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Einleitung

1. Einleitung
1.1 Epidemiologie und Atiologie der Nierentumoren

Im Jahr 2010 erkrankten allein 58.240 Menschen in den USA an
Nierenkrebs, davon 35.370 Manner und 22.870 Frauen. Dies macht den
Nierenkrebs zur siebthaufigsten Tumorerkrankung des Mannes und zur
achthaufigsten Tumorerkrankung der Frau™. In Deutschland erkrankten im
Jahre 2010 ca. 10.750 Manner und ca. 6.650 Frauen an einem
Nierenkarzinom®. Mit 4.593 Todesféllen bei Mannern und 2.831 Todesfillen
bei Frauen und einer altersstandardisierten Mortalitatsrate pro 100.000 von 5,19
(3,9% aller Krebstodesursachen) bzw. 2,13 (2,5% aller Krebstodesursachen)
war dies im Jahr 2008 die acht- bzw. neunthaufigste Krebstodesursache in

41,42
da’ .

Deutschlan Im Hinblick auf die urologischen Tumoren ist das

Nierenzellkarzinom der dritthdufigste Tumor mit der hdchsten Mortalitat'®.
Circa 2 9% aller Nierentumoren (NT) sind auf vererbte Syndrome
zuriickzufihren®.  NT lassen sich aufgrund ihrer unterschiedlichen
histopathologischen Merkmale in verschiedene Subtypen einteilen. Die derzeit
gultige Klassifikation wurde 2004 von der WHO (World Health Organization)
publiziert*® (vergl. Tabelle 1) und I6ste die bis dato giiltige Heidelberger-
Rochester-Klassifikation von 1997%%"%8 ap,

Potentielle Risikofaktoren zur Entwicklung eines NT sind unter anderem:

39,90,149 t26,129,134 26,118,150

Rauchen ,  Ubergewich , arterieller Hypertonus und

1314118 Diese Medikamente sind in

phenacetinhaltige = Medikamente
Deutschland seit 1986 nicht mehr zugelassen®. Weitere Risikofaktoren sind
chronische Niereninsuffizienz”® und genetische Dispositionen wie z. B. das
autosomal dominant vererbte von Hippel-Lindau-Syndrom, bei dem oft schon in

friihen Jahren multifokale klarzellige NT auftreten®®.

Nachstehend soll auf die histopathologischen Charakteristika und
Unterscheidungsmaoglichkeiten einiger Subtypen der NT, speziell des

Onkozytoms, eingegangen werden.
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1.2 Unterschiedlicher klinischer Verlauf der malignen Nierentumoren und
des benignen Onkozytoms sowie histopathologische und
molekulargenetische Charakteristika

Renale Tumoren machen sich klassischerweise durch die Virchow Trias
Flankenschmerzen, Hamaturie und palpable abdominelle VergrélRerungen
bemerkbar. Unspezifische Symptome sind: Mudigkeit, Gewichtsverlust und
Anamie. Mikro- und Makrohamaturie kénnen wichtige klinische Hinweise auf
das Vorliegen eines NT sein und miissen abgeklart werden?®.

Fiir die Prognose wird die derzeit gliltige Klassifikation der WHO von 200463

in Kombination mit  dem TNM-Klassifikationsschema von NT
herangezogen®®°%1%31% Dije hier verwendete TNM-Klassifikation beruht auf der
von der ,Union Internationale Contre le Cancer® und dem ,American Joint
Committee on Cancer® 1997 vorgeschlagenen TNM-Klassifikation mit
Einarbeitung und Erganzung der TNM-Klassifikation von 2003°%'%®. Die TNM-
Einteilung beschreibt die Ausdehnung bzw. das Verhalten des Primartumors (T)
sowie das Fehlen bzw. Vorhandensein von regionaren
Lymphknotenmetastasen (N) und Fernmetastasen (M). Die Prognose hangt
sowohl vom Grading bzw. Stadium®% p*6:123
(vergl. Tabelle 1 Eble et al. 2004*° und Tabelle 2 Haferkamp et al. 2006°°).

als auch vom Subtyp der NT a

Tabelle 1: WHO-Klassifikation von Nierentumoren (Stand 2004)

WHO Klassifikation Nierentumoren

Klarzelliges Nierenzellkarzinom

Multilokulares klarzelliges Nierenzellkarzinom

Papillares Nierenzellkarzinom

Chromophobes Nierenzellkarzinom

Ductus-Bellini-Karzinom

Renales medullares Karzinom

Xp11-Translokations Karzinom

Muzindses, tubulares spindelzelliges Karzinom

Nierenkarzinom, nicht klassifiziert

Papillares Adenom

Onkozytom
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Tabelle 2: TNM-Klassifikation des Nierenzellkarzinoms (Stand 2003)

T — Primartumor

TX Primartumor kann nicht beurteilt werden

TO Kein Anhalt fir Primartumor

1 Tumor < 7,0 cm in gréfldter Ausdehnung, begrenzt auf
Niere

T1a Tumor < 4,0 cm in gréfiter Ausdehnung

T1b Tumor 4,0 bis maximal 7,0 cm in groRter Ausdehnung

T2 Tumor > 7,0cm in groBter Ausdehnung, begrenzt auf Niere
Tumor breitet sich in gréleren Venen aus oder infiltriert

T3 direkt Nebenniere oder perirenales Gewebe, jedoch nicht
Uber die Gerota-Faszie hinaus

T3 Tumor infiltriert direkt Nebenniere oder perirenales

a

Gewebe, aber nicht Uber die Gerota-Faszie hinaus
Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Nierenvene(n)

T3b oder V. cava (einschliellich Wandbefall) unterhalb des
Zwerchfells

3 Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in die V.cava

c

(einschlieBlich Wandbefall) oberhalb des Zwerchfells

T4 Tumor infiltriert Gber die Gerota-Faszie hinaus

N — regionale Lymphkno

ten

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in einem regiondren Lymphknoten

N2 Metastase(n) in mehr als einem regionaren Lymphknoten

M - Fernmetastasen

MX Fernmetastasen konnen nicht beurteilt werden
MO Keine Fernmetastasen
M1 Fernmetastasen




Einleitung

Laut WHO zahlen u. a. das klarzellige Nierenzellkarzinom (CC NZK), die
chromophoben und papillaren NT sowie das Onkozytom zu den Subtypen der
NT®2%13% (vergl. Tabelle 1).

1941 beschrieb Zippel'®' erstmals das Auftreten von renalen Onkozytomen.
Erst 1976 wurde das Onkozytom aufgrund der 13 Fallbeschreibungen von Klein
und Valensi®® als eigenstandiger Subtyp der Nierentumoren anerkannt. Ein
Grund fur die spatere Anerkennung als eigenstandige Entitat lag u. a. in ihrem
sehr unterschiedlichen makro- sowie mikroskopischen Erscheinungsbild
gegenuber malignen Nierentumoren. Maligne NT sind in der Regel goldgelb bis
orange, haben grolde Areale mit Einblutungen und Nekrosen und bieten ein
gemischtes histologisches Bild mit vielen Mitosen. Typisch ist weiter eine
Infiltration der renalen Venen, des umliegenden Fettgewebes sowie der
regionalen Lymphknoten. Das Onkozytom dagegen prasentiert sich
makroskopisch einheitlich braun und weist unabhangig von seiner Grolke keine
Einblutungen oder Nekrosen auf. Mikroskopisch sieht man eosinophile
epitheliale Zellen ohne Mitosen. Ultrastrukturell findet man eine beachtliche
Anzahl von Mitochondrien, welche typischerweise geschwollen und vergroRRert
aussehen. Fettvakuolen sind nicht zu sehen, was ein weiteres
Unterscheidungskriterium zu malignen NT darstellt. Ein weiterer wichtiger Punkt
ist, dass sich Onkozytome Kklinisch nicht bemerkbar machen®®. Sollte die
Aussage von Bennington (1973)' stimmen, dass es eine lineare Beziehung
zwischen dem Durchmesser eines Tumors und der Fahigkeit zu metastasieren
gibt, so ist dies laut Klein und Valensi (1976)*® ein weiterer Grund, das
grollenunabhangig gutartige, nicht metastasierende Onkozytom als biologisch
unterschiedlich und somit als eigene Entitdt unter den Nierentumoren
anzusehen. In manchen Studien wurde Uber maligne Formen von
Onkozytomen berichtet, was zur vorubergehenden Infragestellung ihrer
Benignitat fuhrte. Heute weil3 man, dass es sich hierbei um chromophobe NT
handelte37’48‘101’133’137.

Die verschiedenen Subtypen der NT entstehen aus unterschiedlichen Zelltypen
des Nephrons'?. Das CC NZK und die papillaren Nierentumoren (Pap NT)

finden ihren Ursprung im proximalen Tubulus (PT) des Nephrons'?'®®. Das
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Onkozytom und die chromophoben Nierentumoren (Chr NT) haben ihren
Ursprung in ,Schaltzellen des distalen Tubulus (DT)"*?, bzw. in Zellen des

Verbindungsstiicks von DT und Sammelrohr (SR)"®2137:165

Cohen und McGovern (2005)?° gehen davon aus, dass die Onkozytome sich
aus Typ-A Schaltzellen des SR entwickeln, wohingegen die Chr NT aus Typ-B
Schaltzellen des SR entstehen (vergl. Abb. 1; Thoens et al. 1990)'®.

Glomerulus Proximaler Dunne Distaler Verbin- Corticales Medullares
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Abbildung 1: Nierentumoren — Schematische Darstellung

Schematische Darstellung der verschiedenen malignen Nierentumoren und des Onkozytoms anhand der
jeweiligen Grundzelltypen und ihrer eosinophilen (granuléaren) Variante in ihrer phanotypischen /
histogenetischen Beziehung zum Nephron und Sammelrohrsystem der Niere.
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1.2.1 Klarzelliges Nierenzellkarzinom

Das CC NZK ist mit 63 % bis 80 % der haufigste NT®*®'3° Beziiglich der
Erkrankungshaufigkeit liegt das Verhaltnis zwischen Mann und Frau bei 2:1.
Das durchschnittliche Erkrankungsalter liegt in der 6. Lebensdekade'®?. Das CC
NZK hat im Vergleich zu den anderen Subtypen eine relativ ungunstige
Prognose. Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose weisen bereits 27,4 % bis 38,1 %
der Patienten eine Metastasierung auf®'°®'*®. Das krankheitsfreie und das
Gesamtuberleben korrelieren mit dem Grading und dem
Krankheitsstadium®®''®. Die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir NT im Allgemeinen
liegt bei Patienten mit einem pT4 Stadium und Lymphknotenmetastasen bei 20
%' bzw. bei 5 % bis 30 %*. Die 5 Jahre progressionsfreie Uberlebensrate
liegt bei 70 % und die 5 Jahre krankheitsspezifische Uberlebensrate liegt bei
68,9 % bis 76 %°>*°.

Histologisches Merkmal des CC NZK ist sein Uberwiegend solides Wachstum
(96%). Es kommen aber auch zystische (3%) und papilldre (1%) Formen vor'®.
Das typische klare Zytoplasma, das durch einen erhdhten Lipid- und
Glykogenanteil  bedingt ist', ist Ausdruck einer tumorbedingten

Stoffwechselanomalie’"”

. Manchmal findet sich granulares Zytoplasma oder
eine Kombination von klarem und granularem Zytoplasma. Das solide
Erscheinungsmuster des CC NZK kommt durch eine Separation der
neoplastischen Zellen in Form eines starken vaskularen fibrotischen Stromas

182 Charakteristisch fir diese Tumorart sind der Verlust von

zustande
genetischem Material auf dem kurzen Arm des Chromosoms 3 (3p), strukturelle
und numerische Veranderungen der Chromosomen 3, 7 und 17 sowie
Mutationen im VHL-Gen (von Hippel Lindau)'®8789128.162.180 = 7, ,sat7lich zum
VHL-Syndrom finden sich in Assoziation zum CC NZK die selteneren Syndrome
,FCRC (Familial Clear-Cell Renal Cancer) und das ,Hereditary

paraganglioma“®.
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1.2.2 Papillare Nierentumore

10 % bis 20 % der NT gehdren zur Gruppe der Pap NT®*¢ Von dieser
Tumorart sind (iberwiegend Manner mit einem Verhaltnis von 5:1 betroffen®®.
Zum Zeitpunkt der Erstdiagnose wird eine Metastasierung bei 16 % der
Patienten beobachtet'®. Im Gesamtverlauf zeigen bis zu 25,6 % der Patienten
mit einem hohen Grading eine Metastasierung, u. a. in die regionalen

Lymphknoten®-141:148,

Bei dem Pap NT unterscheidet man zwischen Typ 1- und Typ 2-Tumoren®. Die
5-Jahres-Uberlebensrate im Gesamtverlauf (follow-up) liegt bei den Typ 1-
Tumoren bei 63,5 % und bei den Typ 2-Tumoren bei 50 %*.

