunkt im 6. Lebensjahrzehnt [23, 83, 126, 127, 144, 113, 104]. Dabei erkranken Manner 1,5 -
3 Mal haufiger als Frauen [83, 104, 106, 113, 127].

Histogenetisch handelt es sich bei den NZK um eine heterogene Tab. 1: Zytologisch - histologische

- . . . Klassifikation der epithelialen Nierentumoren
Tumorentitdt. Wahrend das klarzellige und das chromophile

) ) ) ) Die verschiedenen epithelialen Tumoren der
NZK dem proximalen Tubulusepithel entstammen, leiten sich Niere

- . . und ihre Haufigkeit nach der Mainz-Klassifikation

das chromophobe NZK und das Ductus-Bellini-Karzinom — wie (Thoenes u. Storkel 1991)
. Klarzelliges NZK 76%
auch das benigne Onkozytom — vom Sammelrohrsystem her Chromophiles NZK 10%
[15, 23, 126]. Bei den spindelzelligen Formen handelt es sich Chromophobes NZK 5%
Onkozytom 5%
um stark entdifferenzierte Varianten der NZK-Grundtypen Ductus-Bellini-Karzinom 1%
Spindelzelliges NZK 1%
(klarzelliges, chromophiles und chromophobes NZK) [83, 132] Nicht klassifizierbares NZK 2%

(Tabelle 1).

Die Atiologie des NZK ist nicht vollstandig geklart. Eine gelegentlich zu beobachtende familidre Haufung, die zum
Teil im Rahmen des relativ seltenen von-Hippel-Lindau-Krebssyndroms auftritt, legte eine genetisch determinierte
Pradisposition zur Entwicklung eines NZK nahe; Mutationen des VHL-Tumorsuppressorgens (Chromosom 3)
spielen offensichtlich fiir die Entwicklung des klarzelligen NZK eine tragende Rolle. Sporadische NZK treten in
der Regel unilateral auf, wahrend hereditire NZK relativ h&ufig synchron oder metachron beide Nieren betreffen
[19, 23, 29, 58, 104]. Patienten mit kongenitalen polyzystischen Nieren haben ein deutlich erhdhtes
Karzinomrisiko [23].

Als nachgewiesene Risikofaktoren fir die Entstehung eines NZK gelten das Rauchen, eine unausgewogene,
insbesondere eiweiRreiche Emahrung sowie Ubergewicht. Weitere mogliche ausldsende Faktoren sind
chronischer Diuretikagebrauch, Analgetikaabusus, Exposition gegentiber Cadmium, Blei und petrochemischen
Substanzen, Thorotrast, Teer und Holzschutzmitteln [23, 104, 144]. Etablierte, international anerkannte
Prognosefaktoren fiir das NZK sind das Tumorstadium, das Tumorgrading und der histologische Typ. Wahrend
die Fiinfiahres- Uberlebensrate (5-JUR) im TNM-Stadium | noch 98 % und im TNM-Stadium Il 93 % betragt,
sinkt sie tber 58 % im Stadium Il auf ein Drittel im Stadium IV ab [127] (Tabelle 2).

Hinsichtlich des Tumorgradings ist darauf hinzuweisen, dass keine allgemeinglltige Grading-Methode existiert.
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Im angloamerikanischen Schrifttum wird vielfach das
vierstufige histologische Grading nach Fuhrmann

verwandt. Das in Deutschland  {berwiegend
gebrauchte dreistufige nukleare Grading in Anlehnung
an die WHO [15, 104, 127, 132, 133] wurde auch auf
die in dieser Arbeit untersuchten NZK angewandt.
G1-NZK  die  Funfjahres-
Uberlebensrate  bei 92%, um (ber 60% bei den
G2-Tumoren auf 32% bei G3-NZK abzufallen [15]
(Tabelle 3).

Zwischen

Hierbei liegt fir

histologischem  Zelltyp und Prognose

bestehen It. Brkovic et al. insofern gewisse
Beziehungen, als dass klarzellige NZK haufig friiher
metastasieren und eine hohere Letalitdt aufweisen als
chromophobe und chromophile [15].

Der wichtigste das Uberleben limitierende Faktor fiir
das NZK ist, zumal in Anbetracht seiner geringen
Strahlen- und Chemosensibilitat, das Vorliegen einer
Fernmetastasierung. Zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung liegen in etwa 30% der Félle bereits
Metastasen in anderen Organen vor (vornehmlich
pulmonal, lymphonodulér, hepatisch, osséar, adrenal,
kontralateral renal oder cerebral [23, 144]). Fir diese
Patienten liegt die Flinfiahresiberlebensrate unter 2%,
die mediane Uberlebenszeit betragt weniger als 1 Jahr
[41, 105, 144].
Ungefdhr  30% der

Metastasierung entwickeln - trotz in kurativer Absicht

Patienten ohne primare

Nephrektomie - im weiteren Verlauf
Dabei

chirurgischer

erfolgter

Fernmetastasen. treten zwischen

Diagnosestellung  / Therapie und
Metastasendetektion Latenzzeiten von bis zu 10
Jahren und mehr auf, in denen der Patient klinisch
unauffallig erscheinen kann [6, 41, 106, 129]. Obwohl
NZK  weiterhin

fir die nicht metastasierten

Tab. 2: Die TNM-Klassifikation des NZK

T: Primartumor

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO Kein Anhalt flir Primartumor
™ Tumor < 7 cm in seiner groRten Ausdehnung,
begrenzt auf die Niere
T2 Tumor > 7 cm in seiner groften Ausdehnung,
begrenzt auf die Niere
T3 Tumor breitet sich aus bis in Hauptvenen oder
infiltriert Nebenniere oder perirenales Fettgewebe,
aber nicht auflerhalb der Gerota'schen Faszie
T3a Tumor infiltiriert Nebenniere oder perirenale
Fettkapsel, aber nicht Gerota'sche Faszie
T3b Ausgepragte  Tumorausdehnung in Nierenvenen
oder V. cava unterhalb des Zwerchfells
T3c Tumorausdehnung in V. cava oberhalb des
Zwerchfells
T4 Tumorausdehnung (ber die Gerota'sche Faszie
hinaus
N: regiondre Lymphknoten
Nx Regionédre Lymphknoten kénnen nicht beurteilt
werden
NO Kein Anhalt fiir regionéare Lymphknoten
N1 Metastase in einem regiondren Lymphknoten
N2 Metastase in  mehr als einem regiondren
Lymphknoten
M: Fernmetastasierung
Mx Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden
Mo Kein Anhalt fir Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen
TNM-Stadieneinteilung
| 1K NO MO
Il T2 NO MO
[} 1K N1 MO
T2 N1 MO
T3a NO MO
T3a N1 MO
T3b NO MO
T3b N1 MO
T3c NO MO
T3c N1 MO
v T4 Jedes N MO
Jedes T N2 MO
Jedes T N3 MO
Jedes T Jedes N M1
Tab. 3: Das nukleére Grading der NZK
Runde Zellkerne normaler Grofle (wie beim
Grad 1 Tubulusepithel) mit zartem oder
kondensiertem Chromatin. Wenige kleine
Nukleolen. Keine Mitosen.
VergroRerte, hyperchromatische Zellkerne
Grad 2 mit deutlichen 1 bis 2 Nukleolen, die zentral
oder leicht exzentrisch liegen. Deutliche
Anisonukleose. Wenige Mitosen.
Starke Anisonukleose, vergroRerte Kerne mit
Grad 3 verklumptem, groben Chromatin. Tumor-

Riesenzellen. Einzelne oder multiple groRe
Nukleolen. Vermehrt Mitosen.

Tumorstadium, -grading und -subtyp wichtige Prognosefaktoren bleiben, wurden auf Grund des relativ variablen

tumorbiologischen Verhaltens des NZK in den vergangenen Jahren erhebliche Anstrengungen zur Definition

V)
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weiterer moglicher prognostischer Marker unternommen. Immunhistochemisch nachweisbare Faktoren wie Ki-67
[1, 20, 24, 25, 35, 47, 52, 94, 95, 110, 111, 122, 130, 131, 149, 152], p53 / mdm-2 [36, 47, 48, 55, 68, 93, 94, 99,
110, 122, 131, 139, 140], p21 / p27 [49] oder VEGF [46, 57, 87, 96], die in Proliferation und Neoangiogenese von
Tumorzellen assoziiert sein sollen, erwiesen sich dabei als vielversprechende Marker, ohne dass ihre klinische

Relevanz fiir das NZK vollstandig geklart ist.

1.1.1  Das klarzellige Nierenzellkarzinom

Das klarzellige NZK stellt mit einem Anteil von etwa 76% den haufigsten NZK-Subtyp. Histogenetisch entstammt
es dem proximalen Tubulusepithel. Mikroskopisch imponiert es durch ein optisch leeres, transparentes
Zytoplasma in Folge stark gesteigerten Glykogengehaltes; die ,eosinophilen® Varianten kommen durch einen
vermehrten Gehalt an Mitochondrien und endoplasmatischem Retikulum zustande. Das Wachstumsmuster ist in
den meisten Fallen kompakt, selten kommen tubulopapillare oder zystische Formen vor [15, 23, 104, 123, 133,
126, 127]. Zytogenetisch zeichnen sich die klarzelligen NZK, sowohl in ihrer sporadischen als auch in der
familiaren, im Rahmen des von Hippel-Lindau-Syndroms auftretenden Form, durch Alterationen des kurzen Arms
des Chromosoms 3 aus. In dieser Region liegt das VHL-Tumorsuppressorgen, dessen Mutationen in der
Entstehung und Progression des klarzelligen NZK offensichtlich eine entscheidende Rolle spielen [15, 23, 29, 58,
69, 104, 127].

Obwohl das klarzellige die haufigste Entitat unter den NZK darstellt und sich genetisch und prognostisch von den
anderen Vertretern dieser Tumorgruppe unterscheidet, wurde es im Rahmen der zahlreichen in den letzten
Jahren betriebenen Studien zur Auffindung neuer prognostischer Marker oftmals nicht gesondert betrachtet. Die
Ergebnisse der stattgehabten Untersuchungen waren vielfach widerspriichlich, so dass Existenz und Identitat
zusatzlicher Prognosefaktoren fir das klarzellige NZK teilweise noch in Frage stehen. Dieser Kenntnisllicke

wendet sich die vorliegende Arbeit zu.

1.2 Die immunhistochemisch untersuchten Parameter

1.21  Apoptose

Die Apoptose stellt einen physiologischen Schutzprozess dar, vermittels dessen jede Zelle eine programmierte
,oelbsttdtung® induzieren kann. Dieser Vorgang spielt sowohl bei der Ontogenese als auch bei der
Aufrechterhaltung der genetischen Konstanz und Homdostase adulter Organismen eine tragende Rolle [2, 28,
77, 100, 137]. Sie kann durch verschiedene schadigende Einfliisse wie Sauerstoffradikale und Mutagene, ebenso
aber durch Zell-Zell-Wechselwirkungen (z.B. bei der Lymphozytenreifung in Thymus und Knochenmark)
ausgeldst werden. Storungen apoptotischer Prozesse sind in Entstehung und Fortschreiten verschiedenster
Erkrankungen einschlielich Tumoren involviert [28, 44, 50, 59, 77, 85, 100, 137].

Die Apoptose ist ein aktiver, energieaufwendiger Prozess, der sich morphologisch in charakteristischer Weise

von der Nekrose unterscheidet. Wahrend nekrotische Zellen durch Schwellung von Zytoplasma und Organellen,

[9%)
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Lyse der Plasmamembran, Zufallsdegradation der DNA durch lysosomale DNAsen und letztendliche Entleerung
des Zellinhaltes in die Umgebung mit konsekutiver Entzindung imponieren, kommt es im Rahmen der Apoptose
zu einer Schrumpfung der betroffenen Zelle einschlieBlich einer Kernschrumpfung, Bléschenbildung entlang der
zellularen Membranen, Chromatinkondensation an der Kernmembran, einem Anstieg der zytoplasmatischen
Granularitat sowie im weiteren Verlauf zur Ausbildung charakteristischer DNA-Fragmentmuster durch kontrollierte

intrinsische Spaltung der genomischen DNA (Abb. 1).

- Oxidative stress
Death signals: - Glutamate
- Decreased growth-factors

- Genetic mutation Phosphatidylserine

l - Blebs
o, 7 Cytochrome o, .

S0 Oxygen rachoalz/Ca?t y. Apaf-1 2 \ A e

Death Protealysis

J Par-4 * /’::_.t:‘.i‘.la[l::;', # Endoniicleases A
/ Bar] i | ; aspase-3 & S 3

Bax, Bac i ¢ | | T G\ = ! BT S e 1
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Initiation phase Effector phase Degradation phase

Abb. 1: Der apoptotische Zelltod. Nach: Mattson MP: Apoptosis in neurodegenerative disorders. Nat
Rev Mol Cell Biol 1 (2000) 120-129 (Graphik verfligbar unter www.nature.com)

Durch Abschniirungsprozesse entstehen sogenannte ,apoptotic bodies®, die von einer intakten Zellmembran
eingeschlossen sind und phagozytiert werden. Dementsprechend bleibt eine Entleerung des Zellinhaltes ins
Interstitium und die daran gekoppelte inflammatorische Reaktion weitgehend aus. Dariiber hinaus finden sich
apoptotische im Gegensatz zu nekrotischen Zellen (iberwiegend disseminiert im Gewebe und selten in Clustern
[2, 3, 44,50, 77,112, 135, 137].

Die am Vorgang der Apoptose beteiligten Gene blieben im Laufe der Evolution in hohem Mafe erhalten [2, 77,
137, 141] und kodieren fiir ein komplexes Netzwerk miteinander fein abgestimmter Signalkaskaden.

Abgesehen von apoptotischen Prozessen, die wahrend der Ontogenese im Sinne eines ,programmierten
Zelltodes* auftreten und an der dreidimensionalen Ausformung von Organen bzw. Geweben beteiligt sind, dient
die Apoptose beim ausdifferenzierten Organismus dazu, die Homoostase aufrechtzuerhalten, und kann
vereinfachend als Gegenspieler der Mitose betrachtet werden [2, 3, 28, 44, 137, 141].

Eine zentrale Rolle bei Induktion und Ablauf der Apoptose spielt die Familie der Caspasen, Cysteinproteasen, die
ihre Substrate an Aspartatresten spalten. Derzeit sind 12 humane Caspasen bekannt. In nicht-apoptotischen
Zellen liegen sie in ihrer inaktiven Proenzym-Form vor; nach Spaltung in die aktive Form wird eine proteolytische
Kaskade in Gang gesetzt, die den apoptotischen Zelltod herbeifiihrt [29, 77, 85, 112]. Im wesentlichen geht man

heute von zwei Signalwegen aus, die zur Auslosung von Apoptose flhren: Zum einen existiert der tiber ,Death
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auch der Therapie von Tumoren wurde in den
letzten Jahren enormes Interesse zuteil.
Nachdem (ber Jahrzehnte der proliferativen
Aktivitat eines Tumors als vermutetem
Hauptfaktor seines Wachstums die nahezu
uneingeschrankte investigative Aufmerksam-keit gegolten hatte, riickte in den letzten beiden Jahrzehnten die
Apoptose als weiterer wachstumsregulierender Faktor in den Mittelpunkt des wissenschaftlichen Interesses [76,
135]. Die Vermutung, das ungebremste Wachstum von Tumorzellen konne durch einen Verlust ihrer Fahigkeit,
den apoptotischen Selbstzerstérungsmechnismus in Gang zu setzen, mitverursacht sein, filhrte zu zahlreichen
Untersuchungen zur Apoptosehaufigkeit bei verschiedensten Maligomen, wobei diesbeziigliche Studien am NZK
allerdings im Allgemeinen ohne Beriicksichtigung der histologischen Subtypisierung erfolgten. Wahrend hierbei
Hindermann et al. bei 66 NZK einen zum Proliferationsindex gegenlaufigen Apoptoseindex definierten, der in G1-
Tumoren statistisch signifikant héher lag als in G2- und G3-NZK [52] und die 0.g. Vermutung zu bestétigen
schien, wurden in zahlreichen weiteren Studien dazu entgegengesetzte Resultate erzielt: Die Apoptoserate wies
eine signifikante positive Korrelation mit dem histologischen Grading auf [64, 131, 134, 151, 152]. Todd et al.
[134] erarbeiteten im Gegensatz zu den Ubrigen genannten Studien auch eine signifikante positive Korrelation
zwischen Apoptoseindex und Tumorstadium bzw. PrimartumorgroRe.

Die prognostische Wertigkeit der Apoptosehaufigkeit beim NZK ist noch ungeklart. Tannapfel et al. [131]
beobachteten in der univariaten Analyse eine signifikante Korrelation zwischen einem erhdhten Apoptoseindex

und schlechterer Prognose, in der multivariaten Analyse stellte sich die Apoptoseh&ufigkeit jedoch nicht als



1 Einleitung und Zielstellung

unabhéngiger prognostischer Faktor dar. Andere Autoren fanden eine dem entgegengesetzte [149] oder keine
[52] prognostische Wertigkeit der apoptotischen Aktivitat beim NZK.

Dariiber hinaus l6ste die Erkenntnis, dass die Effekte von Strahlen- und Chemotherapien - neben einer
primaren Nekroseinduktion - hauptsachlich durch Induktion von Apoptose vermittelt werden, und dass ein
Nichtansprechen auf derartige Therapien auf einer tumorspezifischen Apoptoseresistenz beruhen kann,
intensive Bemiihungen um die Erforschung der zu Grunde liegenden molekularen Mechanismen und deren
potentieller Beinflussbarkeit aus [59, 85, 4, 145, 114, 137, 76, 135].

— . Survival
T recaptors

>

Death substrates
ICADVDFF, PARP, Gelsolvin
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Abb. 3: Molekulare Interaktionen im Rahmen der ,Death receptor-vermittelten Apoptose. Aus:
Reed JC: Apoptosis-based therapies. Nat Rev Drug Discov 1 (2002) 111-121 (Graphik
verfligbar unter www.nature.com)
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122 Ki-67

Als Proliferationsmarker erlaubt das Ki-67-Antigen eine Beurteilung der Wachstumsaktivitat des untersuchten
Gewebes. Das nukleére Protein wird in allen aktiven Phasen des Zellzyklus (G1, S, G2, M) exprimiert, wobei die
Expression mit fortschreitendem Zellzyklus ansteigt und seinen Hohepunkt in der G2/M-Phase erreicht, so dass
zu diesem Zeitpunkt bei der immunhistochemischen Darstellung die starkste Farbeintensitat erzielt wird. In
ruhenden Zellen (G0) hingegen fehlt das Ki-67-Antigen [15, 24, 52].

In zahlreichen Studien zum NZK konnte mittels des gegen das Ki-67-Antigen gerichteten monoklonalen

Antikdrpers MIB-1 eine positive Korrelation zwischen hoherem histologischem Grading und hoherer Ki-67-

6
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Expression belegt werden [1, 52, 110, 130, 131, 134] — eine Beobachtung, die insofern den Erwartungen
entspricht, als dass entdifferenzierte Tumoren sich durch ein enorm gesteigertes Wachstum auszeichnen.
Dariiber hinaus wurde von einigen Autoren Uber eine signifikante positive Korrelation zwischen Tumorstadium
und Ki-67-Expression berichtet [131, 134].

Die prognostische Wertigkeit der Ki-67-Expression beim NZK wurde teilweise widerspriichlich beurteilt. Wahrend
beispielsweise Gelb et al. [36] wie auch Papadopoulos et al. [95] keine prognostische Aussagekraft der Ki-67-
Expression nachweisen konnten, wiesen Rioux-Leclerq et al. [110] sowie Tannapfel et al. [131] sie als

zusatzlichen unabhangigen Prognosefaktor aus.

123 Bcl-2

Das antiapoptotisch wirkende Bcl-2-Protoonkogen kodiert ein 26 kD-Protein und wurde erstmals im
Zusammenhang mit der fir das follikulare Keimzentrumslymphom charakteristischen t(14;18)-Translokation
beschrieben [18, 44, 76, 82, 108, 123, 137]. Unter experimentellen Bedingungen konnte nachgewiesen werden,
dass Bcl-2 die Lebensdauer von B-Lymphozyten verlangert, ohne eine vermehrte Zellproliferation auszulésen.
Eine derart verlangerte zelluldre Lebensspanne birgt die Gefahr des Erwerbs weiterer genetischer Alterationen
und besitzt damit ein karzinogenes Potential [18, 65, 76, 82, 137]. Auch in therapeutischer Hinsicht ist das Bcl-2-
Protein von Bedeutung, da es bei Uberexpression z.B. die durch Chemotherapeutika oder Bestrahlung induzierte
Apoptose blockieren und den entsprechenden Tumor damit therapierefraktar machen kann [108, 135].

Bcl-2 ist der erste entdeckte Vertreter einer Familie homologer Proteine, die in zum Teil kontrarer Weise an der
Apoptoseregulation beteiligt sind. Wahrend z.B. Bcl-2, Bcl-X., Bcl-w, A1/Bfl-1 und Mcl-1 inhibitorisch auf
apoptotische Prozesse wirken, funktionieren unter anderem Bax, Bik, Bak, Bad, Bid und Bcl-Xs als
Apoptosepromotoren. Die Mitglieder der humanen Bcl-2-Familie konnen untereinander homo- oder
heterodimerisieren und auf diese Weise ihre Funktionen gegenseitig verstarken bzw. antagonisieren [44, 76, 77,
108].

Als integrales Membranprotein, das in den Membranen des endoplasmatischen Retikulums, der Mitochondrien
sowie des Kerns lokalisiert ist, blockiert Bcl-2 auf noch nicht vollstandig aufgeklarte Weise den apoptotischen
Zelltod [53]. Verschiedene Mechanismen der Apoptosepravention durch Bcl-2 wurden diskutiert. Mitglieder der
Bcl-2-Famielie zeigen strukturelle Ahnlichkeiten mit den porenbildenden Doménen bestimmter bakterieller Toxine
[108]; in diesem Sinne vermuteten Schendel et al. die Bildung kationenselektiver Transmembrankanéle durch Di-
bzw. Oligomerisierung von Bcl-2-Proteinmolekilen [117; auch: 44, 108]. Entsprechend fanden Shimizu et al.
[123; auch: 44] Hinweise auf eine durch Bcl-2 herbeigefiihrte Aufrechterhaltung des mitochondrialen
Membranpotentials vermittels eines verstarkten Protoneneffluxes in Gegenwart von Stimuli, die normalerweise zu
einem Verlust des Membranpotentials flihren. Auflerdem scheint Bcl-2 den Efflux freier Kalziumionen, die
ihrerseits in die Signaltransduktion apoptotischer Prozesse eingreifen, aus dem endoplasmatischen Retikulum zu
regulieren [33; 66], und die apoptoseinduzierende Freisetzung von Cytochrom ¢ und AIF aus den Mitochondrien
zu blockieren [44, 77, 108].
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Das Bcl-2-Protein ist normalerweise in verschiedenen Organen des Kdrpers nachweisbar; wobei es sowohl in
bradytropen Geweben (z.B. Neuronen) als auch in Geweben mit hohem, durch apoptotische Prozesse mit
reguliertem Zellumsatz (z.B. Darmschleimhaut) vertreten ist [18].

Im Rahmen einiger immunhistochemischer Studien wurde (iber eine starke Bcl-2-Expression bei klarzelligen NZK
berichtet [18, 56, 140]; proximale Tubulusepithelien, die heute als Ursprung des klarzelligen NZK angesehen
werden, wiesen bei Huang et al. [56] keine oder nur geringe Anfarbung fir Bcl-2 auf. Vasavada et al. [140]
wiesen auf eine positive Korrelation zwischen Bcl-2-Expression und héherem histologischem Grading hin. Der
verlockenden Folgerung, die apoptoseinhibierende Wirkung von Bcl-2 trage durch eine Verschiebung des
Proliferations-Apoptose-Gleichgewichts in Richtung des Zellwachstums  zur Tumorprogression  bei und
reprasentiere somit einen entscheidenden Beitrag zur Aggressivitat klarzelliger NZK, wurde jedoch im Rahmen
anderer Studien widersprochen. Pepe et al. [99] postulierten eine abnehmende Bcl-2-Expression im Rahmen der
Tumorprogression vom euploiden, langsam wachsenden NZK hin zu aggressiveren Phanotypen; allerdings
hatten NZK verschiedener histologischer Typen Eingang in diese Studie gefunden. Sejima und Miyagawa [122]
fanden, ebenfalls fiir eine histologisch heterogene Gruppe von NZK, keinen Zusammenhang zwischen Bcl-2-
Expression und pathologischen Parametern bzw. der Prognose.

Fur andere Malignome fanden sich Hinweise auf eine Assoziation zwischen Bcl-2-Expression und prognostisch
guinstigen Parametern wie niedrigem T-Stadium und besserer histologischer Differenzierung bzw. niedrigerer
Proliferationsrate [82, 128].

124  p53

Das p53 - Tumorsuppressorgen ist ein auf dem kurzen Arm von Chromosom 17 lokalisiertes 20 kB - Gen, das
fir ein nukledres 53 kD-Phosphoprotein kodiert, welches die Transkription einer Vielzahl von Genen zu regulieren
vermag. Auf diese Weise inhibiert das p53-Protein das Wachstum genetisch alterierter und somit potentiell
neoplastischer Zellen, indem es entweder eine Arretierung des Zellzyklus (v.a. in der G1-Phase durch
transkriptionelle Aktivierung von p21, einem Inhibitor cyclinabhé&ngiger Kinasen [8, 124, 142]) zur Reparatur der
geschadigten DNA herbeifilhrt, oder, bei irreparablen genetischen Schédigungen, die Elimination der Zelle via
Apoptose induzieren kann [32, 76, 124, 137, 142]. In letzterem Zusammenhang ist auch seine Fahigkeit, die
Transkription des Apoptoseinhibitors Bcl-2 herabzuregulieren, von entscheidender Bedeutung [82, 99, 76, 124].
Eine p53-vermittelte Apoptoseinduktion kann aber auch als Antwort auf eine hypoxische Zellschédigung eintreten
[135]

wt p53 verhindert das Durchlaufen des Zellzyklus durch Aktivierung der cyclinabhangigen Kinase p21 und
beeinflusst eventuell auch den Eintritt in den Zellzyklus aus der GO-Phase [8]; dariiber hinaus ist es direkt an der
Aufrechterhaltung der genetischen Stabilitat beteiligt, indem es an der Reparatur geschadigter DNA-Sequenzen
beteiligte Gene induziert. AuBerdem inhibiert p53, ebenfalls vermittels Geninduktion, die Neoangiogenese [39,
124,125, 142].

Angesichts einer derart essentiellen Rolle bei der Aufrechterhaltung der Gewebshomdostase ist es nicht
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verwunderlich, dass bei einer Vielzahl humaner Neoplasmen eine p53-Inaktivierung nachweisbar ist [32, 67, 124,
142], die entweder direkt durch Genmutationen oder aber indirekt durch Bindung an virale Proteine oder
Alterationen interagierender Gene (z.B. verstarkte Expression von mdm-2) verursacht ist [67, 124, 142].

pd3 stellt einen Knotenpunkt in einem komplexen Netzwerk interagierender Enzyme dar, das im zellularen
,Normalzustand* inaktiv ist. Dabei wird die Menge vorhandenen p53-Proteins weniger durch das Ausmal seiner
Synthese, als durch die Geschwindigkeit seines Abbaus und durch Azetylierung bzw. Phosphorylierung im C-
terminalen Bereich reguliert [75, 142).

Eine wichtige Rolle bei der Steuerung der nukledren p53-Konzentration spielt das mdm-2-Protein, dessen
Expression im Rahmen einer autoregulatorischen Feedback-Schleife durch das p53-Protein stimuliert wird und
das die Ubiquitin-vermittelte Proteolyse von p53 bewirkt [48, 67, 125, 142] (Abb. 4).