Die 5 Jahre progressionsfreie Uberlebensrate liegt bei 88 % und die 5 Jahre

krankheitsspezifische Uberlebensrate liegt bei 79 % bis 92 %°%231%,

Auf histologischer Ebene sind Typ 1-Tumoren papilléare Lasionen, welche von
kleinen Zellen mit ovalen Zellkernen und blassem Zytoplasma bedeckt sind. Die
Zellkerne weisen schlecht differenzierte Nucleoli auf. Typ 2-Tumoren sind
papillare Lasionen, die von gro3en Zellen mit reichlich eosinophilem
Zytoplasma bedeckt sind. Charakteristika der Typ 2-Zellen sind
Pseudogliederungen und kugelformige Zellkerne mit eindeutigen Nucleoli.
Diese Typ 2-Tumoren konnen aus Typ 1-Tumoren entstehen und haben eine

schlechtere Prognose®®.

Die Tumorzellen der Pap NT sind ahnlich wie die der CC NZK von genetischen
Veranderungen, wie z. B. der Trisomie 3q, 7, 8, 12, 16, 17 und 20 oder der

32,37.66,72.17.136.175 - Agsoziierte Syndrome

Deletion des Y-Chromosoms, betroffen
sind das HPRC (“Hereditary Papillary Renal Carcinoma”) und das HLRCC

(“Hereditary Leiomyomatosis and Renal-Cell Cancer”)*.

1.2.3 Chromophobe Nierentumore

Chr NT wurden erstmals 1985 von Thoenes et al.'®® beschrieben und

98,159,167 Das mediane

machen einen Anteil von 4 % bis 8 % der NT aus
Erkrankungsalter liegt in der 6. Lebensdekade'®®. Manner und Frauen sind

gleichermafRen betroffen'*®. Dieser Tumor hat unter den malignen Subtypen die




Einleitung

beste Prognose®. 86 % der Tumoren sind bei Diagnosestellung im Stadium 1
oder 2*. Von (ber 349 in der Literatur dokumentierten Féllen und
Nachsorgedaten (follow-up-Daten) von mindestens 319 Fallen metastasierten
bis zu 7,1 %*&31131.14214616117 "nie 5 Jahre progressionsfreie Uberlebensrate
liegt bei 94 % und die 5 Jahre krankheitsspezifische Uberlebensrate liegt bei
86,7 % bis 100 %°%°.

Histologisches Merkmal ist ein solides, ,pflastersteinartiges”

Wachstumsmuster 4182,

Gelegentlich exprimiert diese Tumorart fokal ein
tubulares oder ein schnurartiges Muster, welches das Erscheinungsmuster von
neuroendokrinen Neoplasien oder Onkozytomen nachahmt. Die Zellkerne sind
zentral oder geringfugig exzentrisch, mit einer perinukledren Aufhellung
(perinucledr ,halo“)"*'82  Diese perinukledre Aufhellung kommt durch
,vesicles“ (Blaschen), die den Zellkern umgeben, zustande wund ist
ausschlieRlich bei dieser Tumorart zu finden*'*"%*'%" Haufig treten binukledre
Kerne auf'*. Es existieren zwei zytoplasmatische Varianten: In der typischen
Variante (ca. zwei Drittel der Chr NT) sind die Zellen voluminds, blass (aber
nicht klarzellig) und weisen ein retikuldres Zytoplasma auf'®. Diese Variante
kann aufgrund ihres blassen Zytoplasmas als CC NZK fehldiagnostiziert
werden'®. In der eosinophilen Variante (ca. ein Drittel der Chr NT) ist das
Zytoplasma ausgesprochen eosinophil und feingranular'®?. Eine Verwechslung

mit dem Onkozytom'®’

oder mit einer granularen Variante des CC NZK ist
moglich®.

Auf genetischer Ebene weisen die Chr NT einen Verlust der Heterozygotie auf
den Chromosomen 1, 2, 6, 10, 13, 17, und 21 auf'®*. Zusatzlich ist dieser
Tumor mit dem Birt-Hogg-Dubé Syndrom assoziiert’. Dies ist ein seltenes,
autosomal dominant vererbtes Syndrom, welches durch die Entwicklung von
Haarfollikel-Hamartomen im Gesicht, Nacken sowie am oberen Rumpf
charakterisiert ist. Die typische Trias besteht aus Fibrofollikulomen,

Trichodiscomen und Acrochordonen346:173.189,
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1.2.4 Onkozytom

Onkozytome stellen eine seltene benigne Subgruppe der NT dar®"®.

Insgesamt machen sie 3,2 % bis 18 % aller NT aus®>’>*102110117.133.143 "pag
durchschnittliche Erkrankungsalter liegt in der 6. Lebensdekade mit einer
Bevorzugung des mannlichen Geschlechts (2,3:1)%2*"°. Seit 1991 wurden tber
450 Falle von Onkozytomen in der Literatur beschrieben’3%344%63.102119.133 " gjq
sind haufig asymptomatisch und metastasieren nicht®'%*1%%183 | |ediglich 0,4
% der seit 1991 dokumentierten Falle wurde eine mogliche Metastasierung
beschrieben. Keiner dieser von Metastasen betroffenen Patienten starb
aufgrund des Tumors®'*®. Heute wei man, dass diese malignen Tumoren zur
Gruppe der Chr NT gehorten®’. Die Prognose ist mit einer 5- und 10-Jahres-

Uberlebensrate von 100 % giinstig®.

Trotz der unterschiedlichen Erscheinungsbilder von Onkozytomen und
malignen NT kann die Diagnose Onkozytom erst nach einer kompletten
Resektion sicher gestellt werden'®. Ungeachtet ihrer Benignitdt machen die
Onkozytome 4 % bis 10,7 % aller Nephrektomien aus, da maligne NT nicht

ausgeschlossen werden konnten?®'°°

Ein histologisches Charakteristikum ist ein solitdres Erscheinungsbild'®. Die
Neoplasie besteht aus relativ einheitlich geschwollenen Zellen mit einem
eosinophilen  Zytoplasma (auch ,Oncocytes® genannt)>®124144176 — pie
Tumorzellen sind in ,Nestern®, lobuldren oder alveolaren Mustern, angeordnet,
zeigen aber niemals ein papillares Wachstumsmuster'®®'**. Der Nucleus ist
rund und kann einen prominenten, regelméRigen Nucleolus enthalten.

Mitosen kommen in Onkozytomen sehr selten vor*’'**.

Das Onkozytom besteht aus mitochondrienreichen eosinophilen Zellen und hat

eine zentrale Sklerosierungstendenz®:103:104.160.183

Auf genetischer Ebene zeigen Onkozytome am haufigsten einen Verlust des Y-
Chromosoms und des Chromosoms Nummer 1'**. Das Onkozytom ist wie der
Chr NT mit dem seltenen, autosomal dominant vererbten Birt-Hogg-Dubé-

Syndrom assoziiert'>?13173.181
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1.3 Praoperative Diagnostik und Therapie

1.3.1 Rolle der Bildgebung zur Differenzierung zwischen benignen und
malignen Tumoren

Renale Raumforderungen werden Uberwiegend im Rahmen einer
routinemaligen Sonographie der Niere diagnostiziert. Hierbei ist eine
Differenzierung zwischen soliden und zystischen Raumforderungen zu fast 100
% moglich®®®. Die so diagnostizierten Tumoren sind kleiner und in einem
niedrigeren Stadium’®'®2.  Solide Raumforderungen werden durch CT
(Computertomographie, Goldstandard)®*1%° und/oder MRT

(Magnetresonanztomographie)®*°"1%%

weiter abgeklart. Andere diagnostische
Verfahren sind die Angiographie und die Urographie®'?*'2. Hierbei werden die
primare Tumorexpansion, Venenbeteiligung, regionale
LymphknotenvergroRerung, Nebennieren, Leber sowie Funktion und

64126 7usatzlich wird eine

Morphologie der kontralateralen Niere beurteil
Diskriminierung zwischen benignen und malignen Tumoren angestrebt'®®. Auf
Ebene der Schnittbilddiagnostik ist eine eindeutige Zuordnung zwischen dem
benignen Onkozytom und den malignen Varianten der renalen Neoplasien

nicht®>°1 10119 hzw  nur bedingt méglich®6%82147,

Typischerweise weisen maligne NT in der Sonographie, der CT- und der MRT-
Untersuchung ein  heterogenes Muster mit einer heterogenen
Kontrastmittelanreicherung im Tumorareal auf. Weiter sind multiple nekrotische
Areale, Einblutungen und Kalkablagerungen innerhalb der malignen Tumoren

h64,100,126

pathognomonisc . Im Gegensatz zum Onkozytom findet man keine

zentrale sternférmige Narbe'?®. Irregulére und lobuldre Konturen, sowie unklare

Verbindungen mit dem benachbarten Nierenparenchym sind typisch'®.

Onkozytome stellen sich dagegen in der Sonographie, dem CT und dem MRT

typischerweise homogen dar>*264172

. Im CT erscheinen sie als homogene,
solide Areale, welche isodens oder leicht hypodens im Vergleich zum gesunden
Nierenparenchym sind®*'"#'"®_ Es wurden auch heterogene Erscheinungsbilder
im CT (hyperdens, hypodens oder isodens) im Vergleich zum normalen
Nierenparenchym beschrieben’”?. Im MRT sind Onkozytome in der T1-

Gewichtung im Vergleich zum normalen Nierenparenchym isodens oder
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hypodens. In der T2-Gewichtung stellen sich die Tumoren oft heterogen dar,
obgleich homogene, isodense, hpyodense und hyperdense Erscheinungen

beschrieben wurden'?6:1%7

. Falls vorhanden, ist die sternféormige Narbe von
verminderter Intensitat sowohl in der T1-® als auch in der T2-Gewichtung®
darstellbar. Das Fehlen von Einblutungen, Nekrosen und Kalkablagerungen,
das Vorhandensein einer zentralen Narbe oder eines sternformigen Musters
sowie einer Kapsel, glatte Konturen und eine deutliche Abgrenzung zum

umgebenden Nierenparenchym sind Merkmale des Onkozytoms®%'%.

Das benigne Angiomyolipom, bestehend aus einer variierenden Menge reifen
oder unreifen Fettgewebes, glatten Muskelzellen und dickwandigen
Blutgefal’en, kann in den meisten Fallen praoperativ Mithilfe von CT und
Sonographie diagnostiziert werden®>®2%%1%7 \Weist das Angiomyolipom eine
niedrige Fettkomponente auf, so resultiert dies in einer mannigfaltigen
radiologischen Erscheinung, welches die Unterscheidung gegenuber anderen

NT sehr schwierig macht®"#>7¢,

Trotz der sehr guten bildgebenden Verfahren ist es nicht mdglich, anhand
dieser eine sichere Diagnose bezuglich der Benignitat bzw. Malignitat zu
stellen'?®. Uberschneidungen in beide Richtungen sind maglich''"°. Maligne
Neoplasien kdénnen mit einem homogenen Erscheinungsbild sowie einer
zentralen Nekrose, die der sternformigen Narbe des Onkozytoms ahnelt,
einhergehen®®®. Des Weiteren kdnnen maligne Neoplasien eine Kapsel und
speichenradférmige GefaRe aufweisen™ %' Onkozytome dagegen kénnen
Verkalkungen, Einblutungen und Nekrosen (typisch fur maligne Neoplasien)

aufweisen'?®.

1.3.2 Weitere Diagnoseverfahren und klinische Wertigkeit der
Nierenbiopsie zur Abklarung von renalen Raumforderungen

Zusatzlich zur bildgebenden Diagnostik kdnnen Chromosomenanalysen
durchgefuhrt werden, um ein von Hippel-Lindau-Syndrom oder andere haufig
mit renalen Neoplasien einhergehenden Veranderungen oder Syndrome zu

diagnostizieren32,66,72,77,89,136,175
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Die perkutane Nierenbiopsie war aufgrund von Bedenken bezuglich der
Sicherheit, der Tumoraussaat entlang des Stichkanals, sowie der Genauigkeit
und Fehlerfreiheit traditionellerweise nicht weit verbreitet. Durch die Entwicklung
neuer Biopsie-Techniken, durch die zunehmende Diagnostik von kleinen
renalen Tumoren, durch die Entwicklung von konservativen und minimal
invasiven Therapien sowie durch den zunehmenden Einsatz von
immunhistochemischen und molekularen Markern erlebt sie heutzutage eine
Renaissance'”®. Zunehmender Einblick in die Erkrankung, die sich @ndernde
Klinik der NT, sowie die Entwicklung neuer chirurgischer und systemischer
Therapien rechtfertigen ein erneutes Interesse an der perkutanen Biopsie als
diagnostischems Mittel. Zusatzlich wird die Nierenbiopsie vor ablativen
Therapien sowie bei der ,Follow-up“-Kontrolle zunehmend
angewandt'®%4140.151155178 " 7ia| der Nierenbiopsie ist es, neben der Malignitat
auch die Subgruppe sowie das Grading zu bestimmen'®. Initial lag die
diagnostische Exaktheit durch Biopsien bei 70 %>. In Zentren mit
entsprechender Expertise kann mittlerweile anhand perkutaner Biopsien (mit
oder ohne Fein-Nadel-Aspiration) eine exakte Diagnose in bis zu 90 % aller

9177179 Besonders niitzlich kann die Biopsie zur

Falle gestellt werden
Abklarung kleiner renaler Tumoren sein, die haufig bei alteren Patienten zufallig
entdeckt werden'”®. Jiingste Studien zeigten, dass es sich bei diesen vermehrt
diagnostizierten Tumoren um eine Gruppe mit einem sehr heterogenen
biologischen Potential handelte. Lediglich ein kleiner Teil dieser Tumoren zeigte
ein hohes Grading oder andere aggressive Eigenschaften. Nach einer
Operation wiesen bis zu einem Drittel dieser Tumoren eine benigne Histologie
auf, und die meisten malignen Tumoren hatten ein niedriges Grading®'". Eine
perkutane bioptische Voruntersuchung konnte daher die Inzidenz von unnétigen
chirurgischen Eingriffen fur benigne Tumoren reduzieren und helfen, Patienten
eine angemessene Therapie in Form von aktiver Beobachtung und/oder

145,155,179

minimal invasiver Therapien zu ermdglichen . Vor allem fur altere

Patienten, nicht operable Patienten oder in Situationen, in denen die Wahl der

Therapie schwierig ist, kann nach Meinung einiger Autoren eine vorherige

96,179

perkutane Biopsie hilfreich sein . Eine vorherige Nierenbiopsie ist laut
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Dutcher et al. (2009)** auch bei metastasierten Tumoren vor Beginn einer
systemischen Therapie indiziert. Bei gro3en renalen Tumoren, welche primar
durch eine Nephrektomie therapiert werden, ist eine vorherige perkutane

Biopsie hingegen selten notwendig'®°.

Die Rolle der renalen Biopsie kann sich laut Russo zusatzlich aufgrund der
zunehmenden Vielfalt immunhistochemischer und molekularer Marker
weiterentwickeln, da hierdurch eventuell dem Pathologen die Moglichkeit
gegeben werden kann, auch anhand kleiner Proben bessere Aussagen uber
Tumorhistologie und Grading zu treffen'*®. Einer dieser immunhistochemischen
Marker ist Ksp-Cadherin, das in dieser Arbeit ausflhrlicher untersucht werden

soll.

1.3.3 Operative Therapie

In den vergangen Jahren durchlief die chirurgische Therapie von
Nierenkarzinomen viele Veranderungen. Galt in den 1990er Jahren die offene
radikale Nephrektomie mit Adrenalektomie bei gesunder kontralateraler Niere
als Standard, so ist heute die elektive Nierenteilresektion bei Tumoren bis zu 4
cm bzw. bis zu 7 cm im radiologischen Durchmesser mit vergleichbarem
onkologischen Outcome und krankheitsfreiem Uberleben realisierbar und sollte
nach Méglichkeit angewandt werden®*437.156.185190 Fine golche Wandlung war
unter anderem durch eine wachsende Kenntnis Uber die Tumorhistologie und
onkologische Therapie sowie die onkologische Gleichwertigkeit von partieller
und radikaler Nephrektomie im T1-Stadium moglich. Weiter trugen
aufkommende Bedenken bezlglich des Risikos, eine chronische
Niereninsuffizienz zu entwickeln, und die damit verbundenen potentiell
kardiovaskularen Risiken, welche mit einer erhdhten Mortalitat einhergehen, zu

dieser Entwicklung bei'*.

Der Goldstandard bei Tumoren von mehr als 4 cm (T1b — T2) ist zurzeit die
laparoskopische Nephrektomie, wobei bei unauffalliger Bildgebung, bei
unauffalligem intraoperativem Nebennieren-Befund sowie bei Ausschluss einer
direkten Invasion der Nebenniere, ausgehend von einem renalen Oberpoltumor,

108,190

eine Adrenalektomie unterbleiben kann . Eine offene Nephrektomie ist
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hingegen weiterhin bei vergroRerten Lymphknoten, Cavazapfen und/oder lokal
fortgeschrittenen Tumoren durchzufilhren'®. Die Standardtherapie bei einer
partiellen Nephrektomie ist, aufgrund der niedrigeren perioperativen
Komplikationsrate, nach wie vor die offene Operation; eine laparoskopische
Nierenteilresektion wird von spezialisierten Zentren angeboten (vergl. Tabelle 3;
Ljungberg et al., 2010)'°""%°. Vorteile dieser minimal invasiven Chirurgie liegen
einerseits im geringeren postoperativen Schmerzmittelbedarf, im verkurzten

Krankenhausaufenthalt und in der schnelleren Genesung*®*°.

Der chirurgische Zugang wird durch die Lokalisation und die GroRe des
Tumors, das TNM-Stadium und die anatomischen Variabilitaten bestimmt und

festgelegt®®

. Bei einem metastasierten NT ist eine Nephrektomie ebenfalls
berechtigt. Die Kombination von Interferon a oder zielgerichteten Antikdrpern
gegen VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) und einer Nephrektomie ist
der alleinigen Therapie mit Interferon a oder Antikérpern gegen VEGF

(iberlegen und bietet einen Uberlebensgewinn von 3 bis 10 Monaten®>4%122,

Die adaquate Therapie des Onkozytoms zur histologischen Unterscheidung
eines Nierentumors wird primar in einer organerhaltenden Operation
gesehen?®84119.126.176 “y/on der Tumorlokalisation abhangend, kann vereinzelt
eine Nephrektomie notwendig sein''®. Trotz des enormen Fortschritts der
bildgebenden Verfahren (Sonographie, CT und MRT) sind benigne Lasionen
nicht immer von malignen NT zu unterscheiden. Dies fuhrt dazu, dass nach
bildgebenden Verfahren 16,4 % bis 23 % der Patienten, die sich aufgrund eines
verdachtigen renalen Befundes einer partiellen oder radikalen Nephrektomie
unterziehen, benigne Lasion wie z. B. Onkozytome, Angiomyolipome,
35,115,154,156_

metanephrotische Adenome oder hamorrhagische Zysten aufweisen

Dabei machen Onkozytome 4 % aller Nephrektomien aus?>.
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Tabelle 3: Empfohlene chirurgische Therapie-Strategien,

ubereinstimmend mit den klinischen Tumorstadien (Stand 2010)

107

Stadium | Operation Zugang Empfehlungen
T1 Teil Offen Empfohlen Standardtherapie
Nephrektomie
Laparoskopisch | Optional in erfahrenen Zentren
Radikale Laparoskopisch | Bei Patienten, welche nicht flr eine
Nephrektomie partielle Nephrektomie geeignet sind
Offen Optional bei Patienten, welche nicht fir
eine partielle Nephrektomie geeignet sind
T2 Radikale Laparoskopisch | Empfohlene Standardtherapie
Nephrektomie
Offen Adaquate, zu empfehlende Therapie,
allerdings mit einer héheren Morbiditat
Tell Empfohlene Therapie bei ausgewahlten
Nephrektomie Patienten in erfahrenen Zentren
T3, T4 Radikale Offen Empfohlene Standardtherapie fir die
Nephrektomie meisten Patienten
Laparoskopisch | Durchfihrbar bei ausgewahlten Patienten

1.3.4 Verbesserung der praoperativen Diagnostik durch neue
immunhistochemische Marker

In den letzten Jahrzehnten haben sich das molekulare Verstandnis
hinsichtlich Tumorentstehung und Metastasierung und die chirurgischen sowie
chemotherapeutischen Behandlungsoptionen stark erweitert’®°. Mittlerweile sind
etliche molekulare medikamentose Therapieformen zur Behandlung des
metastasierten Nierenzellkarzinoms, wie z. B. Sunitinib (Sutent®), Sorafenib
t">. Sunitinib und
Sorafenib sind Tyrosinkinase-Inhibitoren, Bevacizumab ist ein monoklonaler
IgG1 Antikdrper gegen VEGF">1%,

(Nexavar®) und Bevacizumab (Avastin®) auf dem Mark

Durch die Option der immer besser werdenden praoperativen Diagnostik, vor
allem aufgrund immunhistochemischer Marker die an perkutan gewonnenem

Biopsiematerial nachweisbarer sind, konnte eine bessere

Tumorsubgruppenunterscheidung, eine bessere Aussage Uber Tumorhistologie

und Grading sowie eine daraus resultierende personalisierte Therapie-Strategie
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in Zukunft méglich sein'®. Zu den immunhistochemischen Markern gehéren
unter anderem Zelladhasionsmolekule. Zelladhdsionsmolekile wie z. B. E-
Cadherin spielen u. a. eine Rolle in ovariellen Tumoren, wo sie bei Malignitat
eine signifikante Reduktion im Vergleich zu benignen ovariellen La&sionen
aufweisen®. Des Weiteren zeigte die Arbeitsgruppe von Chelidonis et al.,
(2009)*2 in nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinomen (NSCLC) eine Korrelation

von E-Cadherin mit dem G- und N-Stadium.

1.3.5 Zelladhadsion und Zelladhiasionsmolekiile

Eine funktionierende Zelladhasion ist entscheidend fur die Entstehung
und die Vielfalt von Organismen und Organen der Lebewesen. Ohne
Molekulbindung und Zelladhdsion mit reaktiven Interaktionen ware die
Entstehung von Leben nicht moglich. Auch bei pathologischen Prozessen wie

der Tumorentstehung ist die Zelladhasion von entscheidender Bedeutung.