Durch drei heute bekannte Ausloser wird die Degradation des  p53-Proteins gehemmt: 1.) DNA-
Doppelstrangbriiche wirken (ber die Induktion der Proteinkinasen ATM und Chk2, 2.) aberrierende
Wachstumssignale (z.B. durch Onkogene wie ras oder myc) vermitteln die p53-Aktivierung lber p14ARF, und 3.)
eine groe Anzahl von Chemotherapeutika, UV-Strahlung, und Proteinkinase-Inhibitoren, deren Wirkungsweise
offenbar weitere Kinasen involviert [32, 142] (Abb. 4).
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Abb. 4: p53-Funktionsschema. Aus: Chene P: Inhibiting the p53-mdm2 interaction: An important
target for cancer therapy. Nat Rev Cancer 3 (2003) 102-109 (Graphik verfiigbar unter
www.nature.com)
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Das wt p53-Protein hat eine Halbwertzeit von weniger als 30 min und ist nur in sehr geringen Mengen im
Normalgewebe vorhanden, wodurch eine IHC-basierte Detektion verhindert wird. Durch p53-Alterationen (z.B.
Genmutationen, Bindung an virale oder zellulare Proteine), wird es stabilisiert und akkumuliert; durch diese
verlangerte Halbwertzeit kommt es zu einer immunhistochemisch nachweisbaren ,Uberexpression* von p53
[8,124].

Wahrend fir eine Vielzahl solider Neoplasmen, wie beispielsweise Lungen-Adenokarzinome [60] oder

9
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Blasenkarzinome [125], die Haufigkeit von p53-Mutationen wohlbekannt ist, gibt es flir das NZK in dieser Hinsicht
zum Teil widersprichliche Aussagen. Viele Autoren untersuchten die Haufigkeit immunhistochemisch
nachweisbarer p53-Uberexpression bei den verschiedenen NZK-Subtypen. Abgesehen von der Tatsache, dass
sie zu ausgesprochen divergenten Ergebnissen gelangten, ist der Riickschluss von der p53-Expression auf den
genetischen Status einer Zelle nicht uneingeschrankt maglich, da, wie oben erwahnt, auch andere Ereignisse als
p53-Mutationen zur Stabilisierung seines Genproduktes flihren kdnnen.

Die Angaben iiber die Haufigkeit einer p53-Uberexpression bei klarzelligen NZK sind bisher widerspriichlich [47,
48, 140]. Einige Autoren beschreiben eine statistisch signifikante Korrelation zwischen einer p53-Uberexpression
und starkerer histologischer Entdifferenzierung [47, 48] und z.T. mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium [68,

139]; ein statistisch unabhangiger Einfluss auf die Prognose liel? sich jedoch selten nachweisen [139].

125 pVHL

Das VHL-Tumorsuppressorgen liegt auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 [23, 29, 58, 69, 104, 127] und
kodiert nach heutigem Kenntnisstand zwei Proteine: zum einen das ,klassische® wt pVHL (213 Aminos&uren) von
~ 24 kDa, sowie ein spater entdecktes kleineres Genprodukt von 18 kDa (pVHL18), welches offenbar durch
alternative Translationsinitiation an einem 2. AUG-Codon (Codon 45) entsteht. Beide Genprodukte scheinen
gleiche Funktionen auszuiiben [10, 23, 118].

pVHL ist ein zytosolisch lokalisiertes Protein und findet sich natirlicherweise in fast allen humanen Geweben,
wobei seine Expression in epithelialen Zellen am starksten ist [22, 23, 69]. Bei der Entstehung klarzelliger NZK
spielen Alterationen des VHL-Gens eine wichtige Rolle. So ist das VHL-Gen bei Patienten mit von Hippel-Lindau-
(VHL-) Syndrom durch eine Keimzellmutation inaktiviert; hierbei handelt es sich um eine zu den Phakomatosen
zahlende autosomal-dominant erbliche Erkrankung, die durch eine Pradisposition zur Entwicklung
hochvaskularisierter Tumoren wie klarzelligen NZK, Hamangioblastomen und Ph&ochromozytomen sowie
pankreatischer Zysten charakterisiert ist [19, 29, 23, 58, 144]. Etwa 45% aller VHL-Patienten erkranken im Laufe
ihres Lebens an einem NZK [144]. Auch beim sporadischen klarzelligen NZK ist das VHL-Gen in 60 — 80 % der
Félle durch somatische Mutationen inaktiviert [23], wobei Moch et al. [84] darauf hinwiesen, dass innerhalb eines
NZK unterschiedliche Zellpopulationen mit und ohne VHL-Alterationen auftreten kénnen.

Die offenbar vielfaltigen Funktionen des VHL-Proteins sind auch heute noch nicht vollstandig aufgeklart. Es ist
jedoch bekannt, dass pVHL einen Komplex mit den Elonginen B und C, den regulatorischen Untereinheiten des
Transkriptions - Elongationsfaktors Elongin, bildet und so die Funktion des Elongins inhibiert. AuRerdem entsteht
durch Bindung von Cul2 und Rbx1 an den pVHL / Elongin B / Elongin C-Komplex der sogenannte VCBCR-
Komplex, der strukturelle Ahnlichkeiten mit E3-Ubiquitinligase-Komplexen aufweist [21, 23, 29, 62, 119]. Dieser
greift offenbar durch Degradation der Untereinheiten HIF-1a und HIF-2a des hypoxieinduzierbaren Faktors 1
(HIF-1) in die Regulation hypoxieinduzier-barer Gene, die an der Angiogenese beteiligt sind, ein (Abb. 5). So st

bei VHL - Patienten eine Erhdhung der hypoxieinduzierbaren mRNAs von VEGF und GLUT-1 nachweisbar [9,
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fir das Wachstum von Tumoren

von Bedeutung ist, und zu den

charakteristischen Manifestationen des VHL-Syndroms neben hochvaskularisierten Tumoren auch schlecht
vaskularisierte Zysten z.B. des Pankreas gehoren, liegt die Vermutung nahe, dass das VHL-Gen direkt an der
Wachstumskontrolle epithelialer Zellen beteiligt ist, die nach neueren Erkenntnissen offenbar Uber eine
Regulation der TGF-0-, p21- und p27-Expression [17, 97] mindestens mitgesteuert wird. Baba et al. [7] fanden
Hinweise auf eine Beteiligung von pVHL am Phanomen der Kontaktinhibition des Zellwachstums; Kamada et al.
[61] zeigten seine Rolle als Inhibitor der Zellmotilitat durch Stabilisierung von Proteinen des Zytoskeletts auf.
AuRerdem scheint das VHL-Gen auch (ber eine Regulation der Plasmin-vermittelten Proteolyse der
Extrazellularmatrix [70] sowie des zellularen Mikromilieus [146] in den renalen Angiogenese- und
Wachstumsprozess  einzugreifen.  Darliber hinaus bt pVHL offenbar einen  Bcl-2-vermittelten
apoptoseinhibitorischen Effekt als Antwort auf bestimmte proapoptotische Stimuli (UV-Exposition, Hypoxie) aus
[27, 120], der bei VHL-negativen Zellen mdglicherweise in einem Selektionsdruck zu Gunsten
apoptoseresistenter und somit potentiell neoplastischer Zellen resultieren konnte [27].

Trotz der bekannten Haufigkeit von VHL-Alterationen beim klarzelligen NZK liegen bislang nur wenige und z.T.
widersprlchliche Publikationen zu deren prognostischer Bedeutung vor [121, 147]. Zudem existieren meines
Wissens keine Untersuchungen bezlglich der Bedeutung der immunhistochemisch nachweisbaren VHL-

Expression bei diesen Tumoren, so dass die vorliegende Untersuchung sich u. a. dieser Frage widmet.
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1.3 Zielstellung

Ziel dieser Arbeit war es, Auftreten und Bedeutung immunhistochemisch darstellbarer Apoptose- und
Proliferationsmarker beim klarzelligen NZK zu evaluieren.

Hierzu wurden die Apoptosehaufigkeit, die Expression des Apoptoseinhibitors Bcl-2, das Proliferationsverhalten
an Hand des Ki-67-Antigens, sowie die Expression der in die Regulation beider Prozesse involvierten
Tumorsuppressor-Genprodukte pVHL und p53 an Gewebeproben 23 formalinfixierter, in Paraffin eingebetteter
klarzelliger NZK immunhistochemisch bestimmt.

Uber die Bestimmung der ExpressionsausmaRes der untersuchten Faktoren hinaus waren ihre Korrelationen
untereinander und ihr Zusammenhang mit klassischen klinisch-pathologischen Parametern Gegenstand der
Untersuchung.

AuRerdem wurde der Versuch unternommen, die prognostische Relevanz der definierten Marker fir das
klarzellige NZK zu evaluieren, und ihre mdgliche Bedeutung im Rahmen der Entwicklung neuer adjuvanter

Therapiekonzepte diskutiert.
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2 Material und Methoden
21 Untersuchungsgut

Bei den untersuchten Praparaten handelte es sich um formalinfixiertes und in Paraffin eingebettetes Gewebe
klarzelliger NZK von 23 in den Jahren 1995 und 1996 in der Urologischen Klinik der Martin-Luther-Universitat
Halle nephrektomierten Patienten. Fir jeden Fall wurde an Hand der Originalhistologien ein reprasentativer
paraffineingebetteter Tumorblock zur Untersuchung ausgewahlt. Eine ausfiihrliche Falliibersicht findet sich in den
Tabellen 49 und 50 des Anhangs.

211 Nukleéres Grading

Das nukleare Grading der untersuchten NZK wurde den originalen 5
Histologiebefunden des Institutes fiir Pathologie der Martin-Luther-
Universitit Halle entnommen. Bei Auftreten verschiedener
Tumorgrade (Falle 2, 6, 9, 14, 18), wurde stets der héchste Grading-
Wert als mafligebend definiert. Im Fall 15, bei dem das Grading im
Histologieschein nicht angegeben war, wurde die Zuordnung 12

nachtréglich eigens vorgenommen.

‘I:IGrad1 OGrad 2 OGrad 3 I

Insgesamt handelte es sich um 5 G1-Tumoren, 12 G2- Tumoren und

Abb. 6: Verteilung des histologischen
6 G3-Tumoren. Gradings der 23 untersuchten NZK

21.2  pT-Stadium

Das pT-Stadium der untersuchten NZK wurde an Hand der
Histologiescheine ermittelt und gemal 1997'er TNM-Version der 3
UICC neu klassifiziert.

Die Primartumorgrdfien wiesen eine Verteilung im Sinne von 17 pT1-

Tumoren, 3 pT2-Tumoren und 3 pT3a-Tumoren auf. 17

OpT1 OpT2 OpT3a |

Abb. 7: Verteilung des pT-Stadiums der
23 untersuchten NZK

13
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21.3  pN-Stadium

Fur 16 Falle war die genaue Anzahl der untersuchten Lymphknoten dokumentiert, wobei in 3 Féllen keine
Lymphknoten im resezierten Gewebe nachweisbar waren. In den Ubrigen 13 Fallen waren im Durchschnitt pro
Fall 4 (1-11) tumorfreie Lymphknoten untersucht worden. Laut histopathologischer Befundung wurden alle 23

untersuchten NZK als NO-Tumoren eingestuft.

214 M-Stadium

Bei 19 Fallen handelte es sich um MO-Tumoren, 3 Falle wurden klinisch mit MX bezeichnet; zwei der letzteren
waren perioperativ verstorben. Bei einem Patienten lagen zum OP-Zeitpunkt bereits Fernmetastasen (ossar,

pulmonal und mediastinal) vor (M1).
21.5 Histologie
Alle untersuchten Falle waren histologisch NZK vom klarzelligen Typ; zwei Tumoren wiesen zuséatzlich

chromophile (Félle 15 und 21) und einer onkozytére (Fall 19) Gewebeanteile auf. In den Féllen 5, 9, 15, 16 und

20 handelte es sich um zum Teil in ihrer eosinophilen Variante ausgepragte klarzellige NZK.

2.2 Klinische Daten der Patienten

2.21  \Verteilung von Geschlecht, Operationsalter und Tumorlokalisation

Das Geschlechtsverhaltnis (mannlich : weiblich) betrug 1,3 : 1; das durchschnittliche Operationsalter betrug 61

Jahre (38 - 73 Jahre). 13 der untersuchten NZK waren in der linken Niere lokalisiert, 10 in der rechten.

Fallzahl

36-40 41-45 46-50 51-55 56-60 61-65 66-70 71-75
Alter zu OP-Zeitpunkt

Abb. 8: Altersverteilung der 23 untersuchten Falle zum Operationszeitpunkt
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10 10

13 13

Olinks Orechts ‘Dménnlich Oweiblich I

Abb. 9: Verteilung der Tumorlokalisation der Abb. 10: Geschlechtsverhéltnis der 23
23 untersuchten NZK - betroffene Niere untersuchten NZK-Patienten

22.2 Medikamentose Therapie

Keiner der Patienten erhielt ein praoperative Therapie. Postoperativ wurde bei finf Patienten unter
Studienbedingungen eine Verabreichung des Bisphosphonates Clodronat zur Pravention von Skelettmetastasen
begonnen. Nachweislich wurde in einem Fall die Einnahme des Medikamentes nach kurzer Zeit durch den
Patienten selbst abgebrochen. Drei Patienten erhielten nach der Tumornephrektomie adjuvant eine autologe
Tumorvakzinierung; diese hatte in der Kaplan-Meier-Analyse keinen signifikanten Einfluss auf das rezidivireie
Uberlebensintervall (im Log Rank-Test p = 0,5386).

2.2.3  Klinische Nachbeobachtung

Die mittlere Nachbeobachtungszeit betrug 40,1 Monate (Median: 48,2 Monate) bei einer Spannweite von 65,9

Monaten (Minimum: 0 Monate; Maximum: 65,9 Monate).

Drei der Patienten verstarben perioperativ (Fall 7 am 1. postoperativen Tag, Fall 11 am 21. postoperativen Tag,

Fall 23 am 7. postoperativen Tag) an nicht beherrschbaren Komplikationen; der Patient mit primar

metastasiertem NZK verstarb 3,2 Monate nach der Operation an seinem Tumorleiden.

Bei den Ubrigen 19 Patienten trat in vier Fallen im weiteren Verlauf eine Tumorprogression auf:

o Fall Nr. 14: Metastase der kontralateralen Niere (Dg.: 41,7 Mon. postop.) Befundregredienz nach zwei
Zyklen Immunchemotherapie mit IFa.2a, IL-2, 5-FU.

o Fall Nr. 16: Ossare Metastasierung (Dg.: 4,3 Mon. postop.). Tod 15 Mon. postoperativ.

o Fall Nr. 20: Lokalrezidiv (Dg.: 13 Mon. postoperativ). En-bloc-Resektion des Lokalrezidivs. Im
weiteren Verlauf erneutes Lokalrezidiv (Therapie: Resektion, adjuvante Hochvolttherapie),
ossare Metastasierung (Therapie: operative Stabilisierung), Infiliration des M. psoas.

o Fall Nr. 22: Pulmonale Metastase (Dg.: 17,4 Mon. postop.). Metastasenresektion. Im weiteren Verlauf

15
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ermeute pulmonale Metastasierung (Therapie: Resektion, Immunchemotherapie mit
IFa2a, IL-2, 5-FU, Roaccutan), Progredienz der pulmonalen Metastasierung,
Nebennierenmetastasen beidseits, ossdre Metastasen (Therapie: palliative Radiatio,

Aredia®-Infusionen).

2.3 Methoden

2.31 Anfertigung von ultradiinnen Paraffin-Gewebeschnitten

Fur alle immunhistochemischen Verfahren wurden von den formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten
Gewebeblocken am Mikrotom 2 um diinne Schnitte angefertigt, auf zuvor mit 0,1-prozentiger Poly-L-Lysin-

Ldsung beschichteten Objekttrager aufgebracht und bei 60°C (iber Nacht im Brutschrank getrocknet.

2.3.2 Immunhistochemische Verfahren

Die Schnittpraparate wurden gemal dem nebenstehenden Schema A
in einer absteigenden Alkoholreihe entparaffiniert.
Die Antigene VHL, p53, Ki-76 und Bcl-2 wurden mittels der Avidin- X

Biotin-Komplex-(ABC-)Methode dargestellt; zum Apoptosenachweis

=
=3

S

diente die terminal desoxynucleotidyl transferase-mediated

- . . . ethanol 1009
deoxyuridine triphosphate nick end labelling“ (TUNEL-) Methode.

N ES
R IR

ayiaJj0 Y]y opuaBIaISqy

Beide Verfahren werden im Folgenden genau beschrieben. STl Y

Methanol 96%

Methanol 96%

Verfahren ~ der ~ NTP-Markierungslosung  unterblieb,  sowie ethanol 70%

In allen Markierungsserien liefen Negativkontrollen , bei denen die

aylaJjoyox]y opuablajsiny

Inkubation mit dem jeweiligen Prim@rantikdrper bzw. beim TUNEL-

il

Positivkontrollen  mit  bekanntermaflen  positiv  anfarbenden Methanol 50% v
Préparaten mit.

Abb. 11: Schema zur auf- bzw.
absteigenden Alkoholreihe

Markierung von p53, VHL, bcl-2 und Ki-67 mit der ABC-Methode

Zur Blockierung der endogenen Peroxidase-Aktivitat wurden die Schnitte 30 min in eine Losung aus 200 ml
Methanol und 6 ml 30%igen H,O, eingestelll, mit Aqua dest. gespllt und anschliefend der
Mikrowellenbehandlung zugefiihrt. Hierbei wurden die Praparate in 10 mM Citratpuffer (pH 6,0) eingestellt, 5 min
bei 600 Watt erhitzt und anschlieBend mit Citratpuffer aufgefiillt. Dieser Vorgang wurde beim Ki-67-, p53- und
VHL-Nachweis 2 Mal, beim Bcl-2-Nachweis 4 Mal wiederholt.
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Nach 20 min Abkuhlzeit wurden die Schnitte mit Tris-Borat-Puffer (TBS) gespllt und der Avidin-Biotin-
Blockierung (Kit: Vector Laboratories, Burlingame, USA) unterzogen. Hierbei wurden die Schnitte zundchst 15
min mit 1 ml PBS + 4 Tropfen Avidin 15 Minuten lang bei Raumtemperatur (RT) inkubiert, anschliefend mit
Phosphat-gepufferter Salzlosung (PBS) (pH 7,4) gesplilt und weitere 15 min bei Raumtemperatur mit 1 ml PBS +
4 Tropfen Biotin inkubiert.

Nach einem erneuten Waschschritt mit PBS erfolgte die unspezifische Proteinblockierung mit 1 : 10 in PBS
verdiinntem Pferdeserum (Vector Laboratories) fiir 15 min bei RT.

Nach dieser Vorbehandlung wurden die Praparate mit den jeweiligen Primarantikorpern (Verdlinnungen siehe
untenstehende Tabelle) 1 h bei 37°C inkubiert. Die mit Anti-Bcl-2-Antikdrper behandelten Schnitte wurden nach
der einstundigen Inkubation ber Nacht im Klhlschrank belassen, bevor sie der weiteren Behandlung zugefiihrt

wurden.

Tab. 4: Ubersicht iiber die untersuchten Antigene und die eingesetzten Antikdrper

Antigen | Ag- Klon (Ak) | Ak- Bezugsquelle Ak- MW-

(Ag) Lokalisation Klonalitat Verdiinnung | Vorbehandlung
Ki-67 Zellkern MIB-1 mAb Dianova (Hamburg) 1:30 3 x5min

bcl-2 Membranen | 124 mAb DAKO (Glostrup, Danemark) 1:50 5x5min

p53 Zellkern DO-7 mAb DAKO (Glostrup, Danemark) 1:200 3x5min

VHL Zytoplasma | 1932 mAb PharMingen Europe (Hamburg) 1:50 3x5min

Die (ibrigen Schnittpraparate wurden nach der Inkubation mit dem Primarantikorper sofort mit PBS gespiilt und
30 min bei RT mit 1 : 100 verdiinntem biotinyliertem Maus-Sekundarantikorper (Vector Laboratories) inkubiert,
erneut mit PBS gesplilt und wiederum 30 min bei RT mit Elite-ABC (Vector Laboratories; Herstellung: 20 pl
Lésung A + 20 pl Lésung B in 1,0 ml PBS) inkubiert.

Nach Spillung mit PBS erfolgte die Farbreaktion mit 3,3'-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB). Hierzu
wurden 0,1 g DAB in 100 ml Tris-HCI gel6st, nach Filtration der Lésung wurden 100 ul H202 hinzugegeben und
unmittelbar danach die Schnitte fir 5 - 7 min. eingestellt. Nach der Farbezeit wurden die Praparate in
Leitungswasser (LW) gesplt und in Aqua dest. eingestellt.

Zur Gegenfarbung wurden die Schnitte in 1 : 4 mit AquaDest verdiinntes Hamalaun 5 - 10 sec eingestellt und
anschliefend in LW geblaut.

Abschliefend wurden die Praparate mit Aqua dest. gespiilt, in der aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert und mit

Entellan eingedeckt.

Apoptosenachweis mittels TUNEL-Verfahren

Verwandt wurde der ,In Situ Cell Death Detection Kit, POD* (Boehringer Mannheim) zum Nachweis
apoptoseinduzierter DNA-Strangbriche mittels der TUNEL- Methode.
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Die Schnittpraparate wurden zunachst wie bereits beschrieben entpraffiniert und in ihrer endogenen Peroxidase-
Aktivitat blockiert, anschliefend mit Aqua dest. abgespillt, in PBS-Puffer eingestellt und zur weiteren Behandlung
in eine feuchte Kammer eingebracht.

Nach Andauung mit 20 ul/ml Proteinase K in Tris/HCI fir 20 min bei RT und zweimaligem Spllen mit PBS
erfolgte die Permeabilisation mittels 0,1% Triton x 100 + 0,1 % Natriumcitrat-Puffer in Aqua dest. (auf 1000 pl) 2
min lang bei 4°C und wiederum zweimaliges Spiilen mit PBS.

Fur die Markierungsreaktion wurden fir jeweils zehn Objekttrager 200 pl dNTP-Markierungsldsung und 100 pl
Proteinlésung mit 700 ul PBS verdinnt und auf die Praparate aufgebracht. Nach 60-minitiger Inkubation bei
37°C folgte ein dreimaliger Waschschritt mit PBS, danach eine 30-minltige Inkubation bei 37°C mit der
Converter-Peroxidase "Anti-FITC-POD" unverdinnt.

Nach neuerlichem zweimaligen Spilen mit POD wurden die Praparate wie bei der ABC-Methode beschrieben der

DAB-Reaktion unterzogen, mit Hdmalaun gegengefarbt und nach Dehydratation mit Entellan eingedeck.

2.3.3  Mikroskopische Auswertung der Farbemuster

Zur Bestimmung des Anteils bcl-2-, Ki-67-, p53- und VHL-exprimierender Zellen sowie des Anteils mittels des
TUNEL-Verfahrens markierter apoptotischer Zellen in den ausgewerteten Praparaten wurde ein Mikroskop des
Typs Olympus BX 50 verwandt. Die Fotografien der immunhistochemisch markierten Schnitte wurden an einem
Mikroskop vom Typ Zeiss Axiophot angefertigt.

In der vorliegenden Arbeit wurden alle distinkten Farbemuster fiir die jeweilige Zielstruktur (Zytoplasma bei VHL-
und bcl-2-Protein-Nachweis bzw. Zellkern bei p53-Protein- und Ki-67-Nachweis sowie TUNEL-Test) unabhangig

von der Intensitdt der Farbung als positiv gewertet. Zur
Tab. 5: Schema zur semi-quantitativen

Auswertung kamen die Tumorareale mit der starksten Anfarbung. Beurteilung der Anfarbungsdichte der
Hierbei wurde in jeweils mindestens zehn Gesichtsfeldern bei ;;r:rén:)uar;gltztochemlsch untersuchten
400-facher VergroBerung der Anteil positiv angefarbter Zellen Anteil | PR
geschétzt; dem aus diesen Werten ermittelte Medianwert wurde der angefarbter score (AS)
Zellen
entsprechende Wert des nebenstehenden 5-stufigen Anfarbungs- <1 % 0
scores zugeordnet. Die Zuordnung der Praparate zu dem jeweiligen >510/% _ gz’ ;
>3- o
Anfarbungsscore wurde unabhéngig durch einen Pathologen >20%-50 % 3
>50 % 4

uberprift; hierbei traten keine Diskrepanzen in der Bewertung auf.

234  Statistische Auswertung
Die statistische Auswertung der Ergebnisse erfolgte unter Zuhilfenahme des Statistikprogramms SPSS 9.0

(SPSS Inc, Chicago, USA). Angestrebt war zum Einen eine Analyse der Korrelationen zwischen

Expressionsausmal® der untersuchten Antigene bzw. des Apoptoseverhaltens untereinander sowie mit
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histologischem Grading und T-Stadium; zum anderen sollte die prognostische Relevanz der analysierten
Faktoren beim Nierenzellkarzinom im Vergleich mit den ,klassischen Prognosefaktoren T-Stadium und Grading
untersucht werden.

Auf Grund der geringen Fallzahl war ein Untersuchung der Assoziationen zwischen immunhistochemisch
untersuchten sowie klinisch-pathologischen Parametern mittels des X>-Tests jedoch nicht zulassig (erwartete
Haufigkeiten in den Kreuztabellen-Zellen z.T. < 5); und auch fiir die zur Ermittlung der prognostischen Relevanz
angestrebten Uberlebensberechnungen erschien es zweckméaRiger, zur Erlangung verwertbarer Ergebnisse ein
im  Vergleich zum urspriinglichen semiquantitiativen, 5-stufigen Anfarbungsscore ,vergrdbertes*
Einteilungsschema zu schaffen. Zu diesem Zwecke wurde eine Dichotomisierung des Anfarbungsscores an
Hand des Medianwertes durchgefihrt. Das heit, es wurde fir die 23 untersuchten Falle der jeweilige
Medianwert der Anfarbungsscores fiir Apoptosehdufigkeit im TUNEL-Verfahren, Ki-67-, Bcl-2-, p53- und VHL-
Antigen berechnet und als Schwellenwert fir die Dichotomisierung herangezogen. Fir jeden Marker wurden
diejenigen NZK, deren Anfarbungsscore den markerspezifischen Schwellenwert lberstiegen, als eine Gruppe mit
einem AS(d), = 1 zusammengefasst und der Gruppe der restlichen Falle mit einem AS(d)x = 0 gegeniibergestellt.
Nach dem gleichen Prinzip wurden auch histologisches Grading und pT-Stadium dichotomisiert. Teilweise
wurden zu Vergleichzwecken alternative Dichotomisierungs-Schwellenwerte fir einige Marker herangezogen; die
Ergebnisse dieser Berechnungen sind im Ergebnisteil nicht aufgefiihrt, sondern finden im Rahmen der
Diskussion Erwahnung.

Zur Abschatzung des prognostischen Einflusses der immunhistochemisch untersuchten Parameter sowie der
klinisch-pathologischen Faktoren pT-Stadium und histologisches Grading wurde eine Kaplan-Meier-Analyse des
rezidivireien Uberlebensintervalls durchgefiihrt, also desjenigen Zeitraums zwischen in kurativer Absicht erfolgter
Nephrektomie und dem Auftreten eines Krankheitsprogress im Sinne eines Lokalrezidivs oder einer
Fernmetastasierung. Von der Kaplan-Meier-Analyse ausgeschlossen wurde ein primar metastasierter Fall (Fall
Nr. 13) sowie 3 perioperativ verstorbene Patienten (Félle Nr. 7, 11 und 13). Als Einflussfaktoren auf das
rezidivfreie Uberlebensintervall wurden, wie gesagt, die dichotomisierten immunhistochemischen und klinisch-
pathologischen Parameter untersucht. Die Ermittlung der statistischen Signifikanz der Ergebnisse erfolgte
vermittels des Log Rank-Tests. Da unter den 19 fir die Kaplan-Meier-Analyse zugelassenen Féllen nur ein
Patient in der Nachbeobachtungszeit an den Folgen des NZK verstorben war, war eine Kaplan-Meier-Analyse
der Uberlebenszeit nicht durchfiihrbar.