Es handelt es sich dabei um komplexe Vorgange, welche bereits wahrend der
Embryogenese beginnen. Zelladhasion ist fur die Auspragung der
Zelldifferenzierung, fur die Aufrechterhaltung bereits ausdifferenzierten
Gewebes, fur den Erhalt der Gewebeintegritat sowie fur die in der
Morphogenese notwendige Dynamik innerhalb der Zellen zustindig®’. Vermittelt
wird die Adhasion von verschiedenen Zelladhdasionsmolekulen. Diese lassen
sich bezuglich ihrer Primarstruktur in vier Hauptgruppen, namentlich den
Integrinen, Selektinen, Immunglobulinen und Cadherinen, unterteilen®®. Des
Weiteren spielen Zelladhdsionsmolekiile in der Immunantwort' der
neuronalen Informationsverarbeitung'® und bei pathologischen Prozessen wie
der Tumorgenese und der Metastasierung eine bedeutende Rolle’®?’. So
kommt es als Folge interzellularer Adhasionsverluste innerhalb epithelialer
Tumoren zum Verlust der epithelialen Differenzierung. Dies fuhrt zu einer
hoheren Mobilitdt und Invasivitdt der Tumorzellen'>. Weiter verbinden
Zelladhasionsmolekule den Extrazellularraum Uber eine Transmembrandomane
mit dem Intrazellularraum und sind somit an komplexen

Signaltransduktionswegen beteiligt'”""®.
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1.3.6 Ksp-Cadherin

Ksp-Cadherin (kidney-specific-cadherin), auch Cadherin 16 genannt, ist
ein 130 kDa groRes Protein, welches 1995 von Thomson et al.’® entdeckt
wurde und in die Gruppe der Cadherine gehdrt. Die Cadherine, eine genetische
Familie der membrangebundenen Zell-Zell-Adhasionsmolekile, kdnnen in zwei
Subgruppen unterteilt werden. Zur Gruppe | gehdren E-, N-, P-, und R-Cadherin
sowie Cadherin 13, zur Gruppe |l Cadherin 5-12 und 18-20%"'%". Ein paar
klassische Cadherine kdnnen zu keiner dieser beiden Gruppen gezahlt werden.
Eines davon ist das Ksp-Cadherin’®'®®. Ksp-Cadherin ist das einzige Mitglied
seiner Familie, welches bisher ausschlieBlich im Nierengewebe gefunden
wurde'®®. In der Niere des Kaninchens wird das Molekiil an der basolateralen
Membran des distalen und proximalen Tubulus, dem Intermediartubulus, dem
dicken und dinnen Anteil der Henle-Schleife, sowie in dem Sammelrohr
exprimiert'®®. Das starkste Expressionsmuster fand man im DT und SR'%.
Wahrend der Embryogenese nimmt die Expressionsstarke von Ksp-Cadherin in
der Niere kontinuierlich zu, bis sie in der adulten Niere ihren Hbhepunkt
erreicht’"'® Thedieck et al. bestatigten 2005'® diese Aussage an humanem
embryonalen Nierengewebe.

Die Tatsache, dass die Ksp-Cadherin-Expression in der adulten Niere am

héchsten ist, lasst einige Arbeitsgruppen’'1%%168.170

vermuten, dass Ksp-
Cadherin fur die Aufrechterhaltung des ausdifferenzierten Status quo zustandig
ist. Thomson et al. (1995)'® nehmen weiter an, dass Ksp-Cadherin sowie LI-
Cadherin und HPT-1 Cadherin fur die Erhaltung der epithelialen Architektur
sowie fur die Vermittlung des vektoriellen Transports geloster Stoffe zustandig

sind.

Da die Ksp-Cadherin-Expression erst in einem fortgeschrittenen Stadium der
Differenzierung sowohl im tubuldaren Nephron als auch im Sammelrohr-System

einsetzt, ist es laut Thomson und Aronson (1999)'®®

ausgeschlossen, dass Ksp-
Cadherin in der frihen Phase der Morphogenese eine entscheidende Rolle

spielt.
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Ksp-Cadherin ist wie die anderen Cadherine ein integrales Plasma-Membran-
Protein. Es besitzt eine extrazellulare sowie eine intrazelluldare Domane, welche
sich im Aufbau von den anderen Cadherinen unterscheidet'®*. Das Fehlen der
fur die Cadherine typischen HAV Adhasions-Erkennungs-Sequenz bei LI-
Cadherin, HPT-1 und Ksp-Cadherin ist ein wesentlicher Unterschied zu den
restlichen Cadherinen. Die zytoplasmatische Domane von Ksp-Cadherin mit nur
18 bis 22 Aminosauren ist gegeniiber den anderen Cadherinen sehr kurz'™.
Anders als die klassischen Cadherine besitzt Ksp-Cadherin keine R-Catenin-
Bindung, welche fiir die Adhasionsfunktion wichtig ist'. Gemeinsam mit allen
Cadherinen ist dem Ksp-Cadherin die Ca®*-abhéngige Adhésion sowie die

zellulare Erkennung und Vermittlung zwischen homotypischen Zellen'" "%,

In der humanen adulten Niere konnte die Ksp-Cadherin-Expression im DT
sowie im SR, aber nicht im PT nachgewiesen werden'®. Andere
Forschungsgruppen fanden zusatzlich zum distalen Expressionsmuster eine
Expression im dicken, aufsteigenden Ast der Henle-Schleife sowie eine

schwache Expression im PT%%1%2,

In den letzten Jahren wurde zunehmend das Expressions-Muster von Ksp-

Cadherin in Nierentumoren untersucht.

Unter den verschiedenen Typen der NT wurden unterschiedliche

Beobachtungen zur Ksp-Cadherin-Expression gemacht®**1"21%2,

2005 berichteten Mazal et al.'™ als Erste von einer Ksp-Cadherin-Expression
von 6,5 % in Onkozytomen, 97 % in Chr NT, 2 % in Pap NT und 0 % in CC
NZK. Shen et al. (2005)"? hingegen beschrieben eine 95%ige Expression von
Ksp-Cadherin in Onkozytomen und eine 100%ige Expression in Chr NT. In CC
NZK lag die Ksp-Cadherin-Expression bei 14 % und in Pap NT bei 13 %'*2. Die
Ergebnisse von Shen et al. (2005)"2 stimmen mit denen von Adley et al.
(2006)? (86% Ksp-Cadherin-Expression in Chr NT; 76% in Onkozytomen)

Uberein.

Ein bisher wenig untersuchtes Expressionsmuster von Ksp-Cadherin findet man
in tumorbiologischen Zusammenhangen wie dem TNM- und G-Stadium. Eine

solche Untersuchung wurde, unserer Kenntnis nach, bisher nur von Rao et al.,
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(2007)"® vorgenommen. Sie fanden, dass die Ksp-Cadherin-Expression mit
dem Tumor-Stadien und dem G-Stadium innerhalb der CC NZK korreliert.

1.4 Fragestellung

Aufgrund der widersprichlichen Aussagen in der Literatur sowie der

bisher kaum untersuchten tumorbiologischen Zusammenhange hat sich unsere

Arbeitsgruppe mit folgenden Fragen beschattigt:

1.

Wie unterscheidet sich die membrandse und zytoplasmatische Expression
von Ksp-Cadherin in den malignen Tumorsubgruppen und dem Onkozytom
von der membrandsen und zytoplasmatischen Expression im proximalen

und distalen Tubulus des gesunden Nierenparenchyms?

Wie unterscheidet sich die membrandse bzw. zytoplasmatische Expression

von Ksp-Cadherin in den malignen Tumorsubgruppen und dem Onkozytom?

Wie unterscheidet sich die membrandse von der zytoplasmatischen
Expression von Ksp-Cadherin innerhalb der einzelnen malignen
Tumorsubgruppen, des Onkozytoms und des proximalen und distalen

Tubulus des gesunden Nierenparenchyms?

Gibt es biologische Zusammenhange zwischen der TNM-Klassifizierung,
dem G-Stadium und der TumorgroRe sowie der membrandsen bzw.
zytoplasmatischen Expression von Ksp-Cadherin innerhalb der malignen
Tumorsubgruppen bzw. innerhalb der malignen Tumoren beim alleinigen

Betrachten der tumorbiologischen Eigenschaften?

Kann die Bestimmung von Ksp-Cadherin eine bessere Diagnostik im Bezug

auf die Subgruppendifferenzierung von Nierentumoren ermoglichen?
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2. Material und Methoden
2.1 Material
2.1.1 Patientenkollektiv und Datenerhebung

Insgesamt wurden retrospektiv 111 Patienten, die zwischen 2002 und
2007 in der Klinik far Urologie des Universitatsklinikums Tuabingen an
Nierentumoren operiert wurden, in diese Studie aufgenommen. Fur die
Durchfuhrung der Studie lag nach entsprechender Beantragung ein positives
Ethikvotum der Ethikkommission der Medizinischen Fakultat Tdbingen vor
(Studiennummer 292/2008B01).

Von den 111 Patienten hatten 40 Patienten (22 M und 18 W) ein CC NZK, 25
Patienten (18 M und 7 W) einen Pap NT, 19 Patienten (10 M und 9 W) einen
Chr NT und 27 Patienten (15 M und 12 W) ein Onkozytom.

Als Referenzwert wurde von 32 Patienten normales (gesundes)
Nierenparenchym, welches sich in proximale und distale Tubuli gliedern lieR3,
untersucht. Zusatzlich wurde das gesunde Nierenparenchym in Rinde und Mark
unterteilt, was bei dem Tumorgewebe aufgrund der Entdifferenzierung nicht

mehr maoglich war.

Das durchschnittliche Erkrankungsalter lag bei den Patienten mit der Diagnose
CC NZK bei 62 Jahren und die durchschnittliche TumorgréRRe lag bei 4,8 cm
(1,7 cm - 12,5 cm). Bei den Patienten mit einem Pap NT lag das
durchschnittliche Erkrankungsalter bei 68 Jahren und die durchschnittliche
TumorgroRe bei 4,7 cm (1.8 cm — 13 cm). Die Patienten mit einem Chr NT
wiesen ein Durchschnittsalter von 59 Jahren mit einer durchschnittlichen
TumorgroRe von 4,8 cm (1,3 cm — 12 cm) auf. Die Patienten mit einem
Onkozytom hatten ein Durchschnittsalter von 64 Jahren und eine

durchschnittliche Tumorgréfe von 3,4 cm (1,0 cm — 7,8 cm; vergl. Tabelle 4).

Das Alter der untersuchten Patienten lag zum Zeitpunkt der Operation zwischen
18 und 91 Jahren, der arithmetische Mittelwert betrug 63 Jahre.

Auskunft  Uber die histologischen Eigenschaften der einzelnen

Tumorsubgruppen gibt Tabelle 5.
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Fur die Analyse des Ksp-Cadherin konnten 40/40 CC NZK, 25/25 Pap NT,
19/19 Chr NT und 27/27 Onkozytome ausgewertet werden.

Tabelle 4: Patientendaten

Patienten | Durchschnitts- | Durchschnittliche
(M/W) alter Tumorgrofle in cm
(Min - Max)
Klarzellige 40 (22/18) 62 4,8cm (1,7 - 12,5)
Nierenzellkarzinome
Papillare 25 (18/7) 68 4,7cm (1.8 —13)
Nierentumoren
Chromophobe 19 (10/9) 59 4,8cm (1,3-12)
Nierentumoren
Onkozytome 27 (15/12) 64 3,4cm (1,0-7,8)

Tabelle 5: Histologische Eigenschaften

Klarzellige Nierenzellkarzinome (n = 40)

T-Stadium T1 (24 Pat.) T2 (0 Pat.) T3 (16 Pat.)
N-Stadium NO (36 Pat.) N1 (4 Pat.)

M-Stadium MO (32 Pat.) M1 (8 Pat.)

G-Stadium G1 (6 Pat.) G2 (27 Pat.) G3 (7 Pat.)
TumorgroRe |<4cm (18 Pat.) | >4 cm (22 Pat.)

Papillare Nierentumoren (n = 25)

T-Stadium T1 (19 Pat.) T2 (1 Pat.) T3 (5 Pat.)
N-Stadium NO (22 Pat.) N1 (3Pat.)
M-Stadium MO (21 Pat.) M1 (4 Pat.)
G-Stadium G1 (4 Pat.) G2 (18 Pat.) G3 (3 Pat.)

TumorgroRe | <4 cm (16 Pat.) | >4 cm (9 Pat.)

Chromophobe Nierentumoren (n = 19)

T-Stadium T1 (14 Pat.) T2 (0 Pat.) T3 (5 Pat.)
N-Stadium NO (17 Pat.) N1 (2 Pat.)
M-Stadium MO (17 Pat.) M1 (2 Pat.)
G-Stadium G1 (2 Pat.) G2 (16 Pat.) G3 (1 Pat.)

TumorgroRe |<4cm (9Pat.) |>4cm (10 Pat.)

Onkozytome (n = 27)

TumorgroRe | <4 cm (22 Pat.) | >4 cm (5 Pat.)
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2.1.2 Untersuchungsmaterial

Als Untersuchungsmaterial dienten von den 111 Patienten (siehe 2.1.1)
intraoperativ. gewonnene Nierenpraparate, welche in Paraffinblécken fixiert

wurden.

Zur Herstellung der Paraffinblocke wurden die Nierenpraparate intraoperativ
von der Fettkapsel befreit und hiluswarts der Lange nach eingeschnitten.
Danach entnahm man aus dem makroskopisch abgrenzbaren Tumorareal,
sowie aus dem distal davon gelegenen (tumorfernen) benignen
Nierenparenchym jeweils Gewebeproben von ca. 6 mm Kantenlange.
Anschlieend wurde das Gewebe in 4,5 % phosphatgepuffertem Formalin fixiert
und im weiteren Verlauf Uber eine aufsteigende Alkoholreihe (Ethanol 70%:
zweimal 30 Minuten, Ethanol 96%: zweimal 30 Minuten, Ethanol 100%: zweimal
30 Minuten und einmal 60 Minuten) dehydriert. Zum Schluss wurde das
Gewebe durch die Paraffinierung (Xylol einmal 60 Minuten, Xylol einmal 120
Minuten, anschlieend bei 60 °C: Paraffin einmal 60 Minuten und einmal 120
Minuten) mittels eines Einbettautomaten und einer Giel3station in Paraffin

eingebettet und somit haltbar gemacht.

Die Tabellen 12 bis 17 im Anhang geben Auskunft Uber verwendete
Chemikalien, Reagenziensets, Antikdrper, Puffer und Losungen sowie Uber die

verwendeten Gerate (Materialliste).

2.2.Methode
2.2.1 Tissue Microarry Technik — Vorteile und Herstellung

Die im Jahre 1998 erstmals durch Kononen et al.®® beschriebene
Methode der Gewebeaufarbeitung mittels Tissue Mircroarray Technik (TMT)
erlaubt im Rahmen einer immunhistochemischen Farbung pathologische sowie
benigne Gewebeproben gleichzeitig (z. B. in Bezug auf die Expression
einzelner Proteine innerhalb dieser Gewebeproben) nebeneinander zu
betrachten, ohne dass z. B. verschiedene Farbequalitaten oder
Temperaturschwankungen die Auswertung der immunhistochemischen

Reaktionen beeinflussen. Durch Tissue Microarrys (TMA) kénnen so (je nach
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Gewebebeschaffenheit) bis zu 1.000 Gewebeproben in einem einzigen
Paraffinblock platziert und aufgearbeitet werden®. Diese Methode erméglicht
daruber hinaus ein deutlich schnelleres und effizienteres Screening im Sinne
eines ,High-throughput-tool* von Gewebematerialien im Vergleich zu den
konventionellen GroRschnitt-Farbungen. Die Herstellung weiterer TMA-Schnitte
bietet zudem die Madoglichkeit, mehrere Antikdrper simultan an beinahe
identischen Gewebeproben zu untersuchen. Durch diese Option, grofRe
Datenmengen zu untersuchen, ergibt sich die Madglichkeit einer statistisch

validen AUSWertungg1'12°'121_

Zur Anfertigung der TMAs wurden mit einer handelstblichen Bohrmaschine in
einen zuvor durch eine spezielle Einspannvorrichtung fixierten Paraffinblock

(recipient block) Lécher von 1 mm Durchmesser gebohrt.

Aus den jeweiligen Nephrektomie-Paraffinblocken (donor block) entnommene, 1
mm groRe Stanzzylinder wurden in die so entstandenen Hohlraume an der
vorgesehene Stelle mit Hilfe eines x-y-Achsen Justiersystems mit digitaler
Mikrometeranzeige zur Kontrolle platziert. Zuvor wurde in einem HE-Schnitt
durch mikroskopische Untersuchungen ein zur Stanze geeignetes Gewebeareal
(maligne sowie benigne) ausgesucht. Um sich spater am TMA-Schnitt
orientieren zu kénnen, und um Verwechslungen auszuschliellen, wurden am
Anfang des TMAs zwei und am Ende acht bzw. sechs Positionen mit
Leberzirrhose-Stanzzylindern gefullt. Des Weiteren wurden die intern
vergebenen Patientennummern systematisch in einer Tabelle erfasst, was eine
genaue Patientenzuordnung gewahrleistete. Von jedem Patienten wurden
jeweils mehrere (zwei bis vier) Tumorareale und - soweit vorhanden - zwei oder
mehrere Areale von benignem Nierenparenchym (Rinde und Mark)

enthommen.

AnschlielRend wurden die fertigen TMA-Paraffinblocke durch Aufdricken eines
erwarmten Objekttragers versiegelt, was zu einer besseren Fixation der
Gewebezylinder fuhrte. Aus dem TMA wurden 5 pm dicke Schnitte mit Hilfe
eines Mikrotoms hergestellt und in einem 48°C warmen Wasserbad geglattet.
Die Schnitte wurden auf Superfrost-Plus-Objekttrager aufgezogen und auf einer

Warmeplatte getrocknet.
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FUr diese Studie wurden insgesamt drei TMAs (zwei TMAs mit Tumorgewebe

und ein TMA mit gesundem Nierenparenchym) hergestellit.

2.2.2 Immunhistochemie
2.2.2.1 Entparaffinierung

Die Praparate wurden am Versuchstag auf Zimmertemperatur
aufgewarmt und anschliefend einmal fur 15 Minuten und zweimal far 10
Minuten in Xylol entparaffiniert. Es folgte eine absteigende Alkoholreihe
(Ethanol zweimal 100%, Ethanol zweimal 96%; Ethanol einmal 70%) fur jeweils

7 Minuten zur Rehydrierung der Schnitte.

2.2.2.2 Inaktivierung endogener Peroxidase

AnschlieRend wurden die Schnitte fur 30 Minuten in 3 % H>O, Lésung
zur Inaktivierung endogener Peroxidase inkubiert. Danach wurde die Reaktion
durch zweimaliges Waschen (jeweils 10 Minuten) in Aqua destillata (A. dest.)

gestoppt.

2.2.2.3 Demaskierung durch Mikrowelleninkubation

Zur weiteren Behandlung wurde der Antikorper in einem Citratpuffer
(pH6), welcher zuvor aus den Stammldsungen (Natriumcitrat-Dihydrat und
Zitronensaure-Monohydrat) angesetzt wurde, demaskiert. Dieses Verfahren,
welches nach Shi et al. (1991)"° zur Vorbehandlung von mit Formalin fixiertem
und in Paraffin eingebettetem Gewebe modifiziert wurde, gewahrleistet eine
deutliche Intensivierung der immunhistochemischen Farbung bei gleichzeitiger
Reduzierung der unspezifischen Hintergrundreaktion. Zur Demaskierung
wurden die Praparate dreimal 5 Minuten in Citratpuffer, welcher unmittelbar vor
Gebrauch angesetzt wurde, bei 750 Watt (Stufe 2) in einer Mikrowelle gekocht.
Durch regelmalRiges Auffullen der verdunsteten FlUssigkeit mit A. dest. wurde
ein Austrocknen der Schnitte wahrend des Demaskierungsvorgangs verhindert,
sowie gleichzeitig einer eventuellen Konzentrationsanderung vorgebeugt. Nach
dem Kochvorgang kuhlten die Schnitte fur 30 Minuten im Inkubationsmedium

ab. Im Anschluss wurden sie dreimal fur 5 Minuten in TBST gewaschen.
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2.2.2.4 Avidin-Biotin Block

Als nachstes wurden die Praparate mit einem Avidin-Biotin-Blocking-Kit
behandelt, um nicht spezifische Bindungen durch eine eventuelle endogene
Biotinaktivitat zu verhindern. Dazu wurden die Praparate 15 Minuten mit einer
Avidin Lésung inkubiert und danach dreimal 10 Minuten in TBST gewaschen. In
gleicher Weise wurde mit der Biotin-Losung verfahren. Auch hier wurde die

Reaktion durch ein dreimaliges Waschen der Schnitte in TBST gestoppt.

2.2.2.5 Primarantikorper

Der Primarantikdrper wurde in Vorversuchen an den geeigneten
Geweben (hier an Onkozytomen, malignen NT und benignem
Nierenparenchym) getestet, um ein optimales Farbeergebnis bei gleichzeitig
hdchstmdglicher Verdinnung (mit einem dazu geeigneten
Verdinnungsmedium) des Antikdrpers zu erreichen und um unspezifische
Farbungen zu reduzieren. Hierdurch konnte die Verdinnung des

Primarantikdrpers optimiert werden.

Die Praparate wurden zur Inkubation des Primarantikdrpers im Kihlschrank bei
4 °C fur 16 Stunden in einer feuchten Kammer belassen. Das verwendete
Diluent zur Verdunnung des Primarantikbrpers war das Diluent von DAKO
S3022 und die gewahlte Verdunnung betrug 1:100. Die Negativkontrolle wurde

lediglich mit dem Diluent und nicht mit dem Primarantikrper inkubiert.

2.2.2.6 Sekundarantikorper

Nach 16 Stunden wurden die Objekttrager dreimalig fir 10 Minuten in
TBST gewaschen, wobei darauf zu achten war, dass die Negativkontrolle in
eine  separate = Waschschale  gegeben wurde, um ungewollte

Primarantikdrperbindungen zu verhindern.

Anschlie®end wurde der Sekundarantikdrper (Mouse 1gG, aus dem Vectastain-
Kit) in einem geeigneten Verdinnungsmedium und in einer Verdinnung von
1:200 aufgetragen und fur 60 Minuten in einer feuchten Kammer bei
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Schnitte erneut flr dreimal 10

Minuten in TBST gewaschen.
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2.2.2.7 Avidin-Biotin-Komplex-Methode

Durch die Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC-Methode) war es
moglich, auch bei einer hohen Verdunnung des Primarantikdrpers eine
Farbereaktion mit einer guten Intensitadt und hohen Spezifitdt zu bekommen.
Der hierzu verwendete Kit (Vectastain-Elite-ABC-Kit) wurde dafur nach den
Angaben des Herstellers verwendet. Nach einer Inkubationszeit von 30 Minuten
wurden die Schnitte erneut in einer TBST-Losung dreimal 10 Minuten
gewaschen. AnschlieBend wurde fur die Substrat-Chromogen-Reaktion (DAB)
das Peroxidase-Substrat-Kit DAB (Vector SK 4100), welches fur das

Sichtbarmachen der Reaktion vom Hersteller empfohlen wurde, aufgetragen.

Die Reaktion wurde bei Ksp-Cadherin nach 3 Minuten 20 Sekunden durch

zweimaliges Waschen der Schnitte fur jeweils 10 Minuten in A. dest. gestoppt.

2.2.2.8 Hamatoxylin-Farbung

Um eine Kontrastverstarkung zu erreichen, wurden die Schnitte mit
Hamatoxylin fur 10 Sekunden gegengefarbt und anschlielRend fur 7 Minuten in
flieRendem Leitungswasser geblaut. Als Letztes erfolgte die Dehydrierung in
einer aufsteigenden Alkoholreihe (zweimal 3 Minuten 96% Ethanol, zweimal 5
Minuten 100% Ethanol und dreimal 5 Minuten Xylol).

Abschlieend wurden die Objekttrager mit Eukit und einem Deckglas versehen.

2.2.2.9 Negativ- und Positivkontrolle

Bei jeder immunhistochemischen Farbung wurde eine Positiv- und
Negativkontrolle mitgefarbt. Als Positivkontrolle diente ein Schnitt des gesunden
Nierenparenchyms. Es konnte keine andere Positivkontrolle gewahlt werden, da

Ksp-Cadherin ausschlieflich in der Niere exprimiert wird.