Eine multivariate Analyse zur Determinierung der unabh&ngigen prognostischen EinflussgroBen mittels der Cox-

Regressionsanalyse wurde versucht, war aber auf Grund der Datenverteilung nicht méglich.
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3 Ergebnisse

3.1 Haufigkeitsverteilungen der Anfarbungsscores fiir apoptotische Zellen, Ki-67-, Bcl-2-, p53- und
VHL-Antigen

3.1.1  Apoptoseverhalten: Anfarbungsscores im TUNEL-Verfahren

13 von 23 Fallen (56,5%) wiesen einen AStyner = 0 auf, 6 Falle

(26,1%) einen AStuneL = 1 und jeweils 2 Félle (8,7%) einen AStuner «
= 2 bzw. 3. In keinem der untersuchten NZK wurde ein

Anférbungsscore von 4 vorgefunden. Der mediane Anfarbungsscore

lag bei 0 (Mittelwert: 0,7).

‘DAS=0 DOAs=1 DAs=2 HAs=3 .

Abb. 12: AStuneL der 23 untersuchten
NZK

3.1.2  Proliferationsverhalten: Anfarbungsscores im Ki-67-Nachweisverfahren mittels des mAb MIB-1

7 (30,4%) der untersuchten NZK boten einen ASk.er = 0,
jeweils 8 Tumoren (34,8%) wiesen einen ASkis7 = 1 bzw. 2 auf.

Kein Tumor zeigte einen Anfarbungsscore von 3 oder 4. Der

mediane Anfarbungsscore belief sich auf 1,0 (Mittelwert: 1,04). o

OAs=0 OAs=1 OAs=2

Abb. 13: ASkiez der 23 untersuchten
NZK

3.1.3  Bcl-2-Antigen: Anfarbungsscores im Nachweisverfahren mittels des mAb 124

Die Anfarbungsscores verhielten sich wie folgt: ASgq2 = 2 bei 4 von
23 Tumoren (17,4%), ASgq2 = 3 bei 9 von 23 Tumoren (39,1%)

sowie ASgsz = 4 bei 10 von 23 Tumoren (43,5%). Die
Anfarbungsscores 0 und 1 ftraten nicht auf. Der mediane
Anfarbungsscore lag bei 3 (Mittelwert 3,26).

OAs=2 EAs=3 MAs=4

Abb. 14: ASsq2 der 23 untersuchten
NZK
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3.1.4  p53-Antigen: Anfarbungsscores im Nachweisverfahren mittels des mAb DO-7

9 Tumoren (39,1%) prasentierten einen ASys3 = 0, 4 NZK (17,4%)

boten einen AS;s3 = 1, jeweils 5 Tumoren (21,7%) wiesen einen

ASgs3 = 2 bzw. 3 auf. Ein Anfarbungsscore von 4 wurde in keinen der
untersuchten NKZ nachgewiesen. Der mediane Anfarbungsscore A

betrug 1,0 (Mittelwert 1,26).

‘EAS=0 OAs=1 DAs=2 EAs=3 I

Abb. 15: ASpss der 23 untersuchten
NZK

3.1.5 VHL-Antigen: Anfarbungsscores im Nachweisverfahren mit dem Antikorper 1g32

Die Anfarbungsscores verhielten sich im folgenden Sinne: ASvi = 0
bei 9 von 23 (39,1%), ASvx = 1 bei 2 von 23 (8,7%), ASvhL = 2 bei 6
von 23 (26,1%), ASvuL = 3 bei 5 von 23 (21,7%) sowie ASyu. = 4 bei
1 von 23 (4,3%) NZK.

Der mediane Anfarbungsscore belief sich auf 2,0 (Mittelwert: 1,43).

>

‘I:us:o DOAs=1 DAs=2 HAs=3 MAS=4 .

Abb. 16: ASvi der 23 untersuchten
NZK

Abb. 17: Nachweis apoptotischer Zellen im TUNEL- Abb. 18: Das gleiche Préparat wie in nebenstehender
Verfahren. Die Nuklei apoptotischer Zellen sind deutlich Abbildung, VergréRerung 400-fach.
braun angeféarbt. (Fall Nr. 14, 200-fache VergroRerung)
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Abb. 19: Nachweis Ki-67-exprimierender Zellen im
Nachweisverfahren  mittels des mAb  MIB-1.
Proliferationsaktive ~ Zellen  zeigen eine nukleére

Braunfarbung unterschiedlichen Ausmales. (Fall Nr. 11,
200-fache Vergroferung)

Abb. 20: Das gleiche Préparat wie in nebenstehender
Abbildung, Vergréferung 400-fach.

Abb. 21: Nachweis Bcl-2-exprimierender Zellen mittels Abb. 22: Das gleiche Préparat wie in nebenstehender
des mAb 124. Bcl-2-positive Zellen zeigen eine granuldr Abbildung, VergroRerung 400-fach.

imponierende zytosolische Braunfarbung. (Fall Nr. 5,

200-fache Vergrofierung)

Abb. 23: Nachweis p53-iberexprimierender Zellen im
Nachweisverfahren mittels des mAb DO-7. Die nukledre Abbildung, VergroRerung 400-fach.
Akkumulation von  p53-Protein wird durch eine

Braunfarbung der Kerne sichtbar. (Fall Nr. 14, 200-fache
VergroRerung)

Abb. 24: Das gleiche Praparat wie in nebenstehender

22



3 Ergebnisse

Abb. 25: Nachweis VHL-positiver Zellen im Abb. 26: Das gleiche Praparat wie in nebenstehender
Nachweisverfahren mittels des mAb 1g23. Die Abbildung, VergroRerung 400-fach.

zytosolische Braunfarbung zeigt das Vorliegen von pVHL

an. (Fall Nr. 5, 200-fache Vergrofierung)

3.1.6  Haufigkeitsverteilungen der Anfarbungsscores fiir apoptotische Zellen, Ki-67-, Bcl-2-, p53- und

VHL-Antigen nach Dichotomisierung

Fir die statistische Tab. 6: Schema zur Dichotomisierung der Anfarbungsscores an Hand des Medians als
Auswertung  der Schwellenwert

) AS(d)=0 AS (d) =1
Untersuchungser TUNEL-Verfahren Bis 1% angefarbter Zellen > 1% angefarbter Zellen
gebnisse erschien Ki-67-Antigen Bis 5% angefarbter Zellen > 5% angefarbter Zellen
es auf Grund der Bcl-2-Antigen Bis 50% angefarbter Zellen > 50% angeférbter Zellen
p53-Antigen Bis 5% angefarbter Zellen > 5% angefarbter Zellen
niedrigen  Fallzahl VHL-Antigen Bis 20% angefarbter Zellen >20% angefarbter Zellen

und der daraus

resultierenden geringen Gruppengroen bei den verschiedenen AS zweckmalRig, eine Vergroberung des
Einteilungsschemas im Sinne einer Unterscheidung zwischen Uber- und unterdurchschnittlicher Anfarbungsdichte
bei den immunhistochemischen Nachweis-verfahren vorzunehmen. Hierzu wurde fiir jedes der untersuchten
Zielantigene der mediane AS der 23 untersuchten NZK als Schwellenwert verwandt, indem alle Falle, die einen
Uber dem Medianwert liegenden Anfarbungsscore boten, als (berdurchschnittlich stark  positiv fir das
untersuchte Antigen gewertet wurden. Diesen Fallen wurde ein dichotomisierter Anfarbungsscore (AS(d)) von 1

zugewiesen; alle Ubrigen Falle wurden einem AS(d) von 0 zugeordnet (Tab. 6).

Nach der Dichotomisierung verhielten sich die Anfarbungsscores wie folgt:

o 13 NZK (56,5%) zeigten einen AS(d)runer = 0, 10 NZK (43,5%) boten einen AS(d)tuneL =1 Abb. 25).

o 15NZK (65,2%) prasentierten einen AS(d)«.e7 = 0, 8 NZK (34,8 %) zeigten einen AS(d)«.e7 = 1 (Abb. 26).
o 13 NZK (56,5%) boten einen AS(d)sc-2 = 0; 10 Tumoren (43,5%) einen AS(d)sc.2 = 1 (Abb. 27).

23



3 Ergebnisse

o 13 NZK (56,5 %) wiesen einen AS(d)ps3 = 0 auf, 10 NZK (43,5%) zeigten einen AS(d)es3 = 1 (Abb. 28).
o 17 NZK (73,9%) présentierten einen AS(d)vuL = 0, 6 NZK (26,1 %) einen AS(d)vxL = 1 (Abb. 29).

DD

Abb. 27: AS(d)runeL der Abb. 28: AS(d)i67 der Abb. 29: AS(d)sc-2 der
23 untersuchten NZK 23 untersuchten NZK 23 untersuchten NZK
Abb. 30: AS(d)pss der Abb. 31: AS(d)v. der
23 untersuchten NZK 23 untersuchten NZK

3.1.7 Histologisches Grading und pT-Stadium: Haufigkeitsverteilung nach Dichotomisierung

Das histopathologische Grading und das pT-Stadium der untersuchten Tumoren wurden nach dem gleichen
Prinzip wie die immunhistochemisch untersuchten Parameter nach Median dichotomisiert.

Das mediane histologische Grading lag bei Grad 2; dementsprechend wurden Grad 1- und Grad 2-Tumoren (17
der untersuchten NZK = 73,9%) zu einer Gruppe zusammengefasst und der Gruppe der Grad 3-Tumoren (6 der
untersuchten NZK = 26,1%) gegentbergestellt.

Der Median fiir das pT-Stadium lag bei pT1. In der Konsequenz wurden 17 pT1-Tumoren (73,9% der Falle) von

der zusammengefassten Gruppe von 6 pT2- bzw. pT3a-Tumoren (26,1%) abgegrenzt.

Abb. 32: Histologisches Grading der 23 Abb. 33: pT-Stadium der 23
untersuchten NZK nach untersuchten NZK nach Dichotomi-
Dichotomisierung sierung
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3.2 Zusammenhénge der immunhistochemisch untersuchten Parameter mit Tumorgrad und pT-
Stadium

3.21  Zusammenhange zwischen Tumorgrad und pT-Stadium

15 von 17 pT1-NZK (88,2%) waren G1- bzw. G2-Tumoren, Tab. 7: Kreuztabelle zu pT-Stadium und

die G3-NZK stellten nur einen Anteil von 11,8%. Unter den 3 histologischem Grading
pT2-Tumoren fanden sich ein G1-NZK (33,3%) sowie 2 G3- - Gl fﬁ Gg gesar1n7t
p
NZK (66,7%); bei den 3 pT3a-NZK handelte es sich um ein pT2 1 - 2 3
_Karvi 0 ; } 0 pT3a - 1 2 3
G2-Karzinom  (33,3%) sowie 2 G3-NZK (66,7%). gesamt s B s 53

Andersherum handelte es sich bei den 5 G1-NZK zu 80%

und bei den 12 G2-NZK zu 91,7% um pT1-Tumoren, wahrend sich die 6 G3-Karzinomen jeweils in 1/3 der Falle
aus pT1-, pT2- und pT3a-Tumoren rekrutierten. Fortgeschrittene pT-Stadien waren demnach mit einer stérkeren
histologischen Entdifferenzierung vergesellschaftet und umgekehrt. Der Fisher-Test war auf Grund der

bestehenden 3 x 3-Tabelle hier zulassig und signifikant (p = 0,045).

3.22 Bcl-2-Expression

3 von 5 (60%) G1-NZK zeigten eine mittelgradige Bol- ~ 1ap- 8: Kreuztabelle  zu - Bol-2-Expres-sion - und
histologischem Grading

- i = N i (] i 0, -

2-Expression (ASgq-2 = 3); die Ubrigen 40 % der G1 1 &2 63| gesamt

Félle exprimierten Bcl-2 in (ber 50 % der Zellen ASBc2=2 - 3 1 4
_ : _ o ASga2=3 3 3 3 9

(ASge-2 = 4). Ein ASpg2 = 2 wurde in dieser Gruppe ASsz=4 2 6 2 10

nicht beobachtet. Unter den 12 G2-NZK zeigten 3 gesamt 5 12 6 23

(25 %) eine geringe, 3 (25 %) eine mittelgradige und 6 (50 %) eine starke Bcl-2-Expression. Demgegenuber fand
sich in der Gruppe der G3-NZK bei 16,7 % (1 von 6) eine geringe, bei 50 % (3 von 6) eine mittelgradige und bei
33,3 % (2 von 6) eine starke Bcl-2-Expression. Dementsprechend lieR sich keine Assoziation ausmachen,
wenngleich anzumerken ist, dass - im Gegensatz zu den G2- und G3-Karzinomen - von den gut differenzierten

NZK keines eine geringe (ASgq.2 = 2) Bcl-2-Expression zeigte.

Von 17 pT1-NZK zeigten 4 (23,5 %) einen ASeq2 = 2, 6 Tab. 9: Kreuztabelle zu Bcl-2-Expression und pT-
(35,3 %) einen ASgs2 = 3 und 7 (41,2 %) einen Stadium

ASgq2 = 4. Von 3 pT2-NZK exprimierte eines (33,3 %) 5 pT1 pT2| pT3a| gesamt
ASgcl2=2 4 - - 4

Bcl-2 mittelgradig und 2 (66,7%) stark; bei den ebenfalls As:c:_: =3 6 1 2 9
3 pT3a-Fallen zeigten 2 Karzinome eine mittelgradige ASscio = 4 7 1 10
gesamt 17 3 3 23

und eines eine starke Bcl-2-Expression. Zwar fanden
sich unter den pT2- und pT3a-NZK im Gegensatz zu den pT1-Féllen also keine Tumoren mit einer Bcl-2-
Expression < 20 %; ein deutlicher Zusammenhang zwischen dem Ausmalf} der Bcl-2-Expression und dem pT-

Stadium lief sich dennoch nicht ausmachen.

25



3 Ergebnisse

3.23 Ki-67-Expression

6 von 12 G2-Karzinomen (50%) zeigten einen Tab. 10: Kreuztabelle zu Ki-67-Expression und
ASkis7 = 2 im Sinne einer hohen Proliferationsaktivitt. histologischem Grading

Demgegeniiber fanden sich nur bei 1 von 5 (20%) der G1 G2 63| gesamt

ASkie7 =0 2 3 2 7

G1-NZK sowie 1 von 6 (16,7%) der G3-NZK eine derart ASkier =1 2 3 3 8

. . I . . , , ASki67 = 2 1 6 1 8

hohe Proliferationsaktivitdt. Eine maRige proliferative gesamt 5 T 5 7

Aktivitdt (ASkie7 = 1) fand sich bei 25 % der G1- und
jeweils 37,5 % der G2- bzw. G3-NZK. Proliferationsinaktiv (Ki-67-Expression in < 1 % der Zellen) waren 2 von 5
(40 %) der G1-NZK, 3 von 13 (25 %) der G2-NZK und 2 von 6 (33,3 %) der G3-NZK. Ein Zusammenhang

zwischen histologischem Grading und Ki-67-Expression lie sich nicht nachweisen.

Die 17 pT1-NZK waren zu 353 % (6 Falle) Tab. 11: Kreuztabelle zu Ki-67-Expression und pT-

proliferationsinaktiv (Ki-67-Expression < 1 %); von den Stadium
. . . . . pT1 pT2| pT3a| gesamt
11 proliferationsaktiven NZK dieser Gruppe zeigten 4 ASka =0 5 1 - 7
(23,5 %) eine maRige (ASkis7 = 1) und 7 (41,2 %) eine ASkis7 =1 4 1 3 8
ASkie7 =2 7 1 - 8
starke (ASk.e7 = 2) Ki-67-Expression. Von den 3 pT2- glj(e:amt 17 3 3 23

NZK war eines proliferationsinaktiv, eines zeigte eine

méaRige und eines eine starke Ki-67-Expression. Alle 3 pT3a-NZK wiesen eine maRige Proliferationsaktivitat auf.
Wahrend also unter den pT1- und pT2-Karzinomen jeweils etwa ein Drittel der Félle Ki-67-negativ waren,
erwiesen sich alle pT3a-NZK als proliferationsaktiv. Eine Ki-67-Expression in > 20 % der Zellen trat allerdings nur
bei pT1- und pT2-NZK (in 41,2 % respektive 33,3 % der Falle) auf.

3.24  p53-Expression

3 von 5 G1-NZK (60 %) zeigten einen Anteil von <1 % Tab. 12: Kreuztabelle zu p53-Expression und

p53-exprimierender Zellen, von den verbleibenden 2 G1- histologischem Grading
Tumoren zeigte jeweils eines einen ASpss = 1 bzw. P G; G2 Gf15 gesam;
53 =
ASps3 = 2. Die 12 G2-NZK rekrutierten sich zu 41,7 % ASI;53=1 1 1 2 4
(5 Falle) aus p53-negativen Tumoren; 8,3 % (1 Fall) ASpsy= 2 1 2 2 5
ASps3=3 - 4 1 5
zeigte einen ASps3 = 1, 16,7 % (2 Falle) einen AS;s3 = 2 gesamt 5 12 6 23

und 33,3 % (4 Falle) einen ASys3 = 3. Unter den 6 G3-

NZK exprimierte jeweils eines p53 in <1 % bzw. > 20 % der Zellen; jeweils 2 Karzinome zeigten einen AS;s3 = 1
bzw. ASps3 = 2.

Von den 10 NZK, die eine p53-Expression in > 5% der Zellen aufwiesen (AS = 2 bzw. 3), handelte es sich in
90 % der Falle um G2- und G3-Karzinome. Von den 5 G1-Tumoren zeigte nur einer (20%) eine pS3-Expression
in > 5% der Zellen, bei den G2- und G3-NZK war dies in jeweils 50% der untersuchten Falle (6 von 12 G2-
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Tumoren und 3 von 6 G3-Tumoren) der Fall. Die G2- und G3-NZK tendierten also zu einer héheren p53-

Expression als die G1-NZK.

Eine p53-Expression in < 1 % der Zellen zeigten 8 von Tab. 13: Kreuztabelle zu p53-Expression und pT-

17 pT1-NZK (47,1 %) und eines von 3 pT3a-NZK (33,3 Stadum

%); unter den 3 pT2-NZK fand sich kein p53-negativer pIt| pT2| pl3a| gesam
ASps3 =0 8 - 1 9

Tumor. p53-positiv (> 1 % p53-exprimierender Zellen) ASps3= 1 2 2 - 4
ASps3=2 2 1 2 5

waren 9 von 17 pT1- (52,9 %), alle 3 pT2- und 2 von 3 ASE:Z= . 5 - - s

pT3a-Tumoren (66,7 %). Ein Anteil von > 5 % p53- gesamt 17 3 3 23

positiver Zellen fand sich bei 7 von 17 pT1- (41,2 %), 1

von 3 pT2- (33,3 %) und 2 von 3 pT3a-NZK (66,7 %); mehr als 20 % p53-exprimierender Zellen wiesen 5 pT1-
NZK auf (29,4 %), wahrend bei keinem der pT2- und pT3a-Tumoren eine derart hohe p53-Expression
nachweisbar war.

Ein Zusammenhang zwischen pT-Stadium und p53-Expression lieR sich also nicht ausmachen. Zwar waren sehr
stark p53-positive NZK (> 20 % p53-exprimierender Zellen) nur unter den pT1-Tumoren zu finden, aber in dieser

Gruppe war auch der héchste Anteil p53-negativer Karzinome zu finden.

3.25 Apoptosenachweis im TUNEL-Verfahren

3 von 5 G1-Tumoren (60 %) wiesen keinen Tab. 14: Kreuztabelle zu apoptotischer Aktivitat und
) ) histologischem Grading

nennenswerten  Anteil  apoptotischer Zellen auf
G1 G2 G3| gesamt
(<1 % angefarbter Zellkerne). Dasselbe traf fiir 9 von ASToneL = 0 3 9 1 4 13
12 (75 %) G2-Karzinome zu. Demgegeniiber wiesen 5 AStuneL =1 1 2 3 6
AStuneL =2 1 - 1 2
von 6 (83,3 %) G3-NZK einen Anteil von > 1% AStuneL = 3 ; 1 1 2
apoptotischer Zellen auf. Bei 12 von 13 NZK (92,3 %) gesamt 5] 12 6 23

mit Apoptoseraten von < 1% handelte es sich um G1- bzw. G2-Tumoren. 5 von 10 NZK (50 %) mit einem Anteil
apoptotischer Zellen von > 1%

waren G3-Karzinome. Apoptoseraten von > 20 % traten bei 1 von 12 G2-NZK (8,3 %) und 1 von 6 G3-NZK
(16,7 %) auf; unter den G1-NZK wurde eine apoptotische Aktivitét dieses Ausmalies nicht beobachtet. Insgesamt

wiesen also die untersuchten G3-Karzinome eine héhere Apoptoseaktivitat auf als die niedriggradigeren NZK.

7 von 17 der untersuchten pT1-NZK (41,2 %) zeigten einen apoptotischen Zellanteil von > 1%. In der Gruppe der
pT2-Tumoren traf dies auf 2 von 3 Féllen (66,7 %) zu; demgegenuber fanden sich nur bei 1 von 3 pT3a-NZK
(33,3 %) > 1% apoptotischer Zellen, hierbei handelte es sich um ein NZK mit einem AS =2 (>5-20 % TUNEL-
positiver Zellen). Apoptoseraten von > 5 % fanden sich bei 2 pT1- (11,8 %), einem pT2- (33,3 %) und, wie bereits

beschrieben, einem pT3a-NZK (33,3 %); unter den pT1- und pT2-Karzinomen wiesen jeweils ein Fall (5,9 %
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respektive 33,3 %) Apoptoseraten von > 20 % auf. An Tab. 15: Kreuztabelle zu apoptotischer Aktivitat und pT-

. . . . Stadium

Hand dieser Daten lasst sich kein Zusammenhang
. . - . pT1 pT2 pT3a| gesamt
zwischen apoptotischer Aktivitat und pT-Stadium ASTuNEL= 0 10 1 2 13
nachweisen. AStune =1 5 1 - 6
AStuneL =2 1 - 1 2
AStuneL =3 1 1 - 2
gesamt 17 3 3 23

3.26  VHL-Expression

3 von 5 G1-NZK (60 %) und 7 von 12 G2-NZK (58,3 %) Tab. 16: Kreuztabelle zu VHL-Expression und

. . L histologisch i
zeigten eine VHL-Expression in > 5 % der Zellen. Unter istologischem Grading

den 6 G3-Tumoren traf dies nur fir 2 Falle (33,3 %) zu. ASw=0 G; Gg Gz gesam;
Eine VHL-Expression in > 20 % der Zellen wiesen 1 von ASvh =1 - 2 - 2
ASvuL =2 2 3 1 6

5 G1-NZK (20 %), 4 von 12 G2-NZK (33,3 %) und 1 ASviL =3 1 3 1 5
von 6 G3-NZK (16,7 %) auf . ASvuL =4 1 . 1
gesamt 5 12 6 23

Einen vollstandigen VHL-Expressionsverlust (< 1 %

exprimierender Zellen) zeigten 2 von 5 G1-NZK (40 %), 3 von 12 G2-NZK (25 %) und 4/6 G3-NZK (66,67 %).
Das einzige NZK mit > 50 % VHL-exprimierenden Zellen wies eine méaRige histologische Differenzierung auf
(G2).

Die gering differenzierten NZK wiesen also gegenuber den gut und maRig differenzierten Karzinomen haufiger

und starkere VHL-Expressionsverluste auf.

Einen vollstandigen Verlust der VHL-Expression Tab. 17: Kreuztabelle zu VHL-Expression und pT-

(weniger als 1 % VHL-positiver Zellen) zeigten 66,7 % Stadium

T1 T2 T
der pT3a-NZK (2 von 3 Fallen); bei den pT2-NZK war S DB PT gesant
dies nur bei 1 von 3 (33,3 %) und bei den pT1-NZK bei 6 ASvh =1 2 - - 2

ASvhL =2 4 1 1 6
von 17 (35,3 %) Tumoren der Fall. ASviL =3 4 1 - 5
Ein Anteil von > 5 % VHL-exprimierender Zellen fand AZ‘;“SL;“‘: 1; 3 3 2;

sich bei 9 von 17 pT1-NZK (52,9 %); bei den pT2-NZK

betrug dieser Anteil mit 2 von 3 Fallen 66,7 %. Demgegeniiber wies von den 3 pT3a-NZK nur eines (33,3 %)
> 5 % VHL-positiver Zellen auf. Mehr als 20 % VHL-positiver Zellen fanden sich bei den pT1- und pT2-NZK in
jeweils etwa einem Drittel der Félle, namlich bei 5 von 17 pT1-Tumoren (29,4 %) und 1 von 3 pT2-Tumoren
(33,3 %), wohingegen keines der 3 pT3a-NZK eine derart hohe VHL-Expression aufwies.

Wahrend sich also unter den pT1- und pT2-NZK auch im Expressionsausmaly vergleichbare Anteile VHL-
positiver Tumoren befanden, lag die Rate VHL-exprimierender Falle bei den pT3a-NZK deutlich niedriger. Zudem
wiesen die pT3a-NZK in zwei Dritteln der Falle einen vollstandigen VHL-Expressionsverlust auf; bei den friiheren
Stadien betrug dieser Anteil jeweils nur etwa ein Drittel. Eine hohe VHL-Expressionsrate (> 20 % VHL-positiver

Zellen) trat bei den pT3a-NZK nicht auf; bei den pT1- und pT2-NZK war dies in jeweils etwa einem Drittel der
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Félle gegeben. Bei dem einzigen der 23 NZK, das VHL in > 50 % der Zellen exprimierte, handelte es sich um

einen pT1-Tumor.

3.3
3.31

Wahrend von den 4 NZK mit einem

Bcl-2-Expression und Ki-67-Expression

Zusammenhange der immunhistochemisch untersuchten Marker untereinander

Tab. 18: Kreuztabelle zur Bcl-2- und Ki-67-Expression

ASgaz = 2 nur 2 (30 %) eine ASkis7=0 ASkie7 =1 ASkis7=2| gesamt
proliferative Aktivitat in 21% der Zellen ASgo2 =2 2 1 1 4
ASgci2=3 3 3 3 9

aufweisen, waren 6 von 9 Karzi- ASgc2=4 2 4 4 10
gesamt 7 8 8 23

nomen (67,7 %) mit einem ASgg.o= 3
und 8 von 10 NZK

Zellen fand sich bei 25% der gering Bcl-2-exprimierenden NZK (1 von 4 Féllen), wéhrend dies auf 33,3 % der

(80 %) mit einem ASgq-» = 4 proliferationsaktiv. Ein Anteil von > 5 % Ki-67-exprimierender

maRig bzw. 40 % der stark Bcl-2-positiven Tumoren zutraf (3 von 9 bzw. 4 von 10 Fallen). Tendenziell fand sich
also mit steigender Bcl-2-Expression nicht nur ein héherer Anteil proliferierender Tumoren; auch das Ausmaf der
proliferativen Aktivitat stieg mit dem der Bcl-2-Expression. Wahrend unter den proliferationsinaktiven NZK der
Anteil stark Bcl-2-positiver Tumoren nur 28,6 % (2 von 7 Fallen) ausmachte, betrug er sowohl unter den NZK mit

einem ASkis7 = 1 als auch unter den Tumoren mit einem ASkis7 =2 50 % (jeweils 4 von 8 Fallen).

3.3.2 Bcl-2-Expression und p53-Expression

3 von 4 NZK (75 %) mit Tab. 19: Kreuztabelle zur Bcl-2- und p53-Expression

einem ASgq. = 2 waren p53- ASps3 =0 ASps3=1 ASps3 = 2 ASps3=3 | gesamt
; : cinn i ASgci2=2 3 - - 1 4
negativ (p53-Expres-sion in ASous= 3 3 5 5 5 9
< 1 % der Zellen); das ASgci2 =4 3 2 3 2 10
gesamt 9 4 5 5 23

verbleibende NZK (25 %)
zeigte eine pb3-Expression in > 20 % der Zellen ( ASgss = 3). Von 9 NZK mit einem ASgq2 = 3 zeigten 66,7 % (6
Félle) eine p53-Expression in > 1 % der Zellen, 44,4 % (4 Falle) einen Anteil von > 5 % p53-positiver Zellen und
22,2 % (2 Félle) einen mehr als 20%igen Anteil p53-exprimierender Zellen. Unter den 10 NZK mit einem ASgg.2 =
4 betrugen diese Anteile 70 % (p53 positiv in > 1 % der Zellen), 50 % (p53 positiv in > 5 % der Zellen) und 20 %
(p53 positiv in > 20 % der Zellen). Der Anteil p53-negativer Félle war also bei den NZK mit einem ASgq-2 = 2 mit
3/4 der Falle deutlich niedriger als unter den NZK mit einem ASgq2 = 3 bzw. 4, wo er jeweils etwa 1/3 der Falle
ausmachte.

Die p53-negativen NZK ihrerseits setzten sich zu je einem Drittel aus Tumoren mit einem ASgq.2 von 2, 3 bzw. 4
zusammen (jeweils 3 von 9 Fallen), wahrend sich die p53-positiven NZK groftenteils aus Tumoren rekrutierten,
die einen ASga2 von 3 bzw. 4 aufwiesen. Dies galt fiir 11 von 14 NZK mit einer p53-Expression in > 1 % der
Zellen (92,9 %), 9 von 10 NZK mit > 5 % p53-positiver Zellen (90 %), bzw. fiir 4 von 5 NZK mit einer (ber
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20%igen p53-Expression. Damit schienen das Ausmal der Bcl-2- und das der p53-Expression tendenziell positiv

korreliert zu sein.

3.3.3 Bcl-2-Expression und Apoptosehaufigkeit

2 von 4 NZK mit Tab. 20: Kreuztabelle zur Bcl-2-Expression und Apoptosehaufigkeit

geringer (50 %), AStuneL =0 AStuneL =1 ASTuNeEL = 2 AStuneL= 3| gesamt
ASgci2 = 2 2 2 - - 4

5 von 9 NZK ASBci2=3 4 1 2 2 9
- . ASgci2 = 4 7 3 - - 10
mit  mabiger gesamt 13 6 2 2 23

(55,6 %) und 3

von 10 NZK mit starker Bcl-2-Expression (30 %) zeigten eine relevante Zahl apoptotischer Zellen (= 1 %
angefarbter Zellkerne). Apoptosehaufigkeiten von > 5% der Tumorzellen fanden sich ausschlieRlich in der
Gruppe Karzinome mit medianer Bcl-2-Expression (ASgq.2 = 3). Wahrend also unter denjenigen NZK, die eine
Bcl-2-Expression in weniger als 50 % der Zellen aufwiesen, etwa die Halfte apoptotisch aktiv waren, traf dies nur
auf 30 % der Tumoren zu, die Bcl-2 in (iber der Halfte der Zellen exprimierten. Andersherum setzten sich die 13
NZK ohne nennenswerten apoptotischen Zellanteil zu 15,4 % aus gering, zu 30,8 % aus maRig und zu 53,8 %
aus stark Bcl-2-exprimierenden Tumoren zusammen (2 bzw. 4 bzw. 7 von 13 Fallen). Fir die NZK mit einem
AStuneL = 1 betrugen diese Anteile jeweils 33,3 %, 16,7 % und 50 % (2 bzw. 1 bzw. 3 von 6 Fallen). Die jeweils 2
NZK mit einem AStuneL = 2 bzw. 3 zeigten eine maRige Bcl-2-Expression. Mit steigender Apoptoseaktivitat der

untersuchten NZK sank also deren Anteil an Bcl-2-exprimierenden Zellen.

3.3.4 Bcl-2-Expression und VHL-Expression

Ein  Anteil Tab. 21: Kreuztabelle zu Bcl-2- und VHL-Expression
von < 1% ASviL=0 ASviL=1 ASvhL=2 ASviL=3 ASviL=4| gesamt
. ASgci2 =2 2 1 - 1 - 4
VHL - expri- ASeci2 =3 4 ! 3 1 1 9
mierender ASsc2=4 3 1 3 3 - 10
gesamt 9 2 6 5 1 23
Zellen fand

sich bei 2 von 4 NZK mit einem ASg¢.2 = 2 (50 %), bei 4 von 9 NZK mit einem ASgq.2 = 3 (44,4 %) und bei 3 von
10 NZK mit einem ASga2 = 4 (30 %). Anfarbungsraten von < 5 % fiir VHL fanden sich bei 3 der 4 NZK mit
geringer (75 %), bei 4 der 9 NZK mit maRiger (44,4 %) sowie bei 4 der 10 NZK mit starker Bcl-2-Expression (40
%). Einen Anteil von < 20 % VHL-exprimierender Zellen zeigten 75 % der NZK mit einem ASgq.2 = 2 (3 von 4
Fallen), 77,8 % derer mit einem ASgq.2 = 3 (7/9 Féllen) und 70 % der NZK mit einem ASgq.2 = 4.

Betrachtete man die Gruppe der 14 NZK mit einer VHL-Expression in > 1 % der Zellen, so rekrutierten sie sich zu
14,2 % aus Tumoren mit einem ASgg2 = 2, zu 35,7 % aus solchen mit einem ASgi2 = 3 und zu 50 % aus
Tumoren mit einem ASgq-2 = 4. Flir die 12 NZK mit > 5 % VHL-positiver Zellen betrugen diese Anteile 8,3 %
(ASge-2 = 2), 41,7 % (ASga2 = 3) bzw. 50 % (ASga-2 = 4); unter den 6 NZK mit einer VHL-Expression in > 20 % der
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Zellen zeigte 1 Fall (16,7 %) eine geringe, 2 Falle (33,3 %) eine maRige und 3 Falle (50 %) eine starke Bcl-2-
Expression. Das einzige NZK, dass einen Anteil von mehr als 50 % VHL-positiver Zellen aufwies, hatte einen
ASgq2 = 3. Tendenziell zeigten also VHL- und Bcl-2-Expression eine positive Korrelation; oder, anders
ausgedriickt, wiesen die untersuchten NZK mit steigender Bcl-2-Expression quantitativ und qualitativ weniger

ausgepragte VHL-Expressionsverluste auf.

3.3.5 Ki-67-Expression und p53-Expression

4 von 9 p53-negati-ven NZK Tab. 22: Kreuztabelle zu Ki-67- und p53-Expression

(44,4 %) zeigten auch eine ASp53=0] ASps=1]| ASps=2] ASpss=3] gesamt
proliferative Aktivitat in < 1 ASkie = 0 4 2 1 - 7
ASkie7=1 4 1 3 - 8

% der Zellen, nur eines der ASkie7 =2 1 1 1 5 8
gesamt 9 4 5 5 23

NZK mit einem ASps3 = 0
zeigte einen Anteil von > 5 % Ki-67-positiver Zellen (11,1 %). Unter den 14 NZK mit > 1 % p53-positiven Zellen
boten 78,6 % (11 Félle) einen Anteil von > 1 % Ki-67-exprimierender Zellen und 50 % (7 Falle) einen Anteil von >
5 % Ki-67-exprimierender Zellen.

Von den 10 NZK mit einer p53-Expression in > 5 % der Zellen zeigten 90 % einen Ki-67-positiven Zellanteil von >
1 %, 6 dieser Félle (60 % der Gesamtzahl) exprimierten das Ki-67-Antigen in > 5 % der Zellen. Die 5 NZK, die
eine mehr als 50%ige p53-Expression aufwiesen, rekrutierten sich ausschlieBlich aus Tumoren, die einen Anteil
von > 5 % proliferationsaktiver Zellen besalen.

Die 7 proliferationsinaktiven NZK zeigten zu 57,1 % p53-Anfarbungsraten von < 1 %. Nur eines dieser 7 NZK
(14,3 %) wies einen Anteil p53-positiver Zellen von > 5 % auf; ein ASys3 = 3 trat in dieser Gruppe nicht auf. Von 8
NZK mit einem ASkis7 = 1 waren 4 (50 %) p53-negativ; von den 4 p53-positiven Fallen exprimierten 3 (37,5 % der
Gesamtzahl) p53 in > 5 % der Zellen; eine tiber 20%ige p53-Expression trat nicht auf.

Demgegenuber zeigten 6 von 8 NZK mit einem ASkis7 = 2 (75 %) einen Anteil von > 5 % p53-positiver Zellen,
davon handelte es sich in 5 Fallen (62,5 % der Gesamtzahl) sogar um Karzinome mit einer iiber 20%igen p53-
Expression. p53-negativ war in dieser Gruppe nur ein NZK (12,5 %).

Dementsprechend schien sich mit steigender proliferativer Aktivitat der untersuchten NZK auch eine zunehmende

p53-Uberexpression zu finden, und umgekehrt.

3.3.6 Ki-67-Expression und Apoptosehaufigkeit

Von den 7 pro - Tab. 23: Kreuztabelle zu Ki-67-Expression und Apoptosehaufigkeit
liferationsinakti - AStuneL =0 AStuneL =1 AStuneL = 2 AStuneL= 3| gesamt
) ASki7 =0 3 2 1 1 7
ven NZK wiesen ASkier = 1 5 2 1 - 8
3 (42,9 %) einen ASkier = 2 5 2 - 1 8
gesamt 13 6 2 2 23

31



3 Ergebnisse

Anteil apoptotischer Zellen < 1 % auf, von den 5 apoptotisch aktiven NZK boten 2 Tumoren (28,6 % der
Gesamtzahl) > 5 % und eines davon > 20 % apoptotischer Zellen (14,3 % der Gesamtzahl). Von den jeweils 8
NZK mit einem ASkis7 = 1 bzw. 2 zeigten je 62,5 % (5 Félle) einen AStyner = 0 und je 2 (25 %) einen AStyneL = 1.
Eines der Karzinome mit einem ASkis7 = 1 bot einen AStune. = 2; eines der Karzinome mit einem ASkis7 = 2
einen AStuneL = 3 (jeweils 12,5 %).

Andersherum setzten sich die 13 apoptotisch inaktiven NZK zu 23,1 % (3 Falle) aus proliferationsinaktiven
Karzinomen zusammen, jeweils 38,5 % (5 Falle) boten einen ASkie7 = 1 bzw. 2. Die 10 apoptotisch aktiven NZK
(> 1 % TUNEL-positiver Zellen) rekrutierten sich zu 40 % aus proliferationsinaktiven Tumoren; jeweils 30 %
waren NZK mit einem ASki.s7 = 1 bzw. 2. Von den 4 NZK mit einem ber 5 %-igen Anteil apoptotischer Zellen
waren 2 (50 %) proliferationsinaktiv; je 25 % zeigten einen ASki.sz = 1 bzw. 2. Von den 2 NZK mit einem
apoptotischen Zellanteil von > 20 % war eines proliferationsinaktiv und eines bot eine proliferative Aktivitat in > 5
% der Zellen.

Betrachtete man also diejenigen NZK, die einen apoptotischen Zellanteil < 20 % aufwiesen, so schien eine
erhohte Apoptoserate mit einer geringeren Proliferationsrate vergesellschaftet zu sein; die 2 Karzinome, die > 20
% apoptotischer Zellen boten, liefen diesem Eindruck jedoch zuwider, da eines von ihnen proliferationsinaktiv

war, das andere aber einen Anteil von > 5 % Ki-67-positiver Zellen und damit eine hohe Proliferationsrate zeigte.

3.3.7 Ki-67-Expression und VHL-Expression

Von 9 VHL- Tab. 24: Kreuztabelle zu Ki-67- und VHL-Expression
negativen ASviL=0 ASvhL =1 ASvhL =2 ASvuL =3 ASvi=4| gesamt
ASkis7 =0 4 1 2 - - 7
NZK (<1 % ASkie7 = 1 5 - 2 1 - 8
ASkis7 = 2 - 1 2 4 1 8
VHL - ex-
gesamt 9 2 6 5 1 23
primierende

r Zellen) waren 4 (44,4 %) auch Ki-67-negativ; kein VHL-negativer Tumor wies eine proliferative Aktivitat in > 5 %
der Zellen auf. Unter den 14 VHL-exprimierenden NZK (> 1 % VHL-positiver Zellen) waren 3 (21,4 %)
proliferationsinaktiv; 8 der 11 Ki-67-positiven Karzinome wiesen

Proliferationsraten von > 5 % auf (57,1 % der Gesamtzahl). Von 12 NZK mit einer VHL-Expression in > 5 % der
Zellen waren 2 (16,7 %) proliferationsinaktiv; 7 Falle (58,3 %) wiesen einen ASi.e7 = 2 auf. Keines der 6 NZK mit
einer VHL-Expression in > 20 % der Zellen war Ki-67-negativ; 5 dieser 6 Tumoren (83,3 %) wiesen einen Anteil
von > 5 % Ki-67-exprimierender Zellen auf, darunter auch das einzige NZK mit einem ASyu = 4.

Die 7 NZK mit einem ASkie7 = O rekrutierten sich zu 57,1 % (4 Falle) aus VHL-negativen Tumoren; 28,5 % (2
Falle) zeigten eine VHL-Expression in > 5 % der Zellen; VHL-Expressionsraten von > 20 % traten nicht auf. Unter
den 8 NZK mit einem ASkis7 = 1 waren 5 VHL-negativ ( 62,5 %), 3 wiesen einen Anteil > 5 % VHL-
exprimierender Zellen auf (37,5 %), eines davon bot sogar eine VHL-Expression von > 20 % (12,5 % der
Gesamtzahl). Die ebenfalls 8 NZK mit einem ASki.s7 = 2 waren ohne Ausnahme VHL-positiv; 7 Tumoren (87,5 %)

exprimierten das VHL-Protein in > 5 % der Zellen; 5 davon (62,5 % der Gesamtzahl) sogar in > 20 % der Zellen.
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Entsprechend waren die VHL- und die Ki-67-Expression positiv miteinander assoziiert.

3.3.8 p53-Expression und Apoptosehaufigkeit

Von den 9 p53- Tab. 25 : Kreuztabelle zu p53-Expression und Apoptosehaufigkeit
negativen  NZK AStuneL =0 AStuneL =1 AStuneL = 2 AStuneL = 3| gesamt
ASps3 =0 4 4 1 - 9

waren 4 (44,4 9 B

(44.4 %) ASps3 =1 2 1 - 1 4
auch TUNEL - ASps; =2 4 - 1 - 5
neaativ: eines der ASps3 =3 3 1 - 1 5
©gallv, eines ae gesamt 13 6 2 2 23

5 TUNEL-positi-

ven Karzinome zeigte einen AStunew = 2 (11,1 % der Gesamtzahl).

Unter den 14 p53-positiven NZK betrug der TUNEL-negative Anteil 64,3 % (9 Falle); von den 5 apoptotisch
aktiven Tumoren boten 2 Falle (14,3 % der Gesamtzahl) einen AStuneL =1, 1 Fall (7,1 % der Gesamtzahl) einen
AStuneL = 2 und 2 Falle (14,3 % der Gesamtzahl) einen AStuner = 3. 10 NZK boten > 5 % p53-exprimierender
Zellen, davon waren 7 Tumoren (70 %) TUNEL-negativ; jeweils 1 Fall (je 10 %) zeigten einen AStuneL = 1, 2
respektive 3. Von 5 NZK mit einem ASys3 = 3 wiesen 3 Tumoren (60 %) keine nennenswerte apoptotische
Aktivitat auf; jeweils 1 Fall (je 20 %) bot einen AStyneL =1 bzw. 3.

Von den 13 NZK; die einen Anteil von < 1 % apoptotischer Zellen aufwies, waren 33,8 % (3 Falle) p53-negativ; 2
Félle (15,4 %) boten einen ASps3 = 1, 4 Félle (30,8 %) einen ASys3 = 2 und 3 Falle (23,1 %) einen ASys3 = 3. Die
10 TUNEL-positiven NZK setzten sich zu 50 % aus p53-negativen Tumoren zusammen; die 5 p53-positiven Falle
bestanden aus 2 NZK (20 % der Gesamtzahl) mit einem ASys3 = 1, einem NZK (10 % der Gesamtzahl) mit einem
ASpsz = 2 und 2 NZK (20 % der Gesamtzahl) mit einem ASps3 = 3. 4 NZK zeigten einen Anteil von > 5 %
apoptotischer Zellen; davon war eines (25 %) p53-negativ; jeweils ein Tumor zeigte einen ASyss von 1, 2
respektive 3. Einen Anteil von > 20 % apoptotischer Zellen wiesen nur 2 NZK auf, diese setzten sich aus einem
Tumor mit einem ASgs3 = 1 und einem weiteren mit einem ASys3 = 3 zusammen.

Es zeigte sich also, dass von den p53-negativen NZK (iber die Halfte TUNEL-positiv war und umgekehrt; die p53-
positiven Tumoren waren in etwa 2/3 der Falle TUNEL-negativ und die TUNEL-positiven NZK zu 50 % p53-
negativ. Somit zeichnete sich tendenziell eine inverse Korrelation ab, wobei allerdings diejenigen NZK, die einen
hohen Anteil apoptotischer Zellen aufwiesen (AStuner 2 2), hohere Anteile p53-positiver Zellen boten — hierbei

handelte es sich jedoch um eine sehr geringe Fallzahl (4 Falle).

3.3.9 p53-Expression und VHL-Expression

Von 9 p53-negativen NZK zeigten 5 (55,6 %) einen vollstdndigen VHL-Expressionsverlust, von den 4 VHL-
exprimierenden NZK dieser Gruppe zeigten 3 (33,3% der Gesamtzahl) > 5 % VHL-positiver Zellen; eine VHL-

Expressionsrate von > 20 % wurde in dieser Gruppe nicht beobachtet.

Demgegeniber zeigten 10 der 14 p53 - positiven NZK (71,4 %) > 1 % VHL-exprimierender Zellen; dabei boten

33



3 Ergebnisse

64,3 % der Tab. 26: Kreuztabelle zu p53- und VHL-Expression

Gesamtzahl ASviL=0 ASvhL =1 ASvhL =2 ASvuL =3 ASvi=4| gesamt
. ASps3 =0 5 1 3 - - 9
einen  VHL- ASgss = 1 1 i 2 1 4
positiven An- ASps3 = 2 3 - - 2 5
. ASps: = 3 - 1 1 2 1 5
teil von >5 % gesamt 9 2 6 5 1 23
der Zellen,

bei 42,9 % der Gesamtzahl handelte es sich um VHL-Expressionsraten von > 20 %. Unter den 10 NZK mit einer
uber 5%igen p53-Expression waren 7 Tumoren (70 %) VHL-positiv; insgesamt 6 NZK mit VHL-Expressionsraten
von > 5 % und insgesamt 5 NZK mit einem VHL-exprimierenden Zellanteil von > 20 %. Die 5 NZK mit einem p53-
positiven Zellanteil von > 20 % waren ausnahmslos VHL-positiv; der Anteil von Tumoren mit > 5 % VHL-
Expression betrug hier mit 4 Fallen 80 %, der der NZK mit einem VHL-positiven Anteil von > 20 % der Zellen mit
3 Fallen 60 % der Gesamtzahl — auch das einzige NZK mit einem ASy. = 4 fiel in diese Gruppe.

Einen vollstandigen VHL-Expressionsverlust zeigten insgesamt 9 der untersuchten NZK. Diese rekrutierten sich
zu 55,6 % aus p53-negativen Tumoren; 33,3 % (3 Falle) zeigten VHL-Anfarbungsraten von > 5 % der Zellen,
keines aber bot eine mehr als 20%ige VHL-Expression. Die 14 VHL-exprimierenden NZK waren zu 71,4 % p53-
positiv (10 Félle); insgesamt 7 NZK (50 % der Gesamtzahl) boten hier p53-Anfarbungsraten von > 5 % und 5
Tumoren (35,7 % der Gesamtzahl) von > 20 %. 12 NZK zeigten einen Anteil VHL-positiver Zellen von > 5 %; 9
von ihnen (75 %) waren gleichzeitig p53-positiv. 50 % der Gesamtzahl (6 Falle) zeigten eine Uber 5%-ige p53-
Expression; 33,3 % (4 Falle) zeigten > 20 % p53-positiver Zellen. Von den 6 Fallen mit einer VHL-
Expressionsrate von > 20 % war keines p53-negativ, vielmehr zeigten 83,3 % (5 Falle) eine Uber 5%-ige und 50
% (3 Falle) eine Uber 20%-ige p53-Expression.

Es deutete sich also eine positive Korrelation zwischen dem AusmaR der p53- und dem der VHL-Expression an.

3.3.10 Apoptosehaufigkeit und VHL-Expression

Von den Tab. 27 : Kreuztabelle zu Apoptosehaufigkeit und VHL-Expression

13 NZK ASviL =0 ASvh =1 ASvhL =2 ASvhL =3 ASviL=4| gesamt

AStuneL =0 4 2 3 3 1 13

ohne nen- ASTunEL = 1 3 - 2 1 - 6

_ AStuneL =2 2 - - - 2

nenswer AStuneL =3 - - 1 1 - 2

ten apop- gesamt 9 2 6 5 1 23
totischen

Zellanteil (< 1 % TUNEL-positiver Zellen) waren 69,2 % (9 Falle) VHL-positiv; insgesamt 53,9 % (7 Falle) zeigten
>5%, 30,8 % (4 Falle) > 20 % VHL-exprimierender Zellen.

Die 10 TUNEL-positiven Zellen ihrerseits waren nur zu 50 % auch VHL-positiv, hiervon wiesen alle Félle eine
Uber 5%-ige VHL-Expressionrate auf; 2 NZK (20 % der Gesamtgruppe) zeigten einen Anteil von > 20 % VHL-

exprimierender Zellen. Die 4 NZK, die im TUNEL-Verfahren > 5 % apoptotischer Zellen boten , waren ebenfalls
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nur zu 50 % VHL-positiv; dabei handelte es sich um 2 NZK, die > 20 % TUNEL-positive Zellen aufwiesen und
einen ASyn von 2 bzw. 3 hatten.

Die 9 NZK mit einem ASvw. = 0 waren zu 55,6 % TUNEL-positiv (5 Falle); 22,2 % der Gesamtzahl (2 Falle)
wiesen einen apoptotischen Zellanteil von > 5 % auf, ohne allerdings mehr als 20 % apoptotischer Zellen zu
bieten. Unter den 14 VHL-exprimierenden NZK waren nur 5 ( 35,7 %) apoptotisch aktiv, 2 davon (14,3 % der
Gesamtzahl) zeigten allerdings > 20 % TUNEL-positiver Zellen. Von den beiden letzteren fand sich eines unter
den NZK mit einem ASvy. = 2, das andere unter denen mit einem ASyqL = 3. Die NZK mit einem ASyuL = 1 bzw.
4, die mit 2 bzw. einem Fall die schwachsten Untergruppen darstellten, waren alle TUNEL-negativ.

Ein eindeutiger Zusammenhang zwischen VHL-Expression und apoptotischer Aktivitat lieR sich nicht nachweisen.

Tendenziell waren VHL-negative NZK haufiger apoptotisch aktiv.

3.4 Zusammenhéange der immunhistochmemisch untersuchten Parameter mit
Tumorgrad und pT-Stadium nach Dichotomisierung

341 Zusammenhange zwischen Tumorgrad und pT-Stadium

Von 17 pT1-NZK waren 15 (88,2 %) gut bzw. méRig Tab. 28: Kreuztabelle zu pT-Stadium und histologischem

Gradi h Dichotomisi
differenziert (G1 + G2), nur 2 Falle (11,8 %) wiesen rading nach Dichotomisierung

G1+G2 G3| gesamt

eine starke  Entdifferenzierung  auf  (G3). pTA 15 2 . 17
Demgegeniiber handelte es sich in  der pT2 +pT3a 2 4 6
gesamt 17 6 23

zusammengefassten Gruppe der pT2- und pT3a-
NZK bei 4 von 6 Fallen (66,7%) um G3-Karzinome.
Die pT1-Tumoren zeigten eine signifikant geringere Entdifferenzierung als die lokal fortgeschritteneren Tumoren
(p=10,021).

3.4.2 Bcl-2-Expression

Unter den 17 gut bzw. méRig differenzierten NZK Tab. 29: Kreuztabelle zu Bcl-2-Expression  und

. . . histologischem Gradi h Dichotomisi
(G1 + G2) fanden sich etwa gleich hohe Anteile iologisehem rading nach Licnofomisiering

. . . . G1+G2 G3 esamt

von Karzinomen , die Bcl-2 in < 50 % respektive AS(d)ser2 = 0 9 4 . 13
> 50 % der Zellen exprimierten. Demgegentiber AS(d)gc2 =1 8 2 10
gesamt 17 6 23

zeigten von den 6 G3-NZK nur 2 Falle (33,3 %)
eine Uberdurchschnittliche Bcl-2-Expression.

Von 13 NZK mit einem AS(d)ss2 = 0 waren 9 (69,2 %) G1- bzw. G2-Karzinome; unter den 10 NZK mit einem
AS(d)ga-2 = 1 lag der Anteil der G1- und G2-Tumoren bei 80 % und somit geringfiigig hoher.

Tendenziell fanden sich Tumoren mit einem AS(d)se-2 = 1 haufiger bei gut bzw. maRig differenzierten NZK als bei

entdifferenzierten, obschon dieser Zusammenhang nicht signifikant war (p = 0,66).
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Unter den 17 pT1-NZK zeigten 10 (58,8%) einen Tab. 30: Kreuztabelle zu Bcl-2-Expression und pT-Stadium

; , . nach Dichotomisierung
AS(d)ss2 = 0, demgemaR waren bei 7 Fallen

0 o I pT1| pT2+pT3a| gesamt
(41,2%) > 50 % der Zellen Bcl-2-positiv. Die Gruppe AS(d)sci2= 0 10 3 13
der pT2- und pT3a-NZK zeigte in jeweils 50 % der AS(d)ecr2 = 1 7 3 10

gesamt 17 6 23

Falle eine Bcl-2-Expression < respektive > 50 %
der Zellen.

Von den insgesamt 13 NKZ mit einem AS(d)ga-2 = 0 waren 10 Félle (76,9 %) pT1-Tumoren; unter den 10 NZK mit
einem AS(d)sc.2 = 1 traf dies auf 7 Falle (70 %) zu.

Ein Zusammenhang zwischen pT-Stadium und Bcl-2-Expression lie® sich an Hand der dichotomisierten Daten

nicht ersehen (p = 1,0).
343 Ki-67-Expression

In der Gruppe der G1- und G2-NZK zeigten 10 von Tab. 31: Kreuztabelle zu Ki-67-Expression und

17 Fallen (58,8 %) eine Ki-67-Expression in < 5 % histologischem Grading nach Dichotomisierung

. . G1+G2 G3 esamt

der Falle; entsprechend wiesen 412 % der AS(d)kier = 0 10 5 g 15
Tumoren dieser Gruppe einen AS(d)ki.e7 = 1 auf. AS(d)xis7 =1 7 1 8
gesamt 17 6 23

Unter den 6 G3-NZK zeigte nur eines (16,7 %)
einem AS(d)ki.e7= 1.

Von den 15 NZK mit einem AS(d)«i.s7 = 0 waren 10 (66,7%) G1- und G2-Karzinome; unter den 8 Tumoren mit
einem AS(d)«ie7 = 1 betrug dieser Anteil 87,5 %.