Die Negativkontrolle wurde, anders als die restlichen Schnitte, nur mit einem
Diluent, welches auch zur Verdinnung des Primarantikorpers verwendet wurde,
inkubiert. Alle andern Schritte der immunhistochemischen Farbung waren

gleich.
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2.3 Auswertung
2.3.1 Dokumentation

FiUr jeden TMA wurde eine separate Liste, die Uber die Tumorarten und
ihre Lokalisation auf dem TMA Auskunft gab, erstellt. Anstelle der Namen
enthielt diese Liste nur die intern zugeteilten Patientennummern. Eine weitere
Tabelle gab Auskunft Uber Lokalisation, Grofde, TNM-Stadium und Grading des
Tumors, sowie uber Geschlecht und Alter des Patienten bei OP. Gleiche Listen
existierten ebenfalls fiur den TMA mit dem normalen (gesunden)

Nierenparenchym.

Die Auswertung erfolgte digital. Dazu wurden die einzelnen Objekttrager mit
Hilfe des Mirax Desk (Zeiss) und des Mirax Scan-Programms (Zeiss)
eingescannt und digital erfasst. Anschlie®Bend wurden die einzelnen
Stanzzylinder bzw. Gewebeproben auf den Objekttragern im Mirax Viewer
Programm (Zeiss) durchgehend nach der bestehenden Liste nummeriert, in
JPEG-Dateien umgewandelt und gespeichert. Diese JPEG-Dateien wurden mit
Hilfe des ACDSee-Programms am Computer ausgewertet. Zusatzlich wurden

sowohl die Negativ- als auch die Positivkontrolle Gberpruft.

Wahrend der Auswertung hatte der Auswertende keinen Einblick in die Daten.
Die Auswertung erfolgte durch drei unabhangige Prufer. Die Daten wurden
anschlieBend miteinander verglichen und bei Unstimmigkeiten nochmals
diskutiert.

2.3.2 Bewertung der Farbeergebnisse

Die immunhistochemische Expression wurde bei Auswertung der
Tumoren in zwei Farbemuster unterteilt. Zum einen wurde die Expression im
Zytoplasma und zum anderen die membranstandige Expression ausgewertet.
Die Bewertung der Farbeergebnisse im normalen Nierenparenchym erfolgte
zusatzlich nach Farbelokalisation (proximaler Tubulus, distaler Tubulus). Weiter

fand eine Unterscheidung zwischen Rinden- und Markschnitt statt.

Der verwendete Antikdrper wurde nach dem immunreaktiven Score (IRS) nach

Remmele und Stegner (1987)"° ausgewertet. Dieser erfasst sowohl den
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prozentualen Anteil positiver Zellen als auch die Farbeintensitat. Der IRS wurde
wie folgt berechnet: Prozentsatz positiver Zellen (PP) x vorherrschende

Farbeintensitat (Sl = Staining Intensity) = IRS (vergl. Tabelle 6).

Tabelle 6: Berechnung des IRS (Immunreaktiver Punktwert)

Prozentangabe PP Sl IRS Expressionsklasse
0% 0 0 negativ 0 negativ

<10% 1 1 schwach | 1-3 schwach

10-50% 2 2 mafig 4-7 mafig

51-80% 3 3 stark 8-12 | stark

> 80% 4

Anhand des IRS konnte man die Ksp-Cadherin-Expression in den Tumoren in

Expressionsklassen wie negativ, schwach, maRig und stark positiv einteilen.

2.3.3 Auswertung der Gewebeproben

Von jedem Tumorpatienten gab es zwei bis vier Gewebeproben, die
unabhangig voneinander ausgewertet wurden. Der IRS wurde fur jeden
Tumorpatienten wie folgt ermittelt: Zuerst wurde von jeder Gewebeprobe der
IRS errechnet. Diese Werte wurden addiert und daraus wurde ein Mittelwert

berechnet, der den endgultigen IRS darstellt.

Bei den normalen Nierenparenchym-Gewebeproben gab es pro Patient zwei bis
vier Rinden- und Markproben. Bei der Auswertung des normalen
Nierenparenchyms  wurde darauf geachtet, dass nur gesundes
Nierenparenchym ausgewertet wurde, da dieses Material von den Tumornieren
stammte. Gewebeproben mit viel Interstitium und vielen Entzindungszellen
wurden nicht ausgewertet. Auf diese Art konnte das Farbemuster im gesunden
Nierenparenchym am besten beurteilt werden. Fur die Berechnung des IRS-

Werts wurde gleich wie bei den Tumoren verfahren.
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2.3.4 Statistische Auswertung

Die Korrelation klinischer Daten wurde mit dem Wilcoxon/Kruskal-Wallis-
Test und der post-hoc-Tukey-Kramer-Analyse durchgefuhrt. Die Daten wurden
in Datentabellen eingetragen und mit einem Statistik-Programm (JMP Version
8.0.2) berechnet. P-Werte wurden als signifikant betrachtet, wenn die Werte <

0,05 waren.
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3. Ergebnisse

3.1 Membranose und zytoplasmatische Expression von Ksp-Cadherin im
proximalen und distalen Tubulus des gesunden Nierenparenchyms

Fiar die Auswertung der proximalen Tubuli konnten von insgesamt 31

Patienten die Gewebeproben der Nierenrinde herangezogen werden.

In den proximalen Tubuli lag der Median der membrandsen Expression bei
einem immunoreaktiven Punktwert (IRS) von 4,5 mit einem Minimalwert (Min)
von 2 und einem Maximalwert (Max) von 8. Nach Einteilung in die
Expressionsklassen farbten sich 4 Gewebeproben (13%) schwach, 24 (77%)
mafig und 3 (10%) stark an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag
bei einem IRS von 0 (Min 0, Max 0). Nach Einteilung in die Expressionsklassen

waren 100 % der auswertbaren Gewebeproben negativ.

Fur die Auswertung der distalen Tubuli konnten von 31 Patienten die
Gewebeproben der Rinde und von 23 Patienten die Gewebeproben des Marks

herangezogen werden.

In den distalen Tubuli lag der Median der membrandsen Expression bei einem
IRS von 12 (Min 12, Max 12). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 100 % der auswertbaren Gewebeproben stark an. Der Median der
zytoplasmatischen Expression lag bei einem IRS von 7,5 (Min 0, Max 12). Nach
Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 6 Gewebeproben (11%)
negativ, 2 (3,7%) schwach, 33 (61%) malig und 13 (24%) stark an.

In den proximalen Tubuli war die membrandse Expression von Ksp-Cadherin
signifikant hoher als die zytoplasmatische Expression (p < 0,05). In den distalen
Tubuli war die membrandse Expression von Ksp-Cadherin signifikant hoher als
die zytoplasmatische Expression (p < 0,05). Kein signifikanter Unterschied fand
sich in der membrandsen Expression von Ksp-Cadherin in den proximalen und
der zytoplasmatischen Expression von Ksp-Cadherin in den distalen Tubuli (p >
0,05) (vergl. Abb. 2).
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Abbildung 2: Gesundes Nierenparenchym

Die proximalen Tubuli zeigen vereinzelt eine mafig starke membrandse und keine zytoplasmatische
Expression von Ksp-Cadherin.

Die distalen Tubuli zeigen eine starke membrandse und teilweise eine maRig starke bis starke
zytoplasmatische Ksp-Cadherin-Expression.

Legende: GR — Glomerulum, PT — proximaler Tumulus, DT — distaler Tubulus
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3.2 Membranose und zytoplasmatische Expression von KSP-Cadherin in
den malignen Tumorsubgruppen und dem Onkozytom

3.2.1 Klarzellige Nierenzellkarzinome

Es konnten von insgesamt 40 Patienten die Gewebeproben ausgewertet
werden. Die klarzelligen Nierenzellkarzinome farbten sich im Allgemeinen

sowohl membrands also auch zytoplasmatisch sehr schwach an.

Der Median der membrandsen Expression lag bei einem IRS von 0 (Min 0, Max
6). Nach Einteilung in Expressionsklassen farbten sich 25 Gewebeproben
(62,5%) negativ, 11 (27,5%) schwach und 4 (10%) maRig stark an (vergl. Abb.
3).

Der Median der zytoplasmatischen Expression lag bei einem IRS von 0 (Min 0,
Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 22

Gewebeproben (55%) negativ und 18 (45%) schwach positiv an (vergl. Abb. 4).

Die membrandse Expression von Ksp-Cadherin zeigte keinen signifikanten

Unterschied gegenuber der zytoplasmatischen Expression (p > 0,05).
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Abbildung 3: Klarzelliges Nierenzellkarzinom
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Teilweise maRig bis starke membrandse Ksp-Cadherin-Expression.
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Abbildung 4: Klarzelliges Nierenzellkarzinom
Negativ fiir Ksp-Cadherin.
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3.2.2 Papillare Nierentumoren

Es konnten von insgesamt 25 Patienten die Gewebeproben ausgewertet

werden.

Der Median der membrandsen Expression lag bei einem IRS von 0 (Min 0, Max
6). Nach Einteilung in Expressionsklassen farbten sich 13 Gewebeproben
(52%) negativ, 8 (32%) schwach und 4 (16%) maRig stark an (vergl. Abb. 5).

Der Median der zytoplasmatischen Expression lag bei einem IRS von 1 (Min O,
Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 9
Gewebeproben (36%) negativ und 16 (64%) schwach an (vergl. Abb. 6).

Die membrandse Expression von Ksp-Cadherin zeigte keinen signifikanten

Unterschied gegenuber der zytoplasmatischen Expression (p > 0,05).
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Starke basolaterale (membrandse) Ksp-Cadherin-Expression.

Abbildung 5: Papilldarer Nierentumor
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Abbildung 6: Papilldarer Nierentumor
MaRig bis starke membrandse Ksp-Cadherin-Expression.
Teilweise maRig bis starke zytoplasmatische Ksp-Cadherin-Expression.
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3.2.3 Chromophobe Nierentumoren

Es konnten von insgesamt 19 Patienten die Gewebeproben ausgewertet

werden.

Bei 17 Gewebeproben (89,5%) war ein typisches membrandses
Expressionsmuster fir Ksp-Cadherin zu beobachten. Der Median der
membrandsen Expression lag bei einem IRS von 5 (Min 0, Max 12). Nach
Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2 Gewebeproben (10,5%)
negativ, 5 (26,3%) schwach, 5 (26,3%) mafig und 7 (38,8%) stark an (vergl.
Abb. 7 und 8).

Der Median der zytoplasmatischen Expression lag bei einem IRS von 2 (Min O,
Max 4,3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2
Gewebeproben (10,5%) negativ, 15 (78,9%) schwach und 2 (10,5%) maRig
stark an (vergl. Abb. 7 und 8).

Die membrandse Expression von Ksp-Cadherin war signifikant hoher als die

zytoplasmatischen Expression (p < 0,05).
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Abbildung 7: Chromophober Nieren
Expression von

Starke membranése
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Abbildung 8: Chromophober Nierentumor
Negativ fir Ksp-Cadherin.
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3.2.4 Onkozytome

Es konnten von insgesamt 27 Patienten die Gewebeproben ausgewertet

werden.

Der Median der membrandsen Expression lag bei einem IRS von 3 (Min 0, Max
8,75). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 1 Gewebeprobe
(3,7%) negativ, 20 Gewebeproben (74%) schwach, 4 (14,8%) mafkig und 2
(7,4%) stark an (vergl. Abb. 9 und 10).

Der Median der zytoplasmatischen Expression lag bei einem IRS von 2 (Min O,
max 3,5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 1
Gewebeprobe (3,7%) negativ, 25 Gewebeproben (92,6%) schwach und 1
Gewebeprobe (3,7%) malig stark an.