Somit zeigten die entdifferenzierten NZK tendenziell eine niedrigere proliferative Aktivitat als die gut bzw. maRig

differenzierten Tumoren, ohne dass dieser Unterschied allerdings statistische Signifikanz erreichte (p = 0,369).

10 von 17 (58,8 %) der pT1-NZK zeigten einen Tab. 32: Kreuztabelle zu Ki-67-Expression und pT-Stadium
AS(d)kie7 = 0; in der Gruppe der pT2- und pT3a- nach Dichotomisierung

NZK betrug dieser Anteil 83,3 %. Andersherum AS(d)xier = 0 p-:-g) pT2+pT3g gesaTst
handelte es sich bei den 15 NZK mit einer Ki-67- AS(d)ier =1 7 1 8
gesamt 17 6 23

Expression in <5 % der Zellen zu 66,7 % um pT1-
NZK; unter den 8 Tumoren mit einem AS(d)xie7 = 1 fanden sich 7 pT1-Tumoren (87,5 %). Tendenziell zeigten
also die pT1-NZK eine hohere proliferative Aktivitdt als die lokal ausgedehnteren Tumoren; auch dieser

Zusammenhang war jedoch nicht signifikant (p = 0,369).

344  p53-Expression

10 von 17 G1- und G2-NZK (58,8 %) zeigten einen AS(d)yss = 0; bei den G3-NZK betrug dieser Anteil 50 % (3

von 6 Fallen).
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Von den insgesamt 13 Tumoren mit einem AS(d)ps3 = Tab. 33: Kreuztabelle zu p53-Expression und
histologischem Grading nach Dichotomisierung
0 waren 10 G1- und G2-NZK (76,9 %); unter den
. L , G1+G2 G3| gesamt
NZK mit einem AS(d)ps3 = 1 fand sich ein Anteil von AS(d)ps3 = 0 10 3 13
70 % G1- und G2-Karzinomen. Ein Zusammenhang AS(d)oss = 1 7 3 10
gesamt 17 6 23

zwischen p53-Expression und histologischem Gra-

ding lieB sich nach Dichotomisierung der Parameter also nicht feststellen (p = 1,0).

Auch die 17 pT1-NZK rekrutierten sich zu 58,8 % aus Tab. 34: Kreuztabelle zu p53-Expression und pT-

Tumoren, deren p53-Expressionsrate < 5 % lag, Stadium nach Dichotomisierung

wahrend dieser Anteil bei den pT2- und pT3a-NZK 50 A= p':'; Bl e 3 gesaT;
053 =

% (3 von 3) betrug. Unter den 13 Tumoren mit einem AS(d)ps3 =1 7 3 10

gesamt 17 6 23

AS(d)ps3 = 0 befanden sich 10 pT1-NZK (76,9 %);
diese stellten unter den 10 NZK mit einem AS(d)ps3 = 1 einen Anteil von 70 %. Auch zwischen pT-Stadium und

p53-Expression liel sich nach Dichotomisierung kein Zusammenhang darstellen (p = 1,0).
3.4.5 Apoptosenachweis im TUNEL-Verfahren

Von 17 G1- und G2-NZK zeigten 5 (29,4 %) einen Tab. 35: Kreuztabelle zu apoptotischer Aktivitat und
Anteil von > 1 % TUNEL-positiver Zellen. Bei den histologischem Grading nach Dichotomisierung

. . G1+G2 G gesamt
6 G3-NZK betrug dieser Anteil 83,3 %. Umgekehrt AS(d)runeL = 0 12 13

3
1

fanden sich unter den 13 Tumoren mit einem AS(d)runeL =1 5 5 10
6

AS(d)runec= 0 12 G1- und gesamt Ir 2
G2-NZK (92,3 %), wahrend sich die 10 Karzinome mit einem AS(d)runeL = 1 sich jeweils zu 50 % aus G1- und
G2- bzw. G3-NZK zusammensetzten. Unter den histologisch stark entdifferenzierten NZK fand sich also ein
deutlich hdherer Anteil apoptotisch aktiver Tumoren als bei G1- und G2-Karzinomen; NZK mit einem Anteil
apoptotischer Zellen von < 1 % waren ganz Uberwiegend G1- und G2-Tumoren. Dieser Zusammenhang war

hinsichtlich der statistischen Signifikanz grenzwertig (p = 0,052).

Von den 17 pT1-NZK zeigten 10 (58,8 %) eine Tab. 36: Kreuztabelle zu apoptotischer Aktivitdt und pT-

. - . , Stadium nach Dichotomisierung
apoptotische Aktivitdt von < 1 %, wéhrend dieser

I 0 pT1 pT2+pT3a| gesamt
Anteil bei den pT2- und pT3a-NZK 50 % (3 von 3) AS(d)rone = 0 10 3 13
betrug. Unter den insgesamt 13 Tumoren mit AS(d)runeL =1 7 3 10

gesamt 17 6 23

einem AS(d)runer = 0 fanden sich 10 pT1-NZK
(76,9 %); diese stellten unter den 10 NZK mit einem AS(d)runeL = 1 einen Anteil von 70 %. Zwischen pT-Stadium

und apoptotischem Zellanteil lief3 sich also auch nach Dichotomisierung kein Zusammenhang darstellen (p = 1,0).
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3.46 VHL-Expression

12 von 17 G1- und G2-NZK (70,6 %) zeigten
einen AS(d)yn. = 0; unter den 6 G3-NZK traf dies

Tab. 37: Kreuztabelle zu VHL-Expression und histologischem
Grading nach Dichotomisierung

auf 5 Falle (83,3 %) zu. Unter den insgesamt 17 AS(d= 0 S (1;5 Gg gesaT7t
NZK mit einer VHL-Expression in < 20 % der AS(d)vi =1 5 1 6
gesamt 17 6 23

Zellen handelte es sich in 70,6 % um G1- und
G2-Karzinome; dieser Anteil betrug unter den 6 NZK mit einem AS(d)vs. = 1 83,3 %. Ein Zusammenhang
zwischen histologischem Grading und VHL-Expression lieR sich nach Dichotomisierung nicht mehr erkennen (p =
1,0).

Tab. 38: Kreuztabelle zu VHL-Expression und pT-Stadium

Von 17 pT1-NZK exprimierten 12 (70,6 %) das VHL-
nach Dichotomisierung

Protein in <20 % der Zellen; bei den pT2- und pT3a-

pT1 pT2+pT3a| gesamt

NZK betrug dieser Anteil 83,3 % (5 von 6 Fallen). AS(d)viL =0 12 5 17
; . - AS(d)ve =1 5 1 6

Von den insgesamt 17 NZK mit einem AS(d)yw. = 0 S 17 5 %3

rekrutierten sich 70,6 % aus der Gruppe der G1-
und G2-Karzinome (12 Félle); unter den 6 NZK mit einem AS(d)vi = 1 traf dies fir 83,3 % (5 Falle) zu. Auch

zwischen pT-Stadium und VHL-Expression war nach Dichotomisierung kein Zusammenhang mehr erkennbar
(p=1,0).

3.5 Zusammenhdnge der immunhistochemisch untersuchten Marker untereinander
nach Dichotomisierung
3.5.1 Bcl-2-Expression und Ki-67-Expression

Von den 13 NZK mit einem AS(d)ss2 = 0 Tab. 39: Kreuztabelle zu Bcl-2- und Ki-67-Expression nach

zeigten 9 (69,2 %) einen Anteil von < 5 % Dichotomisierung

Ki-67-positiver Zellen; die restlichen 4 Tu- AS(dkier=0|  AS(d)ki.er=1| gesamt
AS(d)sc2=0 9 4 13

moren (30,8 %) zeigten eine {ber dem AS(d)gci2=1 6 4 10

Median gesamt 15 8 23

liegende proliferative  Aktivitat
(>5 % Ki-67-exprimierender Zellen). Unter den 10 NZK mit einem AS(d)sc-2 = 1 lie® sich bei 6 Fallen (60 %)
eine Ki-67-Expression in <5 % der Zellen nachweisen; bei den Ubrigen 4 Fallen (40 %) lag ein AS(d)«.e7= 1 vor.
Andersherum setzten sich die 15 NZK mit einem AS(d)ki.s7 = 0 zu 60 % aus Tumoren zusammen, die eine Bcl-2-
Expression in < 50 % der Zellen aufweisen; bei den 8 NZK mit einem AS(d)«is7= 1 lag dieser Anteil bei 50 %.
Unter den NZK, deren Ki-67-positiver Zellanteil Gber dem Median lag, fand sich also auch ein etwas hdherer
Anteil von Tumoren, deren Bcl-2-Expression lber dem Medianwert lag als in der Gruppe der NZK mit einem
AS(d)ker = 0 und umgekehrt. Diese zahlenmafigen Unterschiede waren jedoch gering und erreichten keine

statistische Signifikanz (p = 0,685).
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3.5.2

Unter den NZK mit einem AS(d)gs. = 0

Bcl-2-Expression und p53-Expression

Tab. 40: Kreuztabelle zu Bcl-2- und p53-Expression nach

handelte es sich in 61,5 % um Tumoren, die Dichotomisierung
p53 in < 5 % der Zellen exprimierten (8 von AS(d)ess=0| AS(d)pss=1| gesamt
AS(d)sc-2=0 8 5 13
13 Féllen), wahrend dieser Anteil unter den AS(d)gci2=1 5 5 10
gesamt 13 10 23

NZK mit einem AS(d)sa2 = 1 50 % betrug (5

von 10 Fallen). Ebenso wiesen 61,5 % der Karzinome mit einem AS(d)ps3 = 0 eine Bcl-2-Expression in weniger
als 50 % der Zellen auf, wahrend dies nur bei 50 % der NZK mit einem AS(d)es3 = 1 zutraf. Obgleich also bei
einem AS(d) = 1 des einen Markers der Anteil von NZK, die den jeweils anderen Marker ebenfalls mit einem
AS(d) = 1 expimierten, etwas héher lag als bei einem AS(d) = 0, waren diese Unterschiede geringfiigig und
statistisch nicht signifikant (p = 0,685).

3.5.3  Bcl-2-Expression und Apoptosehaufigkeit
Unter den NZK, die Bcl-2 in < 50 % der

Zellen exprimierten, wiesen jeweils etwa

Tab. 41: Kreuztabelle zu Bcl-2-Expression und apoptotischer Aktivitat
nach Dichotomisierung

. . . AS(d)runeL = 0 AS(d)runeL=1| gesamt
die Halfte der Tumoren einen AS(d)sarz = 0 6 7 13
AS(d)runer = 0 bzw. 1 auf (6 von 13 AS(d)sc-2 =1 7 3 10

gesamt 13 10 23

respektive 7 von 13 Fallen). Dem-
gegeniber lag der Anteil von Tumoren mit einem AS(d)ruxer = 1 an den NZK mit > 50 % Bcl-2-positiven Zellen
nur bei 30 % (3 von 10 Féllen).

Eine (iber dem Median liegende Bcl-2-Expression schien also tendenziell mit einer geringeren Apoptosehaufigkeit

vergesellschaftet zu sein, ohne dass dieser Zusammenhang statistische Signifikanz erreichte (p = 0,402).

3.5.4 Bcl-2-Expression und VHL-Expression

Unter den 13 NZK mit einem AS(d)gs2 = 0 Tab. 42: Kreuztabelle zu Bcl-2- und VHL-Expression nach

zeigten 10 Falle auch einen AS(dj, = 0 Dcrotomisienng
L . AS(d)vi =0 AS(dvi.=1| gesamt
(76,9 %); bei den 10 NZK mit > 50 % Bcl-2- AS(d)psz =0 10 3 13
positiver Zellen traf dies fiir 7 Tumoren zu AS(d)sc2 =1 7 3 10
gesamt 17 6 23

(70 %). 10 von insgesamt 17 Tumoren (58,8
%) mit einer VHL-Expression in < 20 % der Zellen wiesen einen AS(d)sa-2 = 0 auf; dieser Anteil betrug unter den
6 Karzinomen mit einer Gber dem Median liegenden VHL-Expression 50 % (3 von 3 Fallen). Ein Zusammenhang

zwischen dichotomisierter VHL- und Bcl-2-Expression lieR sich nicht erkennen (p = 1,0).
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3.5.5 Ki-67-Expression und p53-Expression

11 von 15 NZK mit einem AS(d)x.s7 = 0 zeigten Tab. 43: Kreuztabelle zu Ki-67- und p53-Expression nach

Dichotomisierung
auch einen AS(d)ss = 0 (733 %).
AS(d)ps3=0 AS(d)ps3 =1 | gesamt
Demgegeniiber wiesen 60 % der Tumoren mit AS(d)kis7 = 0 1 4 15
einer Ki-67-Expression in > 5 % der Zellen AS(d)asr=1 2 6 8
gesamt 13 10 23

auch eine Uber dem Median liegende p53-

Expression auf (8 von 10 Féllen). Andersherum lag unter den insgesamt 13 NZK, die einen AS(d)ys3 = 0
aufwiesen, der Anteil von Tumoren mit einem AS(d)«.e7 = 0 bei 84,6 % (11 von 13 Féllen), wahrend 6 von 10 NZK
mit einer Uber dem Median liegenden p53-Expression einen AS(d)is7 = 1 aufwiesen (60 %). Auch nach

Dichotomisierung bestand also eine positive Korrelation zwischen der p53- und Ki-67-Expression, die statistisch

signifikant war (p = 0,039).

3.5.6

Die 15 NZK mit einem AS(d)k.er = 0

rekrutierten sich jeweils zu etwa der

Ki-67-Expression und Apoptosehaufigkeit

Tab. 44: Kreuztabelle zu Ki-67-Expression und apoptotischer Aktivitat
nach Dichotomisierung

Hélfte der Falle aus Tumoren mit einem AS(d)rune. = 0 AS(d)runeL=1| gesamt
) AS(d)kis7 =0 8 7 15

AS(d)ruxe = 0 (8 Falle = 53,3 %) AS(d)kie7= 1 5 3 8
gesamt 13 10 23

respektive 1 (7 Falle = 46,7 %); unter

den 8 NZK mit einem AS(d)«.67 = 1 betrugen diese Anteile 62,5 % respektive 37,5 %.

Von insgesamt 13 NZK mit einem AS(d)runer = 0 wiesen 8 Tumoren einen AS(d)ki.s7 = 0 auf (61,5 %); unter den

10 NZK mit einem AS(d)runer = 1 traf dies auf einen mit 70 % vergleichbaren Anteil der Falle zu. Ein

Zusammenhang zwischen proliferativer und apoptotischer Aktivitat liet sich nicht erkennen (p = 1,0).

3.5.7

14 von 15 NZK mit einem AS(d)ki.sr = O

Ki-67-Expression und VHL-Expression

Tab. 45: Kreuztabelle zu Ki-67- und VHL-Expression nach

wiesen auch einen AS(d)vi = 0 auf (93,3 %), Dichotomisierung
" : Lo AS(d)vi =0 AS(djvi. =1| gesamt
wahrend dies unter den 8 Tumoren mit einem AS(d)eor =0 m 1 15
AS(d)kis7 = 1 nur auf 3 Félle (37,5 %) zutraf. AS(d)xi7=1 3 5 8
gesamt 17 6 23

Die insgesamt 17 NZK mit einem AS(d)v. =

0 rekrutierten sich zu 82,4 % (14 Falle) aus Tumoren, die auch einen AS(d)k.s7 = 0 zeigten; demgegeniber

betrug dieser Anteil unter den 6 Karzinomen mit einem AS(d)vw. = 1 nur 16,7 % (1 Fall).

Nach Dichotomisierung ergab sich also ein statistisch signifikanter positiver Zusammenhang zwischen dem
AusmaR der Ki-67- und dem der VHL-Expression (p = 0,009).
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3.5.8

Die 13 NZK mit einem AS(d)pss = 0

setzten sich zu anndhernd gleichen

p53-Expression und Apoptosehaufigkeit

Tab. 46: Kreuztabelle zu p53-Expression und apoptotischer Aktivitat

nach Dichotomisierung

AS(d)runeL =0 AS(d)runeL=1| gesamt

Teilen aus Tumoren mit einem AS(d)ps3 =0 6 7 13

- , 0 AS(d)ps3 =1 7 3 10

AS(d)TUNEL 0 (6 FaIIe, 46,2 /o) und gesamt 13 10 23
solchen mit einem AS(d)runer = 1

(7 Falle, 53,8 %) zusammen; demgegeniber rekrutierten sich die 10 NZK mit einem AS(d)pss = 1 zu 70 % aus
Tumoren mit einem AS(d)runeL = 0.

Die gleichen Zahlenverhaltnisse galten bei Betrachtung der insgesamt 13 NZK mit einem AS(d)runeL = 0 bzw. 1:
Bei ersteren fand sich ein Anteil von 46,2 % an Tumoren mit einem AS(d)ps3 = 0; bei letzteren betrug dieser 70 %.
Auch nach Dichotomisierung schien also eine hdhere p53-Expression mit einer niedrigeren apoptotischen
Aktivitat assoziiert zu sein und umgekehrt, ohne dass dieser Zusammenhang jedoch statistisch signifikant war
(p=10,402).

3.5.9 p53-Expression und VHL-Expression

12 von 13 NZK mit einem AS(d)sss = 0 Tab. 47: Kreuztabelle zu p53- und VHL-Expression nach

wiesen auch einen AS(d)yw = 0 auf (92,3 %); ~ Dichotomisierung
dieser Anteil betrug unter AS(d)w.=0] AS(djw.=1| gesamt
AS(d)pss = 0 12 1 13
den 10 Karzinomen mit einem AS(d)s3 = 1 nur AS(d)ps3 =1 5 5 10
gesamt 17 6 23

50 % 5 Félle). Andersherum rekrutierten sich
die insgesamt 17 NZK mit einem AS(d)vw. = 0 zu 70,6 % (12 Falle) aus Tumoren mit einem AS(d)es3 = 0,
wohingegen dies unter den 6 NZK mit einem AS(d)vw. = 1 nur auf 16,7 % (1 Fall) zutraf.

Auch nach Dichotomisierung wiesen also diejenigen NZK mit ausgepragteren VHL-Expressionsverlusten
geringere p53-Uberexpressionsraten auf als Tumoren, deren VHL-positiver Zellanteil iiber dem Median lag, und

umgekehrt. Dieser Zusammenhang erreichte allerdings knapp keine statistische Signifikanz (p = 0,052).

3.5.10 Apoptosehaufigkeit und VHL-Expression

Die 13 NZK mit einem AS(d)runer = 0

wiesen in 69,2 % der Falle (9 Tumoren)

Tab. 48: Kreuztabelle zu apoptotischer Aktivitdt und VHL-Expression
nach Dichotomisierung

; - : AS(d)vu. =0 AS(djva =1| gesamt
einen AS(d)vi. = 0 auf; unter den 10 NZK AS(dlrone = 0 9 2 3
mit einem AS(d)runer = 1 traf dies auf 8 AS(d)tuneL =1 8 2 10

gesamt 17 6 23

Karzinome  (80%) Umgekehrt
rekrutierten sich die insgesamt 17 NZK mit einem AS(d)vs. = 0 zu annahernd gleichen Teilen aus Tumoren mit

einem AS(d)runer = O respektive 1 (52,9 % vs. 47,1%), wéhrend von den 6 NZK mit einem AS(d)vi = 1 nur 2

ZU.
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Tumoren (33,3 %) eine Uber dem Median liegende apoptotische Aktivitdt aufwiesen. Ein Uberzeugender
Zusammenhang zwischen VHL-Expression und apoptotischer Aktivitdt bestand demnach nicht (p = 0,66); eine

schwache Tendenz bestand im Sinne einer reziproken Assoziation.

3.6 Prognostische Aussagekraft: Statistischer Einfluss der untersuchten Parameter

auf das rezidivfreie Uberlebensintervall

19 der 23 untersuchten Félle gingen in die Kaplan-Meier-Analyse ein. Bei den ausgeschlossenen Féllen handelte
es sich um die drei perioperativ verstorbenen Patienten (Félle 7, 11 und 23) sowie um den primar metastasierten
Patienten (Fall 13).

Untersucht wurde das rezidivfreie Uberlebensintervall, also des Zeitraums nach primar kurativ intendierter
Nephrektomie bis zur Diagnose des ersten tumorspezifischen Neuereignisses, also eines Progresses im Sinne

von Lokalrezidiven bzw. Fernmetastasierung.

3.6.1 Histologisches Grading und pT-Stadium

pT-Stadium

Von den 14 Patienten mit pT1-Tumoren 1’

erlitten 2 (14,3%) einen Tumorprogress; [ B
dabei handelte es sich in einem Fall um a

o SR - - - -t
Fernmetastasen und im anderen Fall um pT-Stadium

vV pT2+pT3

ein Lokalrezidiv. In der Gruppe der 5 s A

@ + pT2+pT3-zensiert
pT2/pT3-Tumoren traten ebenfalls 2 (40%) 2 4 o
Progressfalle, hier jeweils im Sinne von s E— + pT1-zensiert

) Y 0 10 20 30 40 50 60 70
Fernmetastasierungen, auf.

Rezidivfreies Uberlebensintervall in Monaten

Zwar war in der Gruppe der NZK
hoherer Primartumorgrofie der prozentuale Abb. 34: Kaplan-Meier-Analyse: Rezidivfreie Uberlebens-
Anteil von Progressféllen hdher als in der intervalle, verglichen an Hand des dichotomisierten pT-
Gruppe  der  pT1-Tumoren;  dieser Stadiums

Unterschied erreichte  jedoch  keine

statistische  Signifikanz (Log rank-Wert

117; p=0,2788).
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Histologisches Grading

Unter den 13 G1/G2-Tumoren fand sich 1 "

Fall (7,7%), der in der Nachbeob- "9 ] e s

achtungszeit einen Tumorprogress im Sinne ’9

einer Fernmetastasierung bot. Demgegen- i Grading

uber entwickelten 3 der 6 G3-Félle (50%) g 4 jzz_zemiert
einen Krankheitsprogress (1 Lokalrezidiv, 2 § 59 "o 61462
Fernmetastasierungen). Diese Unterschiede g 4 E— * G1+G2-zensiert

0 10 20 30 40 50 60 70
erwiesen sich als statistisch signifikant (Log

rank-Wert 4,17; p = 0,0412).

Rezidivireies Uberlebensintervall in Monaten

Abb. 35: Kaplan-Meier-Analyse: Rezidivireie Uberlebens-
intervalle, verglichen an Hand des dichotomisierten nuklearen
Gradings.

3.6.2 Die immunhistochemisch untersuchten Parameter

Apoptoseverhalten

Keiner der 10 Patienten, die im
Nachweisverfahren fiir apoptotische Zellen
mit dem TUNEL-Test einen dichotomisierten
Anféarbungsscore von 0 (bis 1% angefarbter
Zellen) aufwiesen, entwickelte wahrend der
Nachbeobachtungszeit einen Krankheits-
progress. Demgegeniber fanden sich unter
den 9 Féllen mit einem AS(d)uner = 1 4
Patienten  (44,4%), die eine Fern-
metastasierung bzw. einen Lokalrezidiv
erlitten; ein  Unterschied, der von
statistischer Signifikanz war  (Log rank-
Wert 5,11; p = 0,0238).

1,
1,0
9
o AS(d)runec
< 3 v AS(d)=1
o)
£ + AS(d)=1-zensiert
3 6 .-
5 o AS(d)=0
E‘ S —
S 5 + AS(d)=0-zensiert

-10 0 0 20 30 40 5 60 70

Rezidivireies Uberlebensintervall in Monaten

Abb. 36: Kaplan-Meier-Analyse: Rezidivfreie Uberlebens-
intervalle, verglichen an Hand des AS(d)runeL.

43



3 Ergebnisse

Ki-67-Expression

Bei 3 von 13 Patienten mit AS(d)k.e7 = 0-
Tumoren (23,1%) zeigte sich im Laufe der
Nachbeobachtungszeit ein  Krankheits-
progress; unter den 6 AS(d)x.er = 1-Féllen
bot nur 1 Patient im Verlauf eine Fern-
metastasierung (16,7%). Prozentual lag der
Anteil der Progressfalle bei Tumoren, die
eine Ki-67-Expression in bis zu 5% der
Tumorzellen aufwiesen, also geringfiigig
héher als bei jenen NZK, deren Ki-67-
Expression hoher lag; dieser Unterschied
erschien jedoch unerheblich und war
statistisch nicht signifikant (Log rank 0,07; p

= 0,7910).

Bcl-2-Expression

Das Anfarbungsverhalten fir das Bcl-2-
Antigen hatte keinen signifikanten Einfluss
auf das rezidivfreie Uberlebensintervall.
27,3 % (3 von 11) der Patienten, deren
Primartumor einen AS(d)gs2 = 0 (bis 50%
positiv exprimierender Zellen) aufwiesen,
erlitten im Laufe der Nachbeobachtungszeit
eine Fernmetastasierung. Unter den 8
Fallen mit einem AS(d)ss2 = 1 ( > 50%
exprimierender Zellen) trat bei 1 Patienten
(12,5%)
Log rank-Wert betrug 0,61 (p = 0,4330).

primér ein Lokalrezidiv auf . Der

Kum. Uberleben

'
et e e

0

10 20 30 40 50 60

Rezidivfreies Uberlebensintervall in Monaten

70

Abb. 37: Kaplan-Meier-Analyse: Rezidivireie Uberlebens-
intervalle, verglichen an Hand des AS(d)k:67

Kum. Uberleben

0

10 20 30 40 50 60

Rezidivfreies Uberlebensntervall in Monaten

AS(d)sa2
V_AS(d)=1
+ AS(d)=1-zensiert
o AS(d)=1
+ AS(d)=1- zensiert
70

Abb. 38: Kaplan-Meier-Analyse: Rezidivfreie Uberlebens-
intervalle, verglichen an Hand des AS(d)sci-2
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p53-Expression

3 von 11 (27,3%) der Félle mit einem
AS(d)ps3 = 0, also einem Anteil von bis zu
5% p53-positiver Zellen, entwickelten im
Beobachtungszeitraum einen Krankheits-
progress; bei den 8 Patienten mit einer p53-
Expression von > 5% wies einer (12,5%) im
Verlauf eine Fernmetastasierung auf. Dieser
Unterschied war nicht signifikant (Log rank-
Wert 0,59; p = 0,4410).

VHL-Expression

Unter den 14 untersuchten Fallen mit einem
AS(d)vi. = 0 (bis 20% positiv markierter
Zellen) fanden sich alle 4 Progressfalle
(28,6%); dementsprechend erlitt keiner der
5 Patienten, deren Primartumoren einen
Anteil von > 20% VHL-exprimierender
Zellen aufwies, im Beobachtungszeitraum
ein Rezidiv respektive eine
Fernmetastasierung.  Nichtsdestoweniger
erwies sich dieser Unterschied im DFS als
nicht signifikant (Log rank-Wert 1,71; p =
0,1911),

zahlenmaRige Differenz zwischen beiden

was sich durch die starke

Gruppen erklaren lasst.

o T AS(d)pss

- v AS(d)=1

2 TR )
@ ! + AS(d)=1-zensier
L _————-
S © AS(d)=0

£ )

3 7 bt -4 + AS(d)=0-zensier

0 10 20 30 40 50 60

Rezidivfreies Uberlebensintervall in Monaten

70

Abb. 39: Kaplan-Meier-Analyse: Rezidivfreie Uberlebens-

intervalle, verglichen an Hand des AS(d)ps3

fffff

Kum. Uberleben
=

AS(d)vm.