Die membrandse Expression von Ksp-Cadherin war signifikant hoher als die

zytoplasmatischen Expression (p < 0,05) (vergl. Abb. 9 und 10).
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Abbildung 9: Onkozytom
Starke membrandse und zytoplasmatische Ksp-Cadherin-Expression.
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Abbildung 10: Onkozytom
Teilweise starke membrandse Ksp-Cadherin-Expression in einzelnen Zellen.
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3.3 Statistische Auswertung der Ksp-Cadherin-Expression im normalen
Nierenparenchym und den Tumorsubgruppen

3.3.1 Unterschiede der Ksp-Cadherin-Expression innerhalb des normalen
Nierengewebes

Innerhalb des PT und DT war die membrandse Expression von Ksp-

Cadherin signifikant hdher als die zytoplasmatisch Expression (p < 0,05).

Die membrandse Expression von Ksp-Cadherin war im DT signifikant héher als
im PT (p < 0,05). Die zytoplasmatische Expression von Ksp-Cadherin war im
DT signifikant hoher als im PT (p < 0,05) (vergl. Tab. 7).

Tabelle 7: Detaillierte Darstellung der statistisch signifikanten Unterschiede liber die
Expression von Ksp-Cadherin im normalen Nierenparenchym

Normale Niere p-Wert
PT mem VS. PT zyt <0,0001
PT mem VS. DT mem <0,0001
DT mem VS. DT zyt <0,0001
PT zyt VS. DT zyt <0,0001

3.3.2 Unterschiede der Ksp-Cadherin-Expression zwischen dem normalen
Nierengewebe und den Tumorsubgruppen

Die membrandse Expression von Ksp-Cadherin in CC NZK und Pap NT
war signifikant niedriger als die membrandse Expression im PT und DT (p <
0,05). Die membrandse Expression von Ksp-Cadherin in den Chr NT und den
Onkozytomen zeigte keinen signifikanten Unterschied zur membrandsen
Expression im PT (p > 0,05), war aber signifikant niedriger als die membrandse

Expression im DT (p < 0,05).
Die zytoplasmatische Expression von Ksp-Cadherin in CC NZK und Pap NT

zeigte keinen signifikanten Unterschied gegenlber der zytoplasmatischen
Expression von Ksp-Cadherin im PT (p > 0,05), war aber signifikant niedriger
als die zytoplasmatische Expression im DT (p < 0,05). Die zytoplasmatische
Expression von Ksp-Cadherin in Chr NT und Onkozytomen war signifikant
hdher als die zytoplasmatische Expression im PT und signifikant niedriger als

die zytoplasmatische Expression im DT (p < 0,05) (vergl. Tab. 8).
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Tabelle 8: Detaillierte Darstellung der statistisch signifikanten Unterschiede liber die
Expression von Ksp-Cadherin im normalen Nierenparenchym und den Tumoren

Tumoren vs. normale Niere p-Wert
CC NZK mem VS. PT mem <0,0001
CC NZK mem VS. DT mem <0,0001
CC NZK zyt VS. DT zyt <0,0001
Pap NT mem VS. PT mem <0,0001
Pap NT mem VS. DT mem <0,0001
Pap NT zyt VS. DT zyt <0,0001
Chr NT mem VS. DT mem <0,0001
Chr NT zyt VS. PT zyt 0,0296

Chr NT zyt VS. DT zyt <0,0001
Onkozytom mem VS. DT mem <0,0001
Onkozytom zyt VS. PT zyt 0,0098

Onkozytom zyt VS. DT zyt <0,0001

3.3.3 Unterschiede der Ksp-Cadherin-Expression zwischen den
Tumorsubgruppen

Innerhalb der CC NZK und Pap NT fand sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der membrandsen und zytoplasmatischen Expression
von Ksp-Cadherin (p > 0,05). Innerhalb der Chr NT und Onkozytomen war die
membrandse Expression von Ksp-Cadherin jeweils signifikant hoher als die

zytoplasmatische Expression (p < 0,05).

Die membrandse Expression in den CC NZK unterschied sich nicht signifikant
von der membrandsen Expression in den Pap NT (p > 0,05). Die membrandse
Expression von Chr NT und Onkozytomen unterschieden sich nicht signifikant
voneinander (p > 0,05). Die membrandése Expression der Chr NT und
Onkozytomen war signifikant hoher als die membrandse Expression innerhalb
der CC NZK und Pap NT (p < 0,05).

Die zytoplasmatische Expression von Ksp-Cadherin zeigte unter den
Tumorsubgruppen keinen signifikanten Unterschied (p > 0,05) (vergl. Abb.11
und Tab.9).
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Abbildung 11: Box-Plot Diagramm der membrandsen und zytoplasmatischen Expression von Ksp-
Cadherin in den verschiedenen Tumorsubgruppen
Die klarzelligen Nierenzellkarzinome und die papillaren Nierentumore zeigen keinen signifikanten
Unterschied in ihrer membrandsen und zytoplasmatischen Expression von Ksp-Cadherin (p > 0,05).
Signifikante Unterschiede (p <0,05) zeigen sich zwischen folgenden Gruppen (vergl. Tab. 9):

Griin: membranése Expression von Ksp-Cadherin; Blau: zytoplasmatische Expression von Ksp-Cadherin

Tabelle 9: Detaillierte Darstellung der statistisch signifikanten Unterschiede liber die
Expression von Ksp-Cadherin in den Tumorsubgruppen in Erganzung zur Abbildung 11

Tumoren p-Wert
CC NZK mem VS. Chr NT mem <0,0001
CC NZK mem VS. Onkozytom mem <0,0001
Pap NT mem VS. Chr NT mem <0,0001
Pap NT mem VS. Onkozytom mem 0,0002
Chr NT mem VS. Chr NT zyt <0,0001
Onkozytom mem VS. Onkozytom zyto 0,0176
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3.4 Membranose und zytoplasmatische Expression von Ksp-Cadherin in
den Tumorsubgruppen in Bezug auf das TNM- und G-Stadium sowie auf
die TumorgroRe

3.4.1 Klarzellige Nierenzellkarzinome

Fir jedes Stadium (TNM, G) sowie fur die Unterscheidung der
TumorgroRen konnten die Gewebeproben von 40 Patienten ausgewertet

werden.

3.4.1.1 T-Stadium
24 Patienten wiesen ein T1- und 16 ein T3-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression lag im T1-Stadium bei einem IRS
von 0 (Min 0, Max 6). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 16
Gewebeproben (66,7%) negativ, 5 (20,8%) schwach und 3 (12,5%) maRig stark
an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im T1-Stadium bei einem
IRS von 0 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten
sich 13 Gewebeproben (54,2%) negativ und 11 (45,8%) schwach an.

Der Median der membrandsen Expression lag im T3-Stadium bei einem IRS
von 0 (Min 0, Max 3,5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich
9 Gewebeproben (56,3%) negativ, 6 (37,5%) schwach und 1 (6,3%) maRig
stark an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im T3-Stadium bei
einem IRS von 0 (Min 0, Max 1,5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 9 Gewebeproben (56,3%) negativ und 7 (43,7%) schwach an.

Im Vergleich zur membrandsen und zytoplasmatischen Expression zeigte sich
im T1- und T3-Stadium kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).

3.4.1.2 N-Stadium
36 Patienten wiesen ein NO- und 4 ein N1-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression lag im NO-Stadium bei einem IRS
von 0 (Min 0, Max 6). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 21
Gewebeproben (58,3%) negativ, 11 (30,6%) schwach und 4 (11,1%) malig
stark an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im NO-Stadium bei

einem IRS von 0,18 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
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farbten sich 18 Gewebeproben (50%) negativ und 18 (50%) schwach an. Der
Median der membrandsen und der zytoplasmatischen Expression lag im N1-
Stadium jeweils bei einem IRS von 0 (Min 0, Max 0). Alle Tumoren wiesen

sowohl membrands als auch zytoplasmatisch keine Expression auf.

Im Vergleich zur membrandsen und zytoplasmatischen Expression zeigte sich
im NO- und N1-Stadium kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).

3.4.1.3 M-Stadium
32 Patienten wiesen ein MO- und 8 ein M1-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression lag im MO-Stadium bei einem IRS
von 0 (Min 0, Max 6). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 19
Gewebeproben (59,4%) negativ, 9 (28,1%) schwach und 4 (12,5%) maRig stark
an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im MO-Stadium bei
einem IRS von 0,25 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 16 Gewebeproben (50%) negativ und 16 (50%) schwach an.

Der Median der membrandsen Expression lag im M1-Stadium bei einem IRS
von 0 (Min 0, Max 1). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 6
Gewebeproben (75%) negativ und 2 (25%) schwach an. Der Median der
zytoplasmatischen Expression lag im M1-Stadium bei einem IRS von 0 (Min O,
Max 0,5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 6

Gewebeproben (75%) negativ und 2 (25%) schwach an.

Im Vergleich zur membrandsen und zytoplasmatischen Expression zeigte sich
im MO- und M1-Stadium kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).

3.4.1.4 G-Stadium
6 Patienten wiesen ein G1-, 27 ein G2- und 7 ein G3-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression lag im G1-Stadium bei einem IRS
von 0 (Min 0, Max 2). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 5
Gewebeproben (83,3%) negativ und 1 (16,7%) schwach an. Der Median der

zytoplasmatischen Expression lag im G1-Stadium bei einem IRS von 0,5 (Min
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0, Max 1). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 3

Gewebeproben (50%) negativ und 3 (50%) schwach an.

Der Median der membrandsen Expression lag im G2-Stadium bei einem IRS
von 0 (Min 0, Max 6). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 16
Gewebeproben (59,3%) negativ, 7 (25,9%) schwach und 4 (14,8%) maRig stark
an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im G2-Stadium bei
einem IRS von 0 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 15 Gewebeproben (55,6%) negativ und 12 (44,4%) schwach an.

Der Median der membrandsen Expression lag im G3-Stadium bei einem IRS
von 0 (Min 0, Max 1). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 4
Gewebeproben (57,1%) negativ und 3 (42,9%) schwach an. Der Median der
zytoplasmatischen Expression lag im G3-Stadium bei einem IRS von 0 (Min 0O,
Max IRS 0,5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 4
Gewebeproben (57,1%) negativ und 3 (42,9%) schwach an.

Im Vergleich der membrandsen und zytoplasmatischen Expression zeigte sich
im G1- bis G3-Stadium kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).

3.4.1.5 TumorgroRe

18 Patienten wiesen eine Tumorgrofle < 4 cm und 22 eine Tumorgrole

> 4 cm auf.

Der Median der membrandsen Expression bei den Tumoren < 4 cm lag bei
einem IRS von 0 (Min 0, Max 6). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 12 (66,7%) negativ, 4 (22,2%) schwach und 2 (11,1%) maRig stark
an. Der Median der zytoplasmatischen Expression bei den Tumoren <4 cm lag
bei einem IRS von 0 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 12 (66,7%) negativ und 6 (33,3%) schwach an.

Der Median der membrandsen Expression bei Tumoren > 4 cm lag bei einem
IRS von 0 (Min 0, Max 4). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten
sich 13 (59,1%) negativ, 7 (31,8%) schwach und 2 (9,1%) maRig stark an. Der

Median der zytoplasmatischen Expression bei Tumoren > 4 cm lag bei einem
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IRS von 4,3 (Min 0, Max 2). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten
sich 10 (45,5%) negativ und 12 (54,5%) schwach an.

Im Vergleich zur membrandsen und zytoplasmatischen Expression zeigte sich

in den Tumoren <4 cm und > 4 cm kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).

3.4.2 Papillare Nierentumore

Fir jedes Stadium (TNM, G) sowie fur die Unterscheidung der
TumorgroRen konnten die Gewebeproben von 25 Patienten ausgewertet

werden.

3.4.2.1 T-Stadium
19 Patienten wiesen ein T1-, 1 ein T2- und 5 ein T3-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression lag im T1-Stadium bei einem IRS
von 0,5 (Min 0, Max 6). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich
9 Gewebeproben (47,4%) negativ, 6 (31,6%) schwach und 4 (21%) maRig stark
an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im T1-Stadium bei einem
IRS von 1 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten
sich 7 Gewebeproben (36,8%) negativ und 12 (63,2%) schwach an.

Im T2-Stadium farbte sich die Gewebeprobe mit einer membrandsen

Expression von IRS 0 und einer zytoplasmatischen Expression von IRS 1 an.