V_AS(d)=1

+ AS(d)=1-zensiert
"o AS(d)=0
(

+ AS(d)=0-zensiert

0 10 20 30 40 50 60

Rezidivfreies Uberlebensintervall in Monaten

70

Abb. 40: Kaplan-Meier-Analyse: Rezidivfreie Uberlebens-

intervalle, verglichen an Hand des

Anfarbungsscores fiir pVHL

dichotomisierten
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4 Diskussion
41 Diskussion von Material und Methoden

Limitiert wurden die hier beschriebenen Untersuchungen durch die relativ geringe Fallzahl (23 klarzellige NZK).
So war keine statistische Auswertung der Zusammenhange zwischen pT-Stadium nach UICC, 3-stufigem
Grading und immunhistochemisch untersuchten Markern im 5-stufigen Anférbungsscore mdglich, da der sich
anbietende x>-Test auf Grund der kleinen Fallzahl nicht anwendbar war.

Nach Dichotomisierung war eine statistische Auswertung der Korrelationen der 0.g. Faktoren durchfihrbar, da bei
den so entstandenen 2x2-Kreuztabellen der Fisher-Test anwendbar war. Auch die Kaplan-Meier-Analysen
fihrten mit dichotomisiertem Datensatz zu verwertbaren Ergebnissen. Dennoch bleibt anzumerken, dass bei
einem so begrenzten Untersuchungsgut nicht unbedingt von einer Reprasentativitat der Falle ausgegangen
werden kann. Zwar konnen auch bei Studien mit gréReren Fallzahlen im Vergleich zur ,Gesamtpopulation der
klarzelligen NZK Verzerrungen auftreten; generell ist aber mit zunehmenden Fallzahlen bei homogenem
Untersuchungsgut auch eine gréRere Reprasentativitat zu erwarten.

Hinsichtlich der Homogenitat der hier untersuchten NZK ist anzumerken, dass der einzige primar metastasierte
Fall Nr. 13 zwar von der Kaplan-Meier-Analyse ausgeschlossen, bei der Betrachtung der Zusammenhange
zwischen immunhistochemischen und Klinisch-pathologischen Parametern jedoch beriicksichtigt wurde.
Hinsichtlich der Ermittlung des medianen Anférbungsscores der immunhistochemisch untersuchten Marker wie
auch des medianen histologischen Gradings und pT-Stadiums ergaben sich bei Ein- und Ausschluss des Falls
Nr. 13 jedoch identische Resultate.

Aligemein ist zu bemerken, dass es in der Literatur keine einheitliche Vorgehensweise zur Auswertung
immunhistochemisch untersuchter Parameter gibt. Einige Autoren benutzten einen semiquantitativen Ansatz
ahnlich dem hier verwandten [68, 140]; vor allem in groferen Untersuchungen werden die beobachteten
Expressionsraten oftmals als stetige Variablen im Sinne eines ,labelling index (LI)* erfasst [1, 20, 24, 47, 48, 49,
52, 64, 82, 94, 128, 130, 131, 149, 151, 152], eine Vorgehensweise, die bei dem begrenzten Untersuchungsgut
der vorliegenden Arbeit nicht angemessen erschien. Andere Studien bedienten sich - ebenfalls dichotomer -
Einteilungen im Sinne von ,Expression vs. Nicht-Expression®, wobei hier vielfach unterschiedliche Auffassungen
herrschten, ab welchem Anteil exprimierender Zellen die untersuchten Tumoren als positiv fir einen
immunhistochemischen Marker anzusehen sind.

Das in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Dichotomisierungsverfahren geht quasi von der Existenz eines
,ublichen®, meistvertretenen Expressionslevels aus, das sich im Medianwert des hier verwandten AS fiir den
jeweils betrachteten Marker im Gesamtuntersuchungsgut ausdriickt. AS, die Uber dem markerspezifischen
Medianwert liegen, werden als ,ungewdhnlich stark” betrachtet und den Ubrigen Fallen gegenubergestellt. Ganz
allgemein kann aber auch hierbei auf Grund der geringen Fallzahl nicht davon ausgegangen werden, dass die in
der vorliegenden Arbeit beobachteten Expressionsmuster représentativ sind; in groBeren Studien fanden sich
moglicherweise differente mediane Anfarbungsscores. Zudem ware bei deutlich hoheren Fallzahlen auch eine

Dichotomisierung an Hand des arithmetischen Mittels diskutabel.
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Insbesondere hinsichtlich der VHL-Expression ist die verwandte Dichotomisierungsstrategie ,Neuland®.
Grundsatzlich kann von einer starken VHL-Expression in normalen proximalen renalen Tubulusepithelien
ausgegangen werden [69]. Obwohl eine Vielzahl molekulargenetischer Arbeiten existieren, die Alterationen des
VHL-Gens untersuchten [7, 9, 10, 14, 17, 27, 34, 43, 57, 58, 61, 84, 121, 138, 147], gibt es in der mir
vorliegenden Literatur keine Studie, die an Hand des immunhistochemischen pVHL-Nachweises das Ausmal der
VHL-Expressionsverluste bei klarzelligen NZK beleuchtet hat. Da es als gesichert anzusehen ist, dass 60 - 85 %
aller klarzelligen NZK VHL-Funktionsverluste durch Mutationen oder Hypermethylierungen aufweisen [23, 34, 84,
147], der VHL-Status innerhalb ein und desselben NZK aber heterogen sein kann [84], ist es m.E. jedoch
durchaus naheliegend, dem Ausmal einer VHL-,Restexpression* innerhalb eines NZK Beachtung zu schenken.
In diesem Kontext stellt die vorliegende Arbeit einen ersten Versuch dar, sich der diagnostischen und
prognostischen Wertigkeit der VHL-Expression auf immunhistochemischem Wege zu nadhern; inwieweit diese
Vorgehensweise Bestand haben kann, bleibt in Zukunft zu evaluieren.

Auch die in dieser Arbeit auswertungsrelevanten klinisch-pathologischen Faktoren — histologisches Grading und
pT-Stadium - wurden dem genannten Dichotomisierungsverfahren an Hand des Medianwertes unterzogen.
Hierbei konnte insbesondere die Zusammenfassung pT2- und pT3a-Tumoren als eine den pT1-NZK
gegentibergestellte Gruppe auf Skepsis stofen. Bei den pT2- handelt es sich wie bei den pT1-NZK um
organbeschrankte Prim&rtumoren, wahrend das Stadium pT3a bereits eine Infiltration der Nebenniere oder der
perirenalen Fettkapsel beschreibt. Allerdings wird im letzteren Falle die Gerota'sche Faszie nicht Gberschritten,
und auch ein makroskopischer Einbruch in die groRen GefdRe hat nicht stattgefunden, so dass die
Zusammenfassung der Stadien pT2 und pT3a als per continuitatem relativ weit fortgeschrittene Primartumoren

rechtfertighar erscheint.

4.2 Diskussion der Ergebnisse

421 Farbemuster der immunhistochemischen Faktoren

Die beobachtete insgesamt niedrige apoptotische Aktivitat der untersuchten NZK mit einem medianen AS = 0
und einem maximalen AS = 3 in nur 2 von 23 Fallen entspricht weitgehend den Ergebnissen anderer Autoren, die
— allerdings bei NZK-Kollektiven unterschiedlicher Subtypen — ahnliche Verteilungsmuster gefunden hatten [52,
64, 134, 131]. Zu etwas anderen Resultaten kamen Zhang und Takenaka [151], die bei 70 NZK apoptotische
Indices von 0,9 — 3,4 % bei einem Median von 2,13 % beobachteten.

Der im Allgemeinen vorgefundene niedrige Anteil nachweisbar apoptotischer Zellen in NZK-Proben l&sst jedoch
nicht auf einen geringen Anteil apoptotischer Prozesse am Zellumsatz schlieflen, sondern widerspiegelt vielmehr
die Tatsache, dass der apoptotische Zelltod sehr rasch ablauft und durch die baldige Phagozytierung der

apoptotischen Kérperchen keine Spuren hinterlasst [50, 112].

Die beobachtete niedrige Ki-67-Expression mit nahezu einem Drittel Ki-67-negativer Falle (< 1 % angefarbter

Zellen) bei einer insgesamt niemals > 20 % uberschreitenden Ki-67-Expression hebt sich deutlich von den
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Funden anderer Autoren ab, die weitaus hoher Spannweiten der Ki-67-Expression beim in kurativer Absicht
nephrektomierten klarzelligen NZK [47, 110, 111] bzw. bei NZK unterschiedlichen Subtyps [1, 24, 130, 131]
beschrieben hatten. Rioux-Leclerq et al. [110, 111] berichten von Ki-67-Expressionsraten von 0 — 60 % bei einem
Mittelwert von 8 % (n = 73); Haitel et al. [47] ermittelten eine Spannweite von 0,5 — 43,2 % bei einem Mittelwert
von 12,8 % (n = 92). Die mittleren Anfarbungsraten lagen damit bei diesen Autoren héher als die hier als
Schwellenwert verwandte ,lbermediane® Expression von > 5 %. Abgesehen von einer zufélligen Abweichung
lasst sich auch ein methodischer oder materialbedingter Fehler mit der Folge einer eingeschrankten Sensitivitat

des verwandten mAb MIB-1 nicht ausschlie3en.

Die in der vorliegenden Arbeit detektierte Bel-2-Expression war insgesamt gesehen relativ hoch. Einigen Autoren
zufolge ist eine Bcl-2-Expression in normalen proximalen Tubulusepithelien, die als Ursprungsgewebe des
klarzelligen NZK angesehen werden, eher selten [18, 56, 136]; demgegenlber berichten andere [80, 94, 99] von
einer regelmafigen Bcl-2-Expression in diesen Strukturen. Einig sind sich diese Autoren jedoch hinsichtlich der
Tatsache, dass die Bcl-2-Expression bei NZK ungeachtet des histologischen Typs deutlich Gber der im
Normalgewebe liegt, wobei McDonnell et al. ausdriicklich auf eine Uberexpression beim klarzelligen NZK
hinweisen [80].

In den meisten immunhistochemischen Untersuchungen an histologisch inhomogenen NZK-Kollektiven waren
Anteile Bcl-2-positiver Tumoren zwischen 34 und 100 % beobachtet worden [59, 122, 136, 139, 152], lediglich
Hofmockel et al. [54] beobachteten in nur 6,5 % der Falle eine Bcl-2-Expression.

Speziell hinsichtlich des klarzelligen NZK ist auf die Studie von Vasavada et al. hinzuweisen, die unter 28
klarzelligen NZK einen Uber 80%-igen Anteil Bcl-2-positiver Tumoren ausgemacht hatten. Diese Funde

implizieren eine funktionelle Bedeutung der Bcl-2-Expression beim NZK.

Die Mehrheit (60,9 %) der untersuchten NZK wies eine p53-Uberexpression in = 1 %, 43,5 % in > 5 % der
Zellen auf. Dieser Fund geht etwa konform mit den Ergebnissen von Haitel et al., die im Rahmen zweier Studien
an 92 bzw. 97 klarzelligen NZK einen Anteil von > 5 % p53-positiven Zellen bei etwa 35 % der Falle entdeckten
[47, 48]; bei unifokalen NZK lag dieser Anteil sogar mit 42 % Uber dem der multifokalen [47]. Demgegeniiber
konnten Vasavada et al. bei 28 klarzelligen NZK keine p53-Expression erkennen [140]. In die meisten Studien zur
p53-Expression beim NZK hatten allerdings Tumoren unterschiedlichen histologischen Subtyps Eingang
gefunden, wobei die Ergebnisse auch hier weit divergierten (Anteile p53-positiver Tumoren von 0,04 bis 33,3 %)
[68, 93, 95, 99, 122, 131, 139]. Zudem ist zu beachten, dass bei diesen Untersuchungen zum Teil
unterschiedliche Schwellenwerte zur Definition der p53-,Positivitat’, sowie unterschiedliche anti-p53-Antikdrper
Verwendung gefunden hatten. Dariiber hinaus kann die Aktivitat normalen wie auch alterierten p53-Proteins im
Rahmen einer autoregulatorischen Feedback-Schleife durch mdm-2 gesenkt werden [48, 67, 125, 139, 142], so

dass auch Alterationen des mdm2-Gens die beobachtbare p53-Expression beeinflussen kdnnten.
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Obwohl also in der Literatur oftmals angegeben wird, p53-Mutationen bzw. -Uberexpressionen seien bei
(klarzelligen) NZK selten [80, 99], sprechen einige Untersuchungen gegen diese These; die in der vorliegenden

Arbeit beobachtete p53-Uberexpression ist im Vergleich sogar relativ stark ausgepragt.

Hinsichtlich der VHL-Expression zeigte das mit 9 NZK groRte Kontingent einen vollstandigen Expressionsverlust;
ansonsten waren alle Anfarbungsscores in unterschiedlich niedrigen Anteilen vertreten. Auf Grund der
medianbasierten Dichotomisierung wurde im Rahmen der statistischen Analyse ein Schwellenwert von 20 %
VHL-positiver Zellen verwandt; inwieweit diese Betrachtungsweise angemessen ist, bleibt in Zukunft zu klaren.
Es ist allerdings darauf hinzuweisen, dass 73,9 % der untersuchten NZK einen AS(d)vi. = 0 aufweisen, ein Anteil,
der der in der Literatur angegebenen Haufigkeit von VHL-Mutationen beim klarzelligen NZK entspricht [23, 34,
84, 147].

4.2.2 Zusammenhange zwischen klinisch-pathologischen und immunhistochemischen Faktoren

pT-Stadium und histologisches Grading

Die signifikant positive Assoziation zwischen pT-Stadium und Grading lasst sich insofern mit den Ergebnissen
anderer Studien, die die Assoziation zwischen histologischem Grading und Tumorstadium betrachteten,
vergleichen, als dass die PrimartumorgroRe innerhalb des hier untersuchten Patientengutes in 22 von 23 Fallen
allein ausschlaggebend fiir die Stadienzugehdrigkeit war: 16 von 17 Patienten mit pT1-NZK wiesen bei
Diagnosestellung ein Erkrankungsstadium I, 3 von 3 mit pT2-NZK ein Stadium Il und 3 von 3 mit pT3a-NZK ein
Stadium Il auf. Lediglich Fall Nr. 13 war auf Grund der primaren Metastasierung dem Stadium IV zuzuordnen.

Andere Autoren hatten eine signifikante Assoziation zwischen Tumorstadium und histologischem Grading bei
zumeist heterogenen NZK-Kollektiven gefunden [54, 134]; auch ein signifikant positiver Zusammenhang

zwischen Grading und PrimartumorgréRe wurde beobachtet [30].

Immunhistochemische und klinisch-pathologische Parameter

Wenngleich die hier ermittelte positive Assoziation zwischen apoptotischer Aktivitdt und nukledrem Grading
oberhalb der Signifikanzschwellen lag (p = 0,052), entspricht zumindest die Tendenz dem Ergebnis einiger
anderer jingerer Studien, in denen eine signifikant positive Assoziation zwischen apoptotischer Aktivitat und
Grading bei, wenngleich histogenetisch heterogenen, NZK gefunden worden war [64, 131, 134, 151, 152].
Allerdings bestanden etliche systematische Unterschiede zwischen diesen Studien und der vorliegenden Arbeit.
So gaben die genannten Autoren die Apoptosehaufigkeit als stetige Variable an; zur Bestimmung des Al war von
Tannapfel et al. [131] das ISEL-Verfahren eingesetzt worden, das allerdings mit der TUNEL-Technik
vergleichbare Resultate erzielt [50]. Hinsichtlich des Gradings verwandten Tannapfel et al. [131] wie auch Zhang
und Takenaka [151, 152] das 3-stufige WHO-System, wahrend Todd et al. [134] die Einteilung nach Fuhrmann
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benutzten. Zudem ist darauf hinzuweisen, dass Zhang und Takenaka [152] in ihrer Analyse G1-NZK mit den
zusammengefassten G2- und G3-Tumoren verglichen hatten.

Hindermann et al. allerdings kamen zu einem den 0.g. Arbeiten entgegengesetzten Ergebnis, indem sie unter
Verwendung des TUNEL-Verfahrens bei 66 NZK verschiedener Subtypen sowie einem Onkozytom eine
signifikant hohere Apoptoserate bei G1-NZK als bei G2- und G3-NZK vorfanden. Die Autoren begriindeten dies
mit der These, dass NZK mit abnehmendem Differenzierungsgrad die Fahigkeit erwiirben, die Aktivierung
apoptotischer Prozesse zu supprimieren [52].

Die im Rahmen der 0.g. neueren Studien gewonnenen entgegengesetzten Aussagen filhrten jedoch zunehmend
zu der Auffassung, dass Apoptose und Proliferation als zwei gekoppelte Determinanten des gesteigerten
Zellumsatzes beim NZK beide mit abnehmendem Differenzierungsgrad der Tumoren anstiegen, wobei durch ein
gestdrtes Gleichgewicht beider Vorgénge zu Gunsten der Proliferation die Aggressivitat und Progressionstendenz
mit der Entdifferenzierung zundhmen [131, 134, 152]. Die vorliegende Arbeit scheint dementsprechend letztere
Auffassung zu bestatigen, wobei allerdings darauf hinzuweisen ist, dass hier keine Korrelation zwischen
Apoptosehaufigkeit und proliferativer  Aktivitat nachweisbar war; ebenso lieR sich keine erhohte
Proliferationsaktivitat mit zunehmender Entdifferenzierung der NZK beobachten.

Demgegeniber war unabhangig von der verwandten Einteilung keinerlei Zusammenhang zwischen der
Apoptosehaufigkeit und dem pT-Stadium erkennbar. Auch andere Autoren waren zu einem vergleichbaren
Ergebnis gekommen; so fanden Zhang und Takenaka [151, 152] wie auch Tannapfel et al. [131] in
Untersuchungen an 70 bzw. 87 NZK unterschiedlichen histologischen Subtyps zwar eine signifikante Korrelation
zwischen den als stetige Variable gemessenen Apoptoseindices und dem histologischen Grading, nicht aber
zwischen apoptotischer Aktivitdt und UICC-Stadium. Demgegenilber fanden Todd et al. [134] auch eine
statistisch signifikante Korrelation zwischen Al und UICC-Stadium sowie PrimartumorgrofRe (Studie mit 47 NZK)
und Koga et al. [64] zwischen Al und Primartumorgrofe (30 NZK). Da Grading und Stadium von NZK in der
Regel allerdings eine starke positive Korrelation aufweisen, konnten letztere Resultate ggf. auch als Ausdruck der
haufig starkeren histologischen Entdifferenzierung fortgeschrittener NZK interpretiert werden.

Insgesamt scheint in Zusammenschau dieser und anderer Arbeiten ein Zusammenhang zwischen apoptotischer
Aktivitdt und klassischen histopathologischen Prognosefaktoren in erster Linie hinsichtlich der histologischen

Differenzierung, unabhé&ngig vom verwandten Gradingsystem, zu bestehen.

Der in der vorliegenden Untersuchung mangelnde und, wenn (berhaupt, eher reziproke Zusammenhang
zwischen Ki-67-Expression und histologischem Grading widerspricht weitgehend den Beobachtungen anderer
Autoren, die unter Verwendung des MIB1-Antikdrpers, wenngleich in verschiedenen Konzentrationen, ganz
Uberwiegend einen zunehmenden Anteil proliferierender Zellen mit fortschreitender Entdifferenzierung bei,
allerdings histogenetisch heterogenen, NZK beobachtet hatten [1, 52, 128, 130, 131, 134, 149, 152]. Auch die
alternative Dichotomisierung unter Zusammenfassung der G2- und G3-NZK flihrte zu keiner erkennbaren

Assoziation (p = 0,621; Kreuztabelle nicht aufgefihrt).
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Allerdings hatten Cheville et al. [20] bei ausschlieRlich klarzelligen sowie Papadopoulos et al. [95] bei NZK
unterschiedlichen Subtyps keine Assoziation zwischen Ki-67-Expression und nukledrem Grading nachweisen
kénnen, wobei letztere allerdings mit Gefrierschnitten gearbeitet hatten.

Die Beobachtungen zum Zusammenhang der Ki-67-Expression mit dem pT-Stadium entsprachen denen mit
dem nuklearen Grading. Andere Autoren hatten eine positive Assoziation zwischen Ki-67-Expression und UICC-
Stadium [134, 151] bzw. PrimartumorgroRe bei NZK unterschiedlichen Subtyps [134] beobachtet, wahrend sich in
einigen weiteren Studien, wie hier, kein derartiger Zusammenhang darstellte [95, 130]. Der direkte Vergleich der
hier erzielten Ergebnisse mit denen anderer Autoren in dieser Frage ist zwar insofern nur begrenzt méglich, als
dass in der vorliegenden Literatur groRtenteils Erhebungen an NZK-Kollektiven unterschiedlicher Subtypen
durchgefiinrt wurden; ein in dieser Frage abweichendes Verhalten klarzelliger NZK von dem anderer
histologischer Typen ist jedoch nicht bekannt.

Als mogliche Erklarung fir die unerwarteten Ergebnisse kommt die mogliche Missachtung eines hypothetischen
,wirklichen“ Schwellenwertes fiir die Ki-67-Expression in Frage: Im urspriinglichen semiquantitativen Datensatz
waren die Anfarbungsscores 0, 1 und 2 nahezu gleich haufig vertreten, wodurch nach Dichotomisierung an Hand
des Medians (ASki.e7 = 1) etwa 65 % der Falle einem AS(d) = 0 zugeordnet wurden. Die Verwendung des
Medians als Schwellenwert fiir die Dichotomisierung erfolgte unter der Vorstellung, dass es ein fiir klarzellige
NZK ,normales* AusmaR des jeweils betrachteten Markers gebe, dessen Uber- oder Unterschreitung mit
weiteren tumorbiologischen bzw. prognostischen Eigenschaften der NZK in Zusammenhang stehen kénnte.
Angesichts der Gruppenverteilung fir Ki-67 ist es aber denkbar, dass dieser hypothetische Schwellenwert in der
Gruppe der ASkisr = 1-Félle verborgen liegt und auf Grund des praformierten semiquantitativen
Einteilungsschemas nicht erfasst wurde. In diesem Kontext scheint die in der Literatur weit verbreitete
Verwendung eines stetigen Ki-67-LI deutlich angemessener, um die Implikationen der Ki-67-Expression erfassen
zu konnen; sollte in zukiinftigen Arbeiten dennoch die Verwendung eines dichotomisierten Ki-67-
Anfarbungsscores angestrebt werden, ware es ratsam, die Daten dennoch zunachst als stetige Variablen zu

erfassen und die Dichotomisierung auf dieser Grundlage durchzufiinren.

An Hand der hier erhobenen Daten lief3 sich allenfalls eine schwache, statistisch irrelevante reziproke Assoziation
zwischen Becl-2-Expression und nukledrem Grading, nicht aber zwischen Bcl-2-Expression und
PrimartumorgrofRe herstellen.

In der Literatur findet sich keine klare Aussage zu dieser Frage. Verschiedene Autoren hatten zwischen Bcl-2-
Expression und klinisch-pathologischen Parametern beim NZK keinen Zusammenhang beobachten kdnnen [54,
122, 139, 152]. Demgegeniiber berichteten Vasavada et al. [140] von einer signifikanten positiven Korrelation
zwischen Bcl-2-Expression und Grading bei untersuchten 28 klarzelligen NZK, wahrend Oudard et al. [94] bei 30
NZK eine reziproke Korrelation zwischen Bcl-2-Expression und PrimartumorgréRe sowie nukledrem Grading
beobachteten, wobei allerdings eine tendenziell positive Korrelation mit dem Tumorstadium bestand. Pepe et al.
[99] ermittelten in einer Studie an 33 NZK eine Abnahme des in normalem Nierenparenchym Ublicherweise stark

exprimierten Bcl-2-Protein Uber eine noch regelmaRige Présenz in euploiden NZK bis hin zu einem Bcl-2-Verlust
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in aneuploiden, aggressiveren Phénotypen. Einige Untersuchungen an anderen soliden Tumoren erbrachten
ihrerseits eine reziproke Korrelation zwischen Bcl-2-Expression und Tumorgrofle, -stadium bzw. Grading. [60,
82, 128].

Hinsichtlich der Vergleichbarkeit der genannten Studien untereinander und mit der eigenen Arbeit ist erneut zu
bemerken, dass hinsichtlich Material und Methodik maRgebliche Unterschiede bestanden. So wurden teils
ausschlieBlich klarzellige, teils histogenetisch inhomogene NZK untersucht; auRerdem fanden unterschiedliche
Anti-Bcl-2-Antikdrper Anwendung. Zudem wurde das Ausmald der Bcl-2-Expression in einigen Untersuchungen
als stetige, in anderen als ordinale oder auch kategoriale Variable erfasst, wobei in letzteren Féllen wiederum
unterschiedliche Schwellenwerte zur Subgruppierung eingesetzt wurden.

Allen methodischen Differenzen zum Trotz fallt jedoch ins Auge, dass in den meisten Untersuchungen, die
Uberhaupt einen Zusammenhang zwischen Bcl-2-Expression und Grad, Stage oder Primartumorgréie
erbrachten, dieser iberwiegend reziproker Natur waren. Dies erscheint in gewisser Weise paradox, da Bcl-2 als
Apoptoseinhibitor pradestiniert scheint, mit seiner Expression Malignomen einen ,Wachstumsvorteil* im Sinne
einer weiteren Verschiebung des Proliferations-Apoptosegleichgewichts zu Gunsten ungehinderten Wachstums
zu verschaffen. Tatsachlich aber demonstrierten Pietenpol et al. [103] im Rahmen einer in vitro-Studie an
verschiedenen soliden Tumorzelllinien auch einen wachstumsinhibierenden Teileffekt von Bcl-2. Da dieser Effekt
jedoch meines Wissens bisher in der Literatur keine weiter reichende Beachtung gefunden hat, I1&sst sich noch

keine fundierte Aussage uber dessen Stellwert im Rahmen der erluterten Zusammenhange treffen.

Die zumindest tendenziell positive Assoziation der p53-Expression mit dem Grading lie® sich nach
Dichotomisierung nicht mehr nachweisen; zwischen p53-Expression und pT-Stadium lie® sich weder bei der
Auswertung der semiquantitativ erfassten Daten noch bei nach Dichotomisierung ein  Zusammenhang
ausmachen. Demgegeniber gelangten Haitel et al. im Rahmen ihrer Untersuchungen an klarzelligen NZK zu
weitaus eindeutigeren Ergebnissen; hier war die p53-Expression, ebenfalls dichotomisiert an Hand eines 5 %-
Schwellenwertes, signifikant korreliert mit hdherem (nicht dichotomisiertem) nukledren Grading, nicht aber mit
dem pT-Stadium [47, 48]. Die Arbeiten anderer Autoren, die jedoch an histologisch inhomogenen NZK erfolgt
waren, erbrachten divergierende Resultate: Ljungberg et al. berichten von einer signifikant positiven Korrelation
zwischen p53-Expression und Grading sowie UICC-Stadium [68], wahrend Papadopoulos et al. keinen dieser
Zusammenhénge nachvollziehen konnten [95]. Bei Ushida et al. bestand lediglich eine positive Korrelation mit
dem pT-Stadium, wobei diese Autoren pT1 und pT2 gegeniber pT3 und pT4 zusammengefasst hatten [139].
Allerdings ist darauf hinzuweisen, dass in den genannten drei Untersuchungen die p53-Expression teils als
stetige Variable, teils als kategoriale Variable mit unterschiedlichen Diskriminierungsschwellenwerten erfasst

worden war.
Die lediglich tendenziell stérkeren VHL-Expressionsverluste bei G3- und pT3a-NZK fielen bei der statistischen

Auswertung der dichotomisierten Daten nicht ausreichend ins Gewicht, als dass eine Assoziation nachweisbar

gewesen ware.
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Methodisch vergleichbare Literatur zu dieser Frage existiert offensichtlich nicht. Die wenigen Erkenntnisse
genetischer Analysen hierzu liefern keine einheitliche Aussage: Brauch et al. berichten von einer signifikanten
Assoziation von VHL-Alterationen mit hdherem pT-Stadium [14], derweil Yao et al. keinerlei Zusammenhang mit

klinisch-pathologischen Parametern feststellten [147].

4.2.3 Zusammenhange der immunhistochemischen Parameter untereinander

Die Tatsache, dass sich in der vorliegenden Arbeit kein Zusammenhang zwischen apoptotischer und
proliferativer Aktivitdt nachweisen lieB, steht in Widerspruch zu einer Reihe anderer Studien. Zwar fanden auch
Hindermann et al. [52] im Rahmen einer Untersuchung von 66 NZK keine Assoziation zwischen Al und PI;
demgegeniiber beobachteten die meisten anderen Autoren eine signifikante positive Korrelation dieser beiden
Parameter an ebenfalls histologisch heterogenen NZK [131, 134, 152] bzw. auch am Prostataadenom/-
adenokarzinom [128]. Dies hat zu der bereits erwahnten These geflihrt, dass Apoptose und Proliferation, die im
Normalgewebe in gegenseitiger Abhangigkeit die Gewebshomdastase steuern, auch im Rahmen der
Karzinogenese nicht isoliert voneinander betrachtet werden konnen. Vielmehr steigt mit der erhdhten
proliferativen Aktivitat von Karzinomen auch deren Anteil apoptotischer Zellen, womit die Wachstumskinetik der
Tumoren eher durch ein Ungleichgewicht zwischen beiden Parametern gepréagt wird [131, 134, 152] als durch
einen Verlust der Fahigkeit zur Apoptose, wie es von Hindermann et al. postuliert wurde [52]. Dies wird bestatigt
durch die Beobachtung, dass negative Regulatoren des Zellzyklus und Tumorsuppressoren auch eine
apoptoseinhibitorische Funktion austben (z.B. Rb), wahrend positive Zellzyklusregulatoren und Onkogene eine
proapoptotische Wirkung innehaben (z.B. E2F, c-myc, CDC25) [32]. In Zusammenschau der Resultate zu
histologischem Grading, Apoptose und Proliferation scheint die vorliegende Arbeit keine dieser beiden Thesen zu
stitzen; wobei allerdings die Verwertbarkeit der hier erhobenen Ki-67-Expressionsmuster méglicherweise in

Frage gestellt werden muss (vgl. 4.2.1).

Der beobachtete tendenziell inverse Zusammenhang zwischen Apoptosehaufigkeit im TUNEL-Verfahren und
Bcl-2-Expression  scheint  angesichts  der Funktion des Bcl-2-Proteins als  Apoptoseinhibitor
zunéchst einzuleuchten. Das Nichterreichen statistischer Signifikanz kann, abgesehen von der mit der geringen
Fallzahl eingeschrankten Reprasentativitat und Aussagekraft dieser Arbeit, auch in den funktionellen
Eigenschaften des Bcl-2-Proteins begriindet liegen: So wird seine Funktion durch Heterodimerisierung mit einem
seiner Homologen, wie z.B. Bax, antagonisiert bzw. verstarkt; je nach zellularem Gleichgewicht zwischen Bcl-2
und seinen Homologen kénnen also pro- oder antiapoptotische Impulse Uberwiegen [44, 76, 77, 108, 117] (Abb.
41).

In der Literatur finden sich widerspriichliche Aussagen hinsichtlich der Zusammenhange zwischen
Apoptosehaufigkeit und Bcl-2-Expression: Zhang und Takenaka [152] konnten bei 70 NZK keine Korrelation
zwischen den beiden Parametern feststellen, wahrend Gobe et al. [40] bei einer Untersuchung von 22 NZK eine

reziproke Korrelation zwischen dem Ausmal der Bcl-2-Expression und der Apoptosehaufigkeit beobachteten.
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Auch Studien an anderen epithelialen
Tumoren zeigten keine einheitlichen
Resultate [83, 128]. Insgesamt ist die
Literatur zu dieser Frage sparlich und
liefert  derzeit  keine  schliissige
Gesamtaussage. Angesichts des
komplexes Zusammenspiels von Bcl-2
und seinen Homologen wéren zur
Erlangung einer differenzierteren Aussage
zum Stellenwert des Bcl-2-Proteins bei
der Apoptoseregulation des NZK Studien
hilfreich, die an einer weitaus gréReren
Fallzahl die Expressionsmuster mdglichst
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Apoptosehaufigkeit in Beziehung setzen.

Der hier beobachtete nicht signifikante, tendenziell reziproke Zusammenhang zwischen apoptotischer Aktivitat
und p53-Expression war von anderen Autoren in iberzeugenderer Form nachgewiesen worden: Tannapfel et al.
[131] hatten eine signifikant niedrigere Apoptoserate bei p53-positiven gegenilber p53-negativen NZK
beobachtet, wobei diese Autoren eine p53-Expression in = 1 % der Zellen als ,positiv‘ definierten. Diese
Assoziation kann mit der apoptoseinduzierenden Teilfunktion von wt p53 erklart werden: Das
Tumorsuppressorgen (bt seine Genom-stabilisierende Wirkung dadurch aus, dass es bei auftretenden DNA-
Schéden entweder eine Arretierung des Zellzyklus zur Reparatur des Defektes, oder aber die Elimination der
geschéadigten Zelle durch Apoptose induziert [8, 32, 76, 124, 137, 142]. Der immunhistochemische Nachweis von
p53 ist dem allgemeinen Einvernehmen nach als Ausdruck seiner Inaktivierung zu werten, womit ein Verlust der
p53-induzierten Apoptose in p53-defektiven Zellen zu erwarten ware.

Dass in der vorliegenden Arbeit dennoch keine strikte Korrelation zwischen der p53-Uberexpression und dem
Apoptoseausmal beobachtet werden konnte, I&sst sich méglicherweise dadurch erkléren, dass neben p53 noch
zahlreiche weitere Apoptoseinduktoren wie Myc, proapoptotische Vertreter der Bcl-2-Familie u.a. existieren [2,
44, 76, 77, 85, 100, 101, 135, 141]. Zum anderen ist zu bedenken, dass laut Bellamy et al. [8] auch eine
immunhistochemisch nachweisbare wt p53-Akkumulation als Ausdruck seiner physiologischen Aktivierung
méglich ist, so dass eine auf diese Weise nachgewiesene p53-Uberexpression u.U. nicht ausschlieRlich mit
dessen Funktionsverlust gleichzusetzen ist. Darliber hinaus weisen die gleichen Autoren darauf hin, dass durch

p53-Mutationen nicht unbedingt alle Funktionen seines Expressionsproduktes beeintréchtigt sein missen,
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sondern auch isolierte Funktionsverluste hinsichtlich der Zellzyklusarretierung oder eben der Apoptoseinduktion

vorliegen kdnnen.

Die tendenziell reziproke Assoziation zwischen apoptotischer Aktivitatt und VHL-Expression dieser
Untersuchung war sehr schwach und statistisch irrelevant. Devarajan et al. [27] kamen in dieser Frage zu
eindeutigeren Ergebnissen, indem sie die Apoptoseinduktion durch chemische Hypoxie an 4 VHL-negativen und
2 VHL-positiven NZK-Zelllinien untersuchten. Die VHL-positiven Zelllinien zeigten hier — anders als die VHL-
defizienten — eine offenbar durch eine Bcl-2-Uberexpression verursachte Apoptoseresistenz, die durch Bcl-2-
Blockierung aufgehoben werden konnte. Die VHL-negativen Zelllinien ihrerseits konnten durch Reintroduktion
von wt-VHL wie auch durch experimentell induzierte Uberexpression von Bcl-2 gegen Apoptose geschiitzt
werden. Auch Schoenfeld et al. [120] hatten einen offenbar durch Bcl-2- und Bcl-XL vermittelten Schutz gegen
UV-induzierte Apoptose bei 786-0O-NZK-Zellen nach Reintroduktion von wt-VHL beobachtet.

Der angedeutete reziproke Zusammenhang zwischen VHL-Expression und Apoptosehaufigkeit, der in der
vorliegenden Arbeit beobachtet wurde, kann nicht direkt mit den existierenden Literaturdaten verglichen werden.
Auch hier kdnnte die mangelnde statistische Aussagekraft der Ergebnisse in der zu geringen Fallzahl begriindet
liegen; ebenso kdme ein zu hoch oder zu niedrig angesetzter Schwellenwert zur Dichotomisierung einer oder
beider Parameter als Erklarungsmdglichkeit in Betracht. Letzteres kdnnte auch den divergierenden Resultaten
hinsichtlich des Zusammenhangs zwischen VHL- und Bcl-2-Expression vor und nach Dichotomisierung zu

Grunde liegen (siehe dort).

Unter den Ki-67-negativen NZK fanden sich seltener hdchste Bcl-2-Anfarbungsraten (ASgc.2 = 4), als unter
denjenigen, die eine Uber 1%-ige Ki-67-Expression aufwiesen. Auch nach Dichotomisierung blieb eine schwach
ausgepragte Tendenz zu einer positiven Assoziation beider Parameter erhalten; aus statistischer Sicht war sie
allerdings bedeutungslos (p = 0,685).

Sofern man diesem Fund angesichts der 0.g. Problematik hinsichtlich der Ki-67-Erfassung Bedeutung beimessen
madchte, steht er eher im Gegensatz zu den Beobachtungen anderer Autoren, die den Zusammenhang zwischen
Ki-67-Expression und Bcl-2-Expression an anderen epithelialen Tumoren untersucht hatten: Ishida et al. [60]
fanden bei 114 Brochialkarzinomen einen tendenziell niedrigeren Ki-67-LI bei Bcl-2-positiven Tumoren, als es bei
Bcl-2-negativen der Fall war; Kuwashima et al. [65] berichteten im Rahmen einer Arbeit an 10
Endometriumkarzinomen von einer Tendenz Bcl-2-positiver Zellnester zur Beherbergung ruhender Zellen,
derweil in Bel-2-negativen Zellnestern hohe Anteile proliferierender Zellen beobachtet wurden. Diese Ergebnisse
werden durch eine in vitro-Studie von Pietenpol et al. [103] gestitzt, die bei verschiedenen soliden
Tumorzelllinien eine Wachstumsinhibition durch Bcl-2 vorgefunden hatten. Allerdings verweisen diese Autoren
auch auf die Mdglichkeit verschiedener biologischer Bcl-2-Effekte an unterschiedlichen Zelltypen; ebenso weist
Reed [108] darauf hin, dass Bcl-2 bei einigen Zelltypen zwar einen S-Phasen-Block hervorzurufen vermag, auf
andere aber wiederum eine proliferationssteigernde Wirkung austibt.

Die Bedeutung von Bcl-2 im Rahmen der Wachstumskontrolle beim klarzelligen NZK bedarf also auf Grund der
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wenig umfangreichen derzeitigen Datenlage offensichtlich weiterer investigativer Aufmerksamkeit.

Die in der vorliegenden Arbeit beobachtete signifikant positive Assoziation zwischen Ki-67-Expression und der
p53-Expression ist im Rahmen der hier beobachteten Ki-67-Expressionsmuster dahingehend zu deuten, dass
Zellen mit einer auf seine Inaktivierung hindeutenden Uberexpression von p53 eine ,exzessiv* erhdhte
Proliferation aufwiesen. Diese Beobachtung lasst sich durch die zellzyklusarretierende Teilfunktion von wt p53
gut erklaren. Da der vorherrschenden Meinung nach der p53-abhangige Zellzyklusarrest in erster Linie der
Ermdglichung der Reparatur von DNA-Schéden dient [3, 8, 124, 142], wére bei dessen Ausfall eine Akkumulation
und Replikation genetisch alterierter Zellen mit konsekutiver neoplastischer Potenz bzw., bei bereits
bestehendem Malignom, aggressiverem Potential zu erwarten.

Auch Papadopoulos et al. [95] hatten bei 90 histologisch heterogenen, Haitel et al. [47] ihrerseits bei 92
klarzelligen NZK eine positive Korrelation beider Marker ermittelt, wobei in diesen Arbeiten andere Antikorper
gegen Ki-67 und/oder p53 als bei uns Anwendung gefunden hatten. Einen prognostischen Einfluss wies in beiden
Studien dennoch nur die Ki-67-Expression auf, wobei dieser sich in der Studie von Haitel et al. jedoch in der

multivariaten Analyse als nicht unabhéangig erwies.

Zwischen Ki-67- und VHL-Expression bestand unerwarteterweise eine deutliche positive Assoziation, die nach
Dichotomisierung der Daten statistisch hochsignifikant war (p = 0,009). Dies erscheint in der Tat paradox, da die
tumorsuppressive Funktion von VHL u.a. auf einer Wachstumssuppression bzw. einer Verhinderung der
Tumorformation beruht [19, 97, 58, 62, 150], die durch Kontrolle der TGFa- und der Cyclin D1-Expression
zumindest mitbestimmt wird [9, 63, 97, 150].

So wiesen Baba et al. [7] darauf hin, dass in wt VHL-tragenden NZK-Zellkulturen der VHL-Proteingehalt in
subkonfluenten Kulturen deutlich gegeniiber dem in logarithmisch wachsendenKulturen erhoht ist. Hierbei ist die
Induktion der VHL-Expression als kontaktinhibitorischer Effekt anzusehen, der in vivo am bestehenden NZK
bereits eingetreten sein musste.

Zur weiteren Klarung waren Studien mit groRBerer Fallzahl und ggfs. stetiger Erfassung der Ki-67- und VHL-

Expressionsraten respektive der Verwendung variierter Schwellenwerte flir eine kategoriale Einteilung sinnvoll.

Obschon der angedeutete positive Zusammenhang zwischen Bel-2- und p53-Expression statistisch nicht
aussagefahig ist (p = 0,685), scheint die beobachtete Tendenz auf Grund der bekannten biologischen
Wechselwirkungen beider Proteine erklarbar: Intaktes p53-Protein (ibt seine proapoptotische Wirkung u.a. durch
Suppression der Bcl-2-Transkription aus [8, 108, 124]; dementsprechend kénnte bei einem erhohten
immunhistochemischen p53-Nachweis als Ausdruck seiner Inaktivierung mit ein Anstieg der zellularen Bcl-2-
Konzentrationen erwartet werden.

Andererseits  konnten zahlreiche Autoren eine so geringe Frequenz von pS3-Mutationen bzw.
immunhistochemisch detektierbarem p53 beim NZK bei dennoch hohen Bcl-2-Niveaus [122, 136, 140]

nachweisen, dass eine Korrelationsberechnung beider Parameter nicht mdglich war. Diese Beobachtung spricht
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dafiir, dass p53-Alterationen beim NZK nicht oder nicht direkt mit den beobachteten hohen Bcl-2-

Expressionsraten in Zusammenhang stehen.

Wahrend sich bei der Auswertung der semiquantitativ erfassten Expressionsscores eine tendenziell positive
Assoziation zwischen Bcl-2- und VHL-Expression andeutete, lieR sich nach Dichotomisierung der Daten kein
Zusammenhang mehr feststellen (p = 1,0).

Im Rahmen jlngerer Studien ist bekannt geworden, dass VHL renale Zellen Bcl-2-vermittelt vor der
apoptotischen Reaktion auf hypoxische Verhéltnisse bzw. UV-Bestrahlung schitzt [27, 120]. Bisherige Studien zu
dieser Frage hatten jedoch jeweils die Bcl-2-Expression in VHL-negativen und VHL-positiven Zelllinien nach
Exposition mit den genannten proapoptotischen Stimuli miteinander verglichen und entsprechend héhere Bcl-2-
Konzentrationen bei den VHL-positiven Zelllinien vorgefunden. Arbeiten, die wie in der vorliegenden in situ-
Expressionsanalyse beide Parameter in (semi)quantitativer Weise zueinander in Beziehung setzen, sind bisher
nicht publiziert; moglicherweise konnten stetige Messungen der jeweiligen Markerexpression bzw. alternative
Schwellenwerte bei einer kategorialen Erfassung eine engere Assoziation belegen. Von den in den zitierten
Untersuchungen experimentell herbeigefiihrten Bedingungen diirfte in erster Linie die zellulare Hypoxie fir in vivo
bestehende NZK von Bedeutung sein; da in diesen Tumoren jedoch nicht zwangslaufig hypoxische Bedingungen
vorliegen, ist eine strikte Korrelation zwischen VHL- und Bcl-2-Expression zumindest vor diesem Hintergrund
nicht unbedingt zu erwarten. Inwieweit eine VHL-vermittelte Apoptoseinhibition in Reaktion auf andere

auslosende Momente hin eintritt, bleibt in Zukunft zu klaren.

Die tendenziell positive Korrelation zwischen p53- und VHL-Expression im semiquantitativen Datensatz bestand
auch nach Dichotomisierung fort, wobei sie allerdings mehr statistisch signifikant war (p = 0,052). Bei
ausgepragterem VHL-Expressionsverlust zeigten sich also seltener bzw. durchschnittlich weniger stark
ausgepragte p53-Uberexpressionen, und umgekehrt. Dieser Fund deutet méglicherweise darauf hin, dass
Alterationen der p53- oder der VHL-Funktion alternative Entstehungs- oder Progressionsfaktoren beim
klarzelligen NZK darstellen konnten.

Zwar hatten Schoenfeld et al. [120] im Rahmen einer in vitro-Studie an 786-O-NZK-Zellinien eine &quivalente
p53-Expression bei VHL-negativen und —positiven Zelllinien festgestellt; dieses Ergebnis widerspricht der o.g.
Theorie jedoch nicht, da eine Mutation beider Gene bzw. eine auf anderen Mechanismen beruhende zusatzliche
p53-Inaktivierung bei bestehender VHL-Mutation natiirlich auftreten kann.

Dementsprechend liefert die vorliegende Studie nicht nur Hinweise darauf, dass beim klarzelligen NZK eine p53-
Alterierung haufiger vorliegt, als vielfach angenommen, sondern lasst auch Raum fiir die Annahme, dass p53-

Alterationen zumindest zum Teil in die Karzinogenese der VHL-positiven klarzelligen NZK involviert sind.
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424 Prognostische Relevanz der untersuchten klinisch-pathologischen und immunhistochemischen

Faktoren

In der vorliegende Arbeit wurde der weit akzeptierte Stellenwert des histologischen Gradings im Rahmen der
prognostischen Beurteilung des NZK dahingehend bestatigt, dass die G3-NZK eine signifikant geringere
rezidivreie Uberlebenswahrscheinlichkeit, verglichen mit der zusammengefassten Gruppe der G1- und G2-
Tumoren, aufwiesen (p = 0,0412).

In vielen vorausgegangenen Studien konnte gezeigt werden, dass das das histologische Grading als
unabhangiger prognostischer Indikator signifikant das rezidivfreie Uberlebensintervall bzw. das tumorspezifische
Uberleben bei in kurativer Absicht nephrektomierten NZK-Patienten unabhéngig vom histologischen Karzinomtyp
bestimmt [30, 31, 47, 35, 54, 96, 122., 147]. Allerdings fanden andere Autoren keine oder eine nur in der
univariaten Analyse signifikante prognostische Aussagekraft [26, 68, 95, 139]. Ursachlich fur diese
divergierenden Ergebnisse diirfte unter anderem die Tatsache sein, dass es kein allgemein akzeptiertes
Gradingsystem gibt. Im amerikanischen Schrifttum am weitesten verbreitet ist das Grading nach Fuhrmann, das 4
unterschiedliche Malignitatsgrade unterscheidet, wahrend hierzulande haufig 3-stufige Gradingsysteme wie das
nach Thoenes und Stérkel bzw. das vergleichbare WHO-Grading nach Mostofi und Davis verwandt werden. Im
Allgemeinen werden nukledre Gradings wegen ihrer besseren Reproduzierbarkeit den histologisch/zytologischen
vorgezogen. Nichtsdestoweniger weisen alle gebrduchlichen Gradingsysteme eine inhdrente Subjektivitét,
verbunden mit einer hohen Inter- und Intracbserver-Variabilitat auf — eine weitere mégliche Ursache fir die
unterschiedliche Beurteilung der prognostischen Aussagekraft des Gradings. Im Allgemeinen gilt jedoch das
nukledre Grading als ,klassischer Prognosefaktor, der in seiner Wertigkeit allerdings dem Tumorstadium
untergeordnet ist [15, 16, 25, 36, 83, 104, 126, 127, 133, 144].

Die Tatsache, dass in der vorliegenden Arbeit lediglich ein tendenzieller Einfluss (p = 0,2788) des pT-Stadiums
auf das rezidivfreie Uberlebensintervall zu bestehen schien, erstaunt insofern, als dass das pT-Stadium sowohl
als Komponente des UICC-Stadiums [15, 16, 25, 36, 41, 83, 104, 126, 127, 133, 144] als auch isoliert betrachtet
[15, 20 , 83, 104, 127] einen ,klassischen® Prognosefaktors darstellt, dessen unabhangige prognostische
Wertigkeit in der Literatur vielfach bestatigt wurde [26, 30, 31, 51, 68, 96, 131, 139, 147]. Als
Erklarungsméglichkeit flr dessen mangelnde prognostische Aussagekraft in dieser Untersuchung ist vor allem
die geringe Fallzahl zu nennen. Ebenso war die Mdglichkeit in Betracht zu ziehen, dass durch die
Subsummierung der pT2- und pT3a-Tumoren in einer Gruppe eine ,falsche® Zusammengehdrigkeit konstruiert
worden war, also eine eventuell bestehende prognostische Gruppe ,auseinandergerissen” wurde. Um dies zu
evaluieren, wurde eine weitere Kaplan-Meier-Analyse des rezidivfreien Uberlebensintervalles angestellt, die
zwischen der zusammengefassten Gruppe der pT1- und pT2-Tumoren und den pT3a-NZK unterschied; diese
kam jedoch zu dem nahezu identischen Ergebnis eines nur tendenziellen, nicht signifikanten Einflusses des pT-
Stadiums auf das rezidivfreie Uberlebensintervall (p = 0,2215; Kaplan-Meier-Kurve nicht gezeigt).

Allerdings war auch in einigen anderen Studien kein signifikanter prognostischer Einfluss des UICC-Stadiums

bzw. der Primartumorgrofe gefunden worden: So hatte in Untersuchungen von Sejima und Miyagawa [122] an
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53 NZK unterschiedlicher Subtypen sowie Haitel et al. [47] an 92 klarzelligen NZK allein das histologische
Grading einen signifikanten und unabhéngigen Einfluss auf das krankheitsspezifische Uberlebensintervall; bei
Papadopoulos et al. [95] waren weder Grading noch Tumorstadium von prognostischer Relevanz.

Nach der TNM-Revision von 1997 mit ihrer Erhéhung der Unterscheidungsgrenze zwischen pT1- und pT2-NZK
von 2,5 auf 7 ¢cm hatten mehrere Autoren bemerkt, dass es durch diese sehr ,grofRiziigige” Neudefinition offenbar
zur einer Zusammenfassung hinsichtlich der Metastasierungswahrscheinlichkeit prognostisch unterschiedlicher
Subgruppen innerhalb der Kategorie pT1 gekommen sei. Gofrit et al. [42] fanden einen signifikanten
prognostischen Unterschied zwischen pT1-NZK von bis zu bzw. iiber 4 cm maximalem Durchmesser; Zisman et
al. kamen zu ahnlichen Ergebnissen bei einem Schwellenwert von 4,5 cm [153]. Dementsprechend wurde in
einer weiteren Revision die optionale Unterteilung in pT1a (< 4 cm) und pT1b (> 4 cm) vorgeschlagen [45].
Tatsachlich handelte es sich in der vorliegenden Arbeit bei den beiden pT1-Tumoren, die im Laufe der
Nachbeobachtungszeit einen Progress aufwiesen, um Primértumoren von mehr als 4 c¢cm maximalem
Tumordurchmesser (Fall 16: 5 cm; Fall 20: 4,8 cm). Zuséatzliche Kaplan-Meier-Analysen, in denen das rezidivfreie
Uberlebensintervall der Patienten mit Primartumoren von bis zu 4 cm GréRe mit dem von solchen ber 4
verglichen wurde, erbrachten sowohl bezogen auf die Gesamtzahl der pT1-NZK als auch innerhalb des
Gesamtkollektivs einen statistisch signifikanten negativen Einfluss auf das rezidivfreie Uberlebensintervall (p =
0,0448 bzw. p = 0,0300; Kaplan-Meier-Kurven nicht gezeigt). Die vorliegende Arbeit bestatigte somit die
Hinweise auf die Existenz prognostisch unterschiedlicher Subgruppen innerhalb der pT1-NZK, die an Hand eines
Schwellenwertes von 4 cm PrimértumorgroRe unterschieden werden kénnen. Tatsdchlich fiihrte hier das
Uberschreiten dieses Schwellenwertes auch zu einem signifikanten und damit stirkeren Einfluss auf das
rezidivireie Uberlebensintervall innerhalb des Gesamtkollektivs als das Vorliegen eines pT2- oder gar pT3a-NZK;
dieses konnte allerdings durch die mit jeweils 3 Fallen geringe Pravalenz letzterer Stadien im Untersuchungsgut
zumindest mitbegriindet sein.

Dennoch steht aufler Frage, dass durch die Kategorisierung in pT-Stadien im Allgemeinen prognostisch
unterschiedliche Subgruppen erfasst werden. So untersuchten Delahunt et al. [26] im Rahmen einer
retrospektiven Studie an 138 organbegrenzten NZK-Fallen unterschiedlichen histologischen Typs den
prognostischen Einfluss der PriméartumorgroRe auf das krankheitsspezifische Uberlebensintervall; hierbei
erbrachte sowohl der Vergleich der pT1- mit den pT2-NZK, als auch der an Hand eines 4-cm-Schwellenwertes
einen statistisch signifikanten und unabhéngigen prognostischen Einfluss, die signifikanteste statistische

Aussagekraft jedoch erwuchs aus der Beobachtung der PrimértumorgrélRe als stetig erfasster Variable.

Hohe Anteile apoptotischer Zellen wiesen in der vorliegenden Arbeit einen signifikant negativern Einfluss auf
das rezidivfreie Uberlebensintervall auf (p = 0,0238). Bei vergleichbarer Nachbeobachtungszeit (AS(d)runeL = 0:
50,1 Monate; AS(d)tuneL = 1: 46,3 Monate) und ahnlicher Fallzahl (AS(d)runer = 0: n = 13; AS(d)tuneL = 1: n = 10)
beider Gruppen fanden sich samtliche Progressfélle bei Patienten, deren Primartumoren > 1 % apoptotischer
Zellen im TUNEL-Verfahren aufwiesen. Das mittlere rezidivfreie Uberlebensintervall der Patienten mit TUNEL-
positiven NZK betrug 40,27 Monate.

59



4 Diskussion

Die prognostische Bedeutung der Apoptosehaufigkeit bei verschiedenen epithelialen Karzinomen wurde bisher
widerspriichlich beurteilt [3, 135]. Auch beziiglich des NZK kamen verschiedene Autoren zu divergierenden
Resultaten: So konnten Hindermann et al. [52] keinen Zusammenhang zwischen apoptotischer Aktivitat und
Auftreten einer Fernmetastasierung erkennen; Yoshino et al. [149] fanden bei 96 NZK-Patienten mit Interferon-
Behandlung eine schlechtere Prognose bei niedrigem apoptotischem Index. Im Rahmen einer Studie zum
metastasierten NZK beobachteten Richter et al. [109] bei Patienten, deren Primartumoren < 6 % apoptotischer
Zellen aufwiesen, eine signifikant schlechtere Prognose als bei solchen, die diesen Wert (iberschritten.
Demgegeniiber erbrachte die Untersuchung von Tannapfel et al. [131] an 87 potentiell kurativ resezierten NZK
eine in der univariaten Analyse signifikant hohere Fiinfiahresiiberlebensrate (5-JUR) fiir Patienten, deren
Primartumoren 1-4% apoptotischer Zellen aufwiesen als flir solche, deren Apoptoseindices héher lagen; in der
multivariaten Analyse allerdings war der Apoptoseindex kein unabhangiger Prognosefaktor.

Eine prognostische Wertigkeit der apoptotischen Aktivitat ist somit fiir das NZK nicht endgliltig geklart. Der in der
vorliegenden Arbeit beobachtete negative prognostische Einfluss einer starkeren apoptotischen Aktivitat
erscheint auf den ersten Blick paradox, da bei unreflektierter Betrachtung ein erhohter apoptotischer Zellverlust
einem aggressiveren tumorbiologischen Verhalten zuwider zu laufen scheint. Da sich jedoch zum gegenwartigen
Zeitpunkt ein Konsens abzeichnet, dass beim NZK erhéhte Proliferationsraten als anerkannter Marker eines
aggressiveren Phanotyps auch mit erhéhten Apoptoseraten einhergehen, stellen sich die hier beobachteten
Zusammenhénge als logisch dar.

Demgegeniiber bleibt festzustellen, dass beim untersuchten Patientengut keinerlei Assoziation zwischen Ki-67-
und TUNEL-positivem Zellanteil bestand. Insgesamt muss aber angesichts der Ergebnisse hinsichtlich der hier
ermittelten Ki-67-Expressionsmuster deren Verwertbarkeit kritisch hinterfragt werden; méglicherweise kdnnte den
mitgelaufenen Positivkontrollen zum Trotz eine fehlerhafte Ki-67-Detektion durch den verwandten mAb MIB-1
vorgelegen haben, oder aber das benutzte semiquantitative Einteilungsschema wurde der ,Ki-67-Realitat* nicht
gerecht, indem ein eventueller prognostisch bedeutsamer Schwellenwert seiner Expression durch die

vorgenommene Kategorisierung verwischt wurde.

Ein prognostischer Einfluss der Ki-67-Expression hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebensintervalls konnte in der
vorliegenden Arbeit nicht nachgewiesen werden. Dies steht im Widerspruch zu der weitgehend etablierten
Auffassung, dass ebendieser Proliferationsmarker beim NZK einen guten prognostischen Indikator hinsichtlich
der krankheitsspezifischen Uberlebenszeit bzw. des rezidivfreien Uberlebens darstelle [25, 36, 41].

In der Tat hatten etliche Autoren an zumeist groReren NZK-Kollektiven einen signifikant nachteiligen Einfluss
erhohter Ki-67-Reaktivitat auf das krankheitsspezifische Uberlebensintervall [1, 24, 110, 111, 130, 131, 149] bzw.
das rezidivireie Uberlebensintervall [1, 94] beobachtet. In vielen Studien handelte es sich dabei um
histogenetisch heterogene NZK [1, 24, 130, 131, 149], einige Untersucher hatten jedoch auch ausschlieRlich mit
klarzelligen NZK gearbeitet [94, 110, 111]. In der Arbeit von Haitel et al. allerdings war die Ki-67-Expression bei
92 klarzelligen NZK zwar in der univariaten Analyse von prognostischer Signifikanz, erwies sich jedoch in der

multivariaten Analyse nicht als unabhangiger Prognosefaktor [47]. Ahnliche Resultate erzielten Cheville et al. bei
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der Untersuchung von 132 klarzelligen NZK [20]. Demgegentiber konnten Gelb et al. an 52 klarzelligen,
Papadopoulos et al. sowie Hindermann et al. an 90 bzw. 66 NZK unterschiedlichen Subtyps keine prognostische
Aussagekraft der Ki-67-Expression evaluieren [35, 52, 95].

Letzten Endes liegen zu dieser Fragestellung divergierende Ergebnisse vor, deren Vergleichbarkeit durch die
unterschiedlichen Auswertungsstrategien erschwert ist. So wandten einige Autoren die Ki-67-Expression als
stetige Variable an [35, 47, 52, 130, 131], andere hatten das Ausmal} seiner Expression als kategoriale Variable
im Sinne einer simplen positivinegativ-Unterscheidung [94] erfasst In einem Teil der Arbeiten wurde zur
Uberlebensanalyse die Kategorisierung an Hand eines distinkten Schwellenwertes, ahnlich wie in der
vorliegenden Arbeit, vorgenommen, wobei diese Schwellenwerte vollig unterschiedlich angesiedelt waren und
sich zwischen 5 % und 20 % Ki-67-positiver Zellen bewegten [1, 20, 24, 110, 111].

In Zukunft sind groRere Studien gefragt, unter einheitlichen Kautelen und ggfs. Austestung verschiedener
Schwellenwerte die tatsachliche Bedeutung dieses so weit verbreiteten Proliferationsmarkers fir das NZK

subtypenspezifisch zu bestimmen.

Ein signifikanter Einfluss der Bel-2-Expression auf das rezidivireie Uberlebensintervall war in der vorliegenden
Arbeit nicht nachweisbar (p = 0,4330), wenngleich die Progressrate unter Patienten mit einem AS(d)ge-2 = 1
insgesamt etwas niedriger lag als bei denen, deren Primartumoren das Bcl-2-Antigen in < 50 % der Zellen
exprimierten. Dieses Ergebnis ist weitgehend konkordant mit den Beobachtungen anderer Autoren [54, 94, 122,
139, 140], die ebenfalls keinen prognostischen Einfluss der Bcl-2-Expression bei verschieden groflen NZK-
Kollektiven zumeist unterschiedlichen histologischen Typs hatten ermitteln kénnen. Allerdings wiesen Hofmockel
et al. [54], die unter 31 RO-resezierten NZK einen mit 6,5 % nur geringen Anteil Bcl-2-positiver Tumoren gefunden
hatten, dass es sich bei diesen zwei NZK-Fallen um Patienten handelte, die im Laufe der Nachbeobachtungszeit
ohne Progress blieben. Die von ihnen ermittelte ungewdhnlich niedrige Bcl-2-Expression kénnte eventuell auf der
Verwendung eines anderen Antikérpers (Clone 100 D5) beruhen und ist nur mit entsprechender Skepsis zum
Vergleich mit den von mir ermittelten Daten geeignet. Kontrastierend dazu war in der Untersuchung von Sejima
und Miyagawa [122] an 53 NZK eine Bcl-2-Positivitat, die in 64 % der Félle zu beobachten war, tendenziell
assoziiert mit einer schlechteren Prognose.

Angesichts dieser Kenntnislage scheint die isolierte Betrachtung von Bcl-2 als prognostischem Marker beim NZK
wenig fruchtbar. Angesichts der Komplexitat der Bcl-2-Familie mit den mannigfaltigen Interaktionsmustern ihrer
Mitglieder untereinander scheint es in Zukunft eher angezeigt, in gréferen Studien diejenigen Bcl-2-Homologen
mit der groften prognostischen Aussagekraft zu determinieren bzw. den Einfluss ihrer Expressionsverhaltnisse
zueinander, z.B. im Sinne der Bcl-2-/Bax-Ratio, zu beleuchten. Genauso ist zu beriicksichtigen, dass die
Expression der Bcl-2-Familienmitglieder abhangig ist von der anderer Proteine, die ihrerseits im Rahmen der
Karzinogenese alteriert werden kann (z.B. p53), so dass ihr Beitrag zu Entwicklung und Progression von
Malignomen ganz allgemein eventuell nur im Kontext ,basaler genetischer Veranderungen gesehen werden

kann.
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Ein (iberzeugender Einfluss der p53-Expression auf das rezidivfreie Uberlebensintervall lieR sich in der
vorliegenden Arbeit nicht ersehen (p = 0,4410), wenn auch insgesamt der Anteil an Progressfallen unter den
Patienten mit einem AS(d)ps3 = 1 etwas niedriger lag als bei denen mit einem AS(d)ps3 = 0.

In der Literatur findet sich zu dieser Frage unterschiedliche Angaben. Haitel et al. [47, 48] beobachteten einen in
der univariaten Analyse negativen Einfluss einer p53-Expression auf das progressionsfreie Uberlebensintervall,
der sich jedoch in der multivariaten Analyse als nicht unabhéngig erwies; Rioux-Leclerq et al. [110] berichten
demgegeniiber von einem signifikant unabhangigen prognostischen Einfluss auf das krankheitsspezifische
Uberleben. Gelb et al. [35] sowie Ljungberg et al. [68] hatten jedoch fiir das klarzelige NZK keinen
prognostischen Einfluss der p53-Expression nachweisen kénnen, wobei letztere durchaus einen signifikanten
Einfluss auf das krankheitsspezifische Uberleben bei chromophilen und chromophoben NZK beobachtet hatten
[68]. Auch bei Untersuchungen an NZK-Kollektiven unterschiedlichen Subtyps waren die Resultate nicht
einheitlich [52, 95, 139].

Dementsprechend konnten p53-Alterationen bei einzelnen klarzelligen NZK durchaus entscheidend fiir deren
Tumorigenese sein, ohne aber — isoliert betrachtet — die Aggressivitat des Karzinoms zu bestimmen. Letztere
beruht méglicherweise eher auf anderen tumorbiologischen Charakteristika, die nicht oder nicht ausschlieBlich

durch p53 gesteuert werden.

Der Einfluss der VHL-Expression auf das rezidivireie Uberleben war statistisch nicht signifikant (p = 0,1911),
obwohl sich alle Progressfalle unter denjenigen Patienten fanden, deren Primartumor einen AS(d)vw. = 0
aufwiesen. Dies konnte durch die sehr unterschiedliche Gruppengrofe erklart werden (14 Falle mit einem
AS(d)w = 1 gegeniiber 5 Féllen mit einem AS(d)vw = 0). Die mittlere rezidivireie Uberlebenszeit lag fiir die
Patienten mit einem AS(d)vs. = 0 bei 40,5 Monaten (mittlere Nachbeobachtungszeit 50,3 Monate); bei einem
AS(d)v = 1 war sie mit der mittleren Nachbeobachtungszeit identisch und betrug 57,2 Monate. Die Tendenz
also spricht offensichtlich fiir einen prognostischen Vorteil von Patienten, deren Primartumoren eine VHL-
Expression in > 20 % der Zellen aufweisen, gegenuber solchen mit NZK, die dramatischere VHL-
Expressionsverluste zeigen.

Der Stellenwert des VHL-Tumorsuppressorgens in der renalen Tumorigenese und Tumorprogression steht auler
Zweifel. Zudem wurde im Rahmen von Mutationsanalysen beim NZK bereits auf dessen intratumorale
Heterogenitt hinsichtlich des genetischen VHL-Status hingewiesen [84], die das in der vorliegenden Arbeit
beobachtete unterschiedliche Ausmal der jeweiligen VHL-Expressionsverluste erklart. Um so erstaunlicher
scheint es, dass der prognostischen Aussagekraft des so einfachen immunhistochemischen VHL-Nachweises
meines Wissens bisher keine Beachtung geschenkt wurde.

Die Literatur liefert ihrerseits nur wenig Anhaltspunkte fiir die prognostische Wertigkeit von VHL-Alterationen bei
klarzelligen NZK. Im Rahmen von Mutationsanalysen fanden Schraml et al. [121] in einer Untersuchung an 113
NZK eine signifikant schlechtere Prognose fir Patienten mit ,Loss-of-function“-VHL-Mutationen; demgegeniber
berichteten Yao et al. [147] von einer signifikant besseren rezidivfreien und krankheitsspezifischen

Uberlebenszeit fiir Patienten mit klarzelligen NZK der UICC-Stadien | bis Ill, wenn VHL-Mutationen vorlagen.
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Die hier ermittelte Tendenz erscheint jedenfalls einleuchtend, betrachtet man die Funktionen des VHL-Proteins
fur die renale Gewebshomdostase: Neben der Regulation der Neoangiogenese, die v.a. im Rahmen der
Tumorprogression von Bedeutung ist, kontrolliert es iber TGFa und die zyklinabhangigen Kinasen p21+af und
p27%e! die proliferative sowie Bcl-2-vermittelt die apoptotische Aktivitat in renalen Tubuluszellen bzw. NZK-Zellen
[17, 97, 120]. Ein VHL-Funktionsverlust geht nach Untersuchungen von Schoenfeld et al. [120] iber die
genannten Mechanismen mit einem hyperproliferativen Status sowie vermehrter Apoptose bei NZK-Zellen einher.
Los et al. [70] hatten allerdings eine deutlich geringere Expression des fir die Tumorprogression und —
metastasierung relevanten uPA bei VHL-negativen im Vergleich zu VHL-positiven 786-O-Zellen beobachtet, ein
Ergebnis, das einen wenig aggressiven Phanotyp VHL-negativer NZK nahelegt, angesichts der multiplen
Aufgaben von pVHL jedoch nicht allein ausschlaggebend fiir seine prognostische Relevanz sein diirfte.

Die in dieser Arbeit vorgefundenen Zusammenhénge zwischen Apoptose und VHL-Expression ihrerseits liefern
ein stimmiges Bild: Mit zunehmendem Verlust der VHL-Expression als Bcl-2-abhangigem negativen
Apoptoseregulator stieg tendenziell die apoptotische Aktivitat der untersuchten NZK; ein erh6hter Anteil
apoptotischer Zellen hatte, wie auch ein deutlicher VHL-Expressionsverlust, einen negativen Einfluss auf das

rezidivfreie Uberlebensintervall, wobei letzterer Einflussfaktor allerdings keine statistische Signifikanz erreichte.

4.2.5 Klinische Implikationen der erzielten Ergebnisse

Die ldentifikation relativ leicht ermittelbarer, prognostisch relevanter Tumoreigenschaften dient vor allem dem
Zweck einer individuellen Abschatzung des Progressionsrisikos mit entsprechenden Konsequenzen fir die
Nachsorge. In der vorliegenden Arbeit wiesen sich erwartungsgemaR das nukledre Grading und die
PrimartumorgréRe, letztere allerdings nur bezogen auf einen Schwellenwert von 4 c¢m maximaler
Tumorausdehnung, als prognostisch relevante Einflussfaktoren aus, die in praxi als sogenannte klassische”
Prognosefaktoren wohletabliert sind.

Dartiiber hinaus hatte eine Apoptosehaufigkeit von > 1 % einen signifikant negativen Einfluss auf das rezidivfreie
Uberleben, wahrend eine VHL-Expression von < 20 % in dieser Hinsicht knapp nicht signifikant war, jedoch eine
starke Tendenz in Richtung einer nachteiligen Prognose aufwies. Dementsprechend konnte eine Einbeziehung
der Apoptosehéufigkeit und (mdglicherweise unter Verwendung eines anderen, noch genauer zu erforschenden
Expressionsschwellenwertes) der VHL-Expression in die individuelle Risikoabschatzung von Patienten mit
klarzelligem NZK einbezogen werden, um auf diese Weise bestimmte ,Hochrisikopatienten® engmaschigeren
bzw. umfangreicheren Nachsorgeuntersuchungen zufilhren zu konnen oder aber sie in Studien zu neuen
adjuvanten Chemotherapiekonzepten zu integrieren. Es ist allerdings anzumerken, dass in der vorliegenden
Arbeit eine multivariate Analyse nicht moglich war, so dass der Nachweis einer unabhangigen prognostischen
Bedeutung der genannten Parameter noch aussteht.

Immunhistochemisch nachweisbare Genprodukte stellen neben der eventuellen prognostischen Wertigkeit ihrer
Expressionsmuster oftmals auch durch ihre spezielle Funktion bedingt potentielle Therapiehebel dar.

Insbesondere fiir das klarzellige NZK mit seiner bekannten geringen Chemo- und Strahlensensibilitdt und seiner
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unberechenbaren Langzeitprognose sind neue Konzepte fir adjuvante, aber auch palliative
Behandlungsmethoden wiinschenswert.

Die hier beobachtete sehr starke Bcl-2-Expression der untersuchten NZK beispielweise kdnnte einen derartigen
Therapieansatz darstellen, indem beispielweise vornehmlich apoptoseinduzierende Chemotherapeutika in
Kombination mit Bcl-2-Inbitoren (z.B. Anti-Bcl-2-Antikorpern) verabreicht werden konnten, um eine hohere
Ansprechrate zu erzielen. Andererseits wurde in diesem Kontext bereits von einer héheren Wirksamkeit priméar
nekroseinduzierender zytotoxischer Agenzien wie CC-313 und DiMIQ beim NZK berichtet [116].

Auch eine p53-Alteration, die nach den vorliegenden Ergebnissen beim klarzelligen NZK héher zu sein scheint,
als bisher vielfach angenommen, kdnnte in Zukunft Ansatzpunkt neuer Therapiekonzepte sein. Natsume et al.
[88] beispielsweise berichteten von einer relativ ausgepragten Sensibilitat p53-negativer NZK gegentiber der
antimikrotubul@ren Substanz TZT-1027, wahrend DNA-toxische Agenzien bei diesen Tumoren weitaus geringere
Ansprechraten aufwiesen. Darilber hinaus konnten gentherapeutische Ansatze bei p53-defizienten NZK zur
Reetablierung von wt p53 bzw. die pharmakologische Stabilisierung instabiler Strukturmutanten von p53 zur
Wiederherstellung der Sensibilitit gegenuiber Zytostatika, die ihre Wirkung Uber p53-vermittelte Apoptose

entfalten, fiihren.
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5. Zusammenfassung

Das NZK ist der haufigste maligne renale Tumor, dessen Inzidenz in Deutschland bei etwa 10.000
Neuerkrankungen pro Jahr liegt. Sein Verhalten ist insofern unberechenbar, als dass etwa ein Drittel der primar
lokalisierten, in kurativer Absicht nephrektomierten Falle im weiteren Verlauf einen Progress, zumeist im Sinne
einer Fernmetastasierung, aufweisen, der teilweise nach erheblichen Latenzzeiten auftritt. AuRerdem weist das
NZK eine ausgesprochen geringe Strahlen- und Chemosensibilitat auf.

Das klarzellige NZK stellt mit etwa 76 % den meistvertretenen Subtyp dieser histogenetisch heterogenen
Karzinome und weist genetische und prognostische Unterschiede gegentiber den anderen Subtypen auf. Dessen
ungeachtet differenzierte der Grofteil der in den letzten Jahren zahlreichen Studien zur Determinierung NZK-
spezifischer Prognosefaktoren nicht nach histologischem Subtyp.

Wahrend in der Vergangenheit primér dem Proliferationsverhalten maligner Tumoren Aufmerksamkeit geschenkt
worden war, riickte in den letzten Jahren die Apoptose als die Tumordynamik maRgeblich mitbestimmender

Faktor in den Mittelpunkt des Interesses.

Die durchgefiihnrten Untersuchungen stellen den Versuch dar, die Zusammenhénge apoptotischer und
proliferativer Prozesse beim klarzelligen NZK mittels immunhistochemischer Nachweismethoden genauer zu
beleuchten und ihre prognostische Relevanz zu ermitteln. Zu diesem Zwecke wurde an Proben von 23
klarzelligen NZK die apoptotische Aktivitat im TUNEL-Verfahren sowie die proliferative Aktivitat an Hand der Ki-
67-Expression bestimmt; dariiber hinaus wurde die Expression des Apoptoseinhibitors Bcl-2 und der in beide
Prozesse involvierten Tumorsuppressorgene p53 und VHL ermittelt. Die Anteile fir den jeweiligen Parameter
positiver Zellen wurden an Hand eines semiquantitativen Anfarbungsscores (AS) wie folgt erfasst: AS = 1: 0- 1 %,
AS=1:>1-5%,AS=2:>5-20 %, AS = 3: >20 - 50 %, AS = 4: > 50 % positiver Zellen.

Zur Berechnung ihrer Assoziationen untereinander und mit klinisch-pathologischen Parametern sowie zur
Erstellung von Kaplan-Meier-Analysen hinsichtlich des rezidivfreien Uberlebens wurden die so ermittelten Daten
an Hand des medianen Anfarbungsscores dichotomisiert (AS(d)); nukledres Grading und pT-Stadium wurden
dem gleichen Dichotomisierungsverfahren unterzogen.

56,5 % der untersuchten NZK wiesen keinen nennenswerten Anteil apoptotischer Zellen auf; unter den
apoptotisch aktiven NZK fanden sich Uberwiegend niedrige Anteile TUNEL-positiver Zellen. Dementsprechend
war der mediane AS = 0. Diese Beobachtung ist als Reflexion der hohen Geschwindigkeit, mit der der
apoptotische Zelltod ohne Hinterlassung nachweisbarer Residuen ablauft, zu werten.

Die beobachteten Anteile proliferierender Zellen waren erstaunlich niedrig: 30,4 % der untersuchten NZK waren
Ki-67-negativ, jeweils die Halfte der verbleibenden 16 Félle zeigten AS = 1 bzw. 2. Es bestand ein medianer ASk.
o7 =1.

Demgegeniiber erwies sich die Bcl-2-Expression mit einem medianen AS = 3 als aullerordentlich ausgepragt (2
X ASge2 = 2; 9 X ASga-2 = 3; 10 X ASse.2 = 4) und implizierte damit eine funktionelle Bedeutung beim klarzelligen
NZK.
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Eine p53-Expression in > 1 % der Zellen war bei 60,1 % der untersuchten NZK nachweisbar; damit lag der Anteil
p53-positiver Zellen angesichts der oft postulierten geringen p53-Alterationsfrequenz beim klarzelligen NZK
erstaunlich hoch.

Die VHL-Expression als in dieser Form bisher meines Wissens nicht untersuchter Parameter wies einen
medianen AS = 2 auf, wobei 39,1 % der untersuchten NZK einen vollstdndigen Expressionsverlust (ASvu. = 0)
zeigten.

Hinsichtlich klinisch-pathologischer Parameter bestand im dichotomisierten Datensatz neben einer signifikant
positiven Assoziation zwischen Grading und pT-Stadium selbst eine nur knapp nicht signifikante positive
Assoziation zwischen apoptotischer Aktivitat und nukledrem Grading. Gewisse tendenzielle Zusammenhénge im
semiquantitativen Datensatz fielen im Sinne einer héheren p53- und niedrigeren Bcl-2-Expression mit steigendem
Grading sowie einer niedrigeren VHL-Expression mit steigendem Grading und steigendem pT-Stadium auf.

Eine signifikant positive Assoziation bestand zwischen Ki-67- und p53- sowie VHL-Expression; knapp nicht
signifikant war ein positiver Zusammenhang zwischen p53- und VHL-Expression.

Im Rahmen der Kaplan-Meier-Analyse zeichneten sich G3-NZK und NZK mit einem apoptotischen Zellanteil von
> 1 % durch ein signifikant geringeres rezidivireies Uberlebensintervall aus; iiberdies wurde ein tendenziell
negativer Einfluss einer VHL-Expression < 20 % auf das rezidivfreie Uberleben beobachtet, der jedoch nicht

signifikant war.

Diese Ergebnisse legen eine potentielle Bedeutung der Apoptosehaufigkeit als prognostischem Indikator beim
klarzelligen NZK nahe; die Verwertbarkeit der VHL-Expression in diesem Zusammenhang bedarf ihrerseits
weiterer investigativer Abklarung.

Der signifikant positive Zusammenhang zwischen Ki-67- und p53-Expression ist als Ausdruck der
zellzyklusregulierenden Funktion von p53 einleuchtend, wohingegen die beobachtete positive Assoziation
zwischen Ki-67- und VHL-Expression nach derzeitigem Kenntnisstand nicht nachvollziehbar und méglicherweise
artefizieller Natur ist.

Die hier beobachtete vergleichsweise haufige p53-Uberexpression sowie ihre tendenzielle Assoziation mit einem
geringeren VHL-Expressionsverlust lassen auf eine haufigere Involvierung von p53-Alteration in die Entstehung
klarzelliger NZK als bisher angenommen schliefen; mdglicherweise stellen p53- und VHL-Alterationen hier
alternative Karzinogenesemechanismen dar. Ein Einfluss der p53-Expression auf die Prognose lief3 sich
demgegeniiber nicht beobachten; dennoch verdient in Zukunft die Bedeutung des p53-Status im Rahmen
pharmakologischer oder gentherapeutischer Therapieansatze fiir das klarzellige NZK Beachtung.

Auch die hier beobachtete insgesamt starke Bcl-2-Expression der untersuchten NZK bietet mdgliche Ansatze fir
medikamentdse Behandlungen des klarzelligen NZK, indem z.B. eine mdgliche Wirkungsverstarkung primar
apoptoseinduzierender Zytostatika durch die Kombination mit Bcl-2-inhibierenden Substanzen untersucht werden

konnte.
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7
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Tab. 49: Die 23 untersuchten NZK: Klinische Daten, Nachbeobachtungszeit, Krankheitsverlauf und postoperative

medikamentdse Behandlung im Rahmen von Studien
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7 Anlagen

Tab. 50: Klinisch-pathologische Daten und Expression der immunhistochemisch untersuchten Parameter bei den

23 untersuchten NZK
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8 Thesen

10.

11.

12.

Thesen
Das klarzellige NZK weist einen an Hand ,klassischer® Prognosefaktoren oft schwer vorhersehbaren
klinischen Verlauf auf, so dass die Ermittlung zusatzlicher Prognosefaktoren zur individuellen

Risikoabschatzung der betroffenen Patienten von groer Bedeutung ist.

Auf Grund einer hohen Strahlen- und Chemoresistenz ist das klarzellige NZK bisher etablierten

adjuvanten und palliativen Therapiestrategien gegentiber schwer zuganglich.

Das nukledre Grading beeinflusst gemaR den vorliegenden Ergebnissen signifikant das rezidivfreie

Uberlebensintervall.
Ein Schwellenwert von 4 cm maximaler Tumorausdehnung ist moglicherweise von grofRerem
prognostischem Wert flir die Prognose primar kurativ nephrektomierter NZK-Patienten als das pT-
Stadium nach UICC.

Hohere Apoptoseraten sind tendenziell mit einem héheren nukledren Grading assoziiert.

Primartumoren mit > 1 % apoptotischer Zellen weisen ein signifikant schlechteres rezidivfreies

Uberleben auf als solche mit < 1 % apoptotischer Zellen.

Eine p53-Uberexpression beim klarzelligen NZK ist nach den vorliegenden Ergebnissen offensichtlich

haufiger als bisher angenommen.

Eine p53-Uberexpression beim klarzelligen NZK geht mit einer vermehrten Proliferationsrate einher.

Alterationen des p53- und des VHL-Gens stellen mdglicherweise alternative Entstehungsmechanismen

des klarzelligen NZK dar.

Ein Einfluss einer p53-Uberexpression auf die Prognose des klarzelligen NZK ist an Hand der

vorliegenden Daten nicht nachweisbar.

Der p53-Status klarzelliger NZK ist bei der Entwicklung neuer medikamentdser Therapiekonzepte zu

beriicksichtigen.

Klarzellige NZK weisen eine starke Bcl-2-Expression Expression auf.
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8 Thesen

13.

14.

1.

16.

17.

18.

Isoliert betrachtet ist eine prognostische Bedeutung der Bcl-2-Expression fiir das klarzellige NZK bisher
nicht eindeutig nachweisbar; weitere Studien unter Mitberiicksichtigung seiner Homologen sind fiir die

Zukunft wiinschenswert.

Die Kombination apoptoseinduzierender Zytostatika mit Bcl-2-Antagonisten konnte zu einer erh6hten

Wirksamkeit beim klarzelligen NZK flihren.

Die beobachtete positive Assoziation zwischen VHL- und Ki-67-Expression ist nach gegenwartigem

Kenntnisstand nicht erklarbar.

Das Ausmal der zelluléren VHL-Expression ist moglicherweise als Prognosefaktor flir das klarzellige NK
geeignet, wobei zur Ermittlung aussagefahiger Schwellenwerte weitere Untersuchungen benétigt

werden.

Immunhistochemische Untersuchungen an humanen Malignomen sind oftmals nicht miteinander
vergleichbar, da zum Teil erhebliche Differenzen bestehen. Eine Standardisierung hinsichtlich
labortechnischer Verfahrensweisen sowie markerspezifischer Schwellenwerte ist fiir die Zukunft

dringend erforderlich.

Ebenso limitieren die, wie auch hier, oftmals geringen untersuchten Fallzahlen die Aussagekraft eines

dieser immunhistochemischen Studien erheblich ein.
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