Der Median der membrandsen Expression lag im T3-Stadium bei einem IRS
von 0 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 3
Gewebeproben (60%) negativ und 2 (40%) schwach an. Der Median der
zytoplasmatischen Expression lag im T3-Stadium bei einem IRS von 0,75 (Min
0, Max 2,5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2

Gewebeproben (40%) negativ und 3 (60%) schwach an.

Im Vergleich zur membrandsen und zytoplasmatischen Expression zeigte sich
im T1- bis T3-Stadium kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).
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3.4.2.2 N-Stadium
22 Patienten wiesen ein NO- und 3 ein N1-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression lag im NO-Stadium bei eine IRS von
0,68 (Min 0, Max 6). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 10
Gewebeproben (45,4%) negativ, 8 (36,4%) schwach und 4 (18,2%) maRig stark
an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im NO-Stadium bei einem
IRS von 1 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten
sich 7 Gewebeproben (31,8%) negativ und 15 (68,2%) schwach an.

Der Median der membrandsen Expression lag im N1-Stadium bei einem IRS
von 0 (Min 0, Max 0). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 3
Gewebeproben (100%) negativ an. Der Median der zytoplasmatischen
Expression lag im N1-Stadium bei einem IRS von 0 (Min 0, Max 1,5). Nach
Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2 Gewebeproben (66,7%)

negativ und 1 (33,3%) schwach an.

Im Vergleich zur membrandsen und zytoplasmatischen Expression zeigte sich
im NO- und N1-Stadium kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).

3.4.2.3 M-Stadium
21 Patienten wiesen ein MO- und 4 ein M1-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression lag im MO-Stadium bei einem IRS
von 0,5 (Min 0, Max 6). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich
10 Gewebeproben (47,6%) negativ, 7 (33,3%) schwach und 4 (19,1%) maRig
stark an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im MO-Stadium bei
einem IRS von 1,5 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 6 Gewebeproben (28,6%) negativ und 15 (71,4%) schwach an.

Der Median der membrandsen Expression lag im M1-Stadium bei einem IRS
von 1,5 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich

3 Gewebeproben (75%) negativ und 1 (25%) schwach an.

Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im M1-Stadium bei einem
IRS von 0,38 (Min 0, Max 0,75). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 3 Gewebeproben (75%) negativ und 1 (25%) schwach an.
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Im Vergleich zur membrandsen und zytoplasmatischen Expression zeigte sich
im MO- und M1-Stadium kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).

3.4.2.4 G-Stadium
4 Patienten wiesen ein G1-, 18 ein G2- und 3 ein G3-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression lag im G1-Stadium bei einem IRS
von 0,25 (Min 0, Max 6). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich
2 Gewebeproben (50%) negativ, 1 (25%) schwach und 1 (25%) maRig stark an.
Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im G1-Stadium bei einem
IRS von 1 (Min 0, Max 1,5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten

sich 3 Gewebeproben (75%) negativ und 2 (25%) schwach an.

Der Median der membrandsen Expression lag im G2-Stadium bei einem IRS
von 0,43 (Min 0, Max 6). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich
9 Gewebeproben (50%) negativ, 6 (33,3%) schwach und 3 (16,7%) maRig stark
an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im G2-Stadium bei
einem IRS von 1,25 (Min 0 Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 6 Gewebeproben (33,3%) negativ und 12 (66,7%) schwach an.

Der Median der membrandsen Expression lag im G3-Stadium bei einem IRS
von 0 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2
Gewebeproben (66,7%) negativ und 1 (33,3%) schwach an. Der Median der
zytoplasmatischen Expression lag im G3-Stadium bei einem IRS von 0 (Min 0O,
Max 0,75). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2
Gewebeproben (66,7%) negativ und 1 (33,3%) schwach an.

Im Vergleich zur membrandsen und zytoplasmatischen Expression zeigte sich
im G1- bis G3-Stadium kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).

3.4.2.5 TumorgroRe

16 Patienten wiesen eine TumorgrofRe < 4 cm und 9 eine Tumorgréfle >

4 cm auf.

Der Median der membrandsen Expression bei den Tumoren < 4 cm lag bei

einem IRS von 0 (Min 0, Max 6). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
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farbten sich 9 (56,2%) negativ, 3 (18,8%) schwach und 4 (25%) maRig stark an.
Der Median der zytoplasmatischen Expression bei den Tumoren < 4 cm lag bei
einem IRS von 0,5 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 7 (43,8%) negativ und 9 (56,2%) schwach an.

Der Median der membrandsen Expression bei Tumoren > 4 cm lag bei einem
IRS von 0,5 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten
sich 4 (44,4%) negativ und 5 (55,6%) schwach an. Der Median der
zytoplasmatischen Expression bei Tumoren > 4 cm lag bei einem IRS von 1,5
(Min 0, Max 2,5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2
(22,2%) negativ und 7 (77,8%) schwach an.

Im Vergleich zur membrandsen und zytoplasmatischen Expression zeigte sich

in den Tumoren <4 cm und > 4 cm kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).

3.4.3 Chromophobe Nierentumoren

Fir jedes Stadium (TNM, G) sowie fur die Unterscheidung der
TumorgroRen konnten die Gewebeproben von 19 Patienten ausgewertet

werden.

3.4.3.1 T-Stadium
14 Patienten wiesen ein T1- und 5 ein T3-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression lag im T1-Stadium bei einem IRS
von 7 (Min 0, Max 12). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2
Gewebeproben (14,3%) negativ, 2 (14,3%) schwach 3 (21,4%), malig und 7
(50%) stark an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im T1
Stadium bei einem IRS von 2 (Min 0, Max 4,3). Nach Einteilung in die
Expressionsklassen farbten sich 2 Gewebeproben (14,3%) negativ, 10 (71,4%)
schwach und 2 (14,3%) maRig stark an.

Der Median der membrandsen Expression lag im T3-Stadium bei einem IRS
von 1 (Min 1, Max 5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 3
Gewebeproben (60%) schwach und 2 (40%) maRig stark an. Der Median der

zytoplasmatischen Expression lag im T3-Stadium bei einem IRS von 1 (Min 0,5,
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Max 2). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 100 % schwach

an.

Die membrandse Expression war im T1-Stadium signifikant hoher als die
zytoplasmatische Expression im T1-Stadium (p < 0,05). Die membrandse
Expression im T1-Stadium war signifikant hoher als die membrandsen
Expression im T3-Stadium (p < 0,05). Die membrandése Expression im T3-
Stadium unterschied sich nicht signifikant von der zytoplasmatischen
Expression im T3-Stadium (p > 0,05). Die zytoplasmatische Expression im T1-
Stadium zeigte keinen signifikanten Unterschied zur zytoplasmatischen

Expression im T3-Stadium (p > 0,05).

3.4.3.2 N-Stadium
17 Patienten wiesen ein NO- und 2 ein N1-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression lag im NO-Stadium bei einem IRS
von 5,75 (Min 0, Max 12). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten
sich 2 Gewebeproben (11,8%) negativ, 4 (23,5%) schwach, 4 (23,5%) maRig
und 7 (41,2%) stark an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im
NO-Stadium bei einem IRS von 2 (Min 0, Max 4,3). Nach Einteilung in die
Expressionsklassen farbten sich 2 Gewebeproben (11,8%) negativ, 13 (76,4%)
schwach und 2 (11,8%) maRig stark an.

Der Median der membrandsen Expression lag im N1-Stadium bei einem IRS
von 3 (Min 1, Max 5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbte sich 1
Gewebeprobe (50%) schwach und 1 (50%) maRig stark an. Der Median der
zytoplasmatischen Expression lag im N1-Stadium bei einem IRS von 1,5 (Min 1,
Max 2). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2

Gewebeproben (100%) schwach an.

Die membrandse Expression war im NO-Stadium signifikant hoher als die
zytoplasmatische Expression (p < 0,05). Keinen signifikanten Unterschied fand
sich zwischen der membrandsen Expression im NO-Stadium und der
membrandsen Expression im N1-Stadium (p > 0,05). Auch die

zytoplasmatische Expression im NO-Stadium unterschied sich nicht signifikant
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von der zytoplasmatischen Expression im N1-Stadium (p > 0,05). Weiter fand
sich innerhalb des N1-Stadiums kein signifikanter Unterschied in der

Expression (p > 0,05).

3.4.3.3 M-Stadium
17 Patienten wiesen ein M0O- und 2 ein M1-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression im MO-Stadium lag bei IRS 5,8 (Min
0, Max 12). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 19
Gewebeproben (59,4%) negativ, 10 (31,2%) schwach und 3 (9.4%) maRig stark
an. Der Median der zytoplasmatischen Expression im M0O-Stadium lag bei IRS 2
(Min 0, Max 4,3). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2
Gewebeproben (11,8%) negativ, 13 (76,4%) schwach und 2 (11,8%) malig

stark an.

Der Median der membrandsen Expression lag im M1-Stadium bei einem IRS
von 3 (Min 1, Max 5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbte sich 1
Gewebeprobe (50%) schwach und 1 (50%) maRig stark an. Der Median der
zytoplasmatischen Expression lag im M1-Stadium bei einem IRS von 1,5 (Min
1, Max 2). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2

Gewebeproben (100%) schwach an.

Die membrandse Expression war im MO-Stadium signifikant hoher als die
zytoplasmatische Expression (p < 0,05). Kein signifikanter Unterschied fand
sich zwischen der membrandsen Expression im MO0-Stadium und der
membrandsen Expression im M1-Stadium (p > 0,05). Auch die
zytoplasmatische Expression im MO-Stadium unterschied sich nicht signifikant
von der zytoplasmatischen Expression im M1-Stadium (p > 0,05). Weiter fand
sich innerhalb des M1-Stadium kein signifikanter Unterschied in der Expression
von Ksp-Cadherin (p > 0,05).
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3.4.3.4 G-Stadium
2 Patienten wiesen ein G1-, 16 ein G2- und 1 ein G3-Stadium auf.

Der Median der membrandsen Expression lag im G1-Stadium bei einem IRS
von 8 (Min 4, Max 12). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbte sich 1
Gewebeprobe (50%) schwach und 1 (50%) stark an. Der Median der
zytoplasmatischen Expression lag im G1-Stadium bei einem IRS von 2,75 (Min
1,5, Max 4). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 2

Gewebeproben (100%) schwach an.

Der Median der membrandsen Expression lag im G2-Stadium bei einem IRS
von 4,9 (Min 0, Max 10,7). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten
sich 2 Gewebeproben (12,5%) negativ, 4 (25%) schwach, 4 (25%) maRig und 6
(37,5%) stark an. Der Median der zytoplasmatischen Expression lag im G2-
Stadium bei einem IRS von 2 (Min 0, Max 4,3). Nach Einteilung in die
Expressionsklassen farbten sich 2 Gewebeproben (12,5%) negativ, 12 (75%)

schwach und 2 (12,5%) maRig stark an.

Der Tumor im G3-Stadium wies eine membrandse Expression mit einem ISR-
Wert von 5 und eine zytoplasmatische Expression mit einem ISR-Wert von 2

auf.

Im Vergleich zur membrandsen und zytoplasmatischen Expression zeigte sich
im G1- bis G3-Stadium kein signifikanter Unterschied (p > 0,05).

3.4.3.5 TumorgroRe

9 Patienten wiesen eine Tumorgrof3e < 4 cm und 10 eine TumorgroRe >

4 cm auf.

Der Median der membrandsen Expression bei den Tumoren < 4 cm lag bei
einem IRS von 3,5 (Min 0, Max 12). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 1 (11,1%) negativ, 4 (44,4%) schwach, 1 (11,1%) malig und 3
(33,3%) stark an. Der Median der zytoplasmatischen Expression bei den
Tumoren < 4 cm lag bei einem IRS von 2 (Min 0, Max 4,3). Nach Einteilung in
die Expressionsklassen farbten sich 1 (11,1%) negativ, 6 (66,7%) schwach und
2 (22,2%) malig stark an.
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Der Median der membrandsen Expression bei Tumoren > 4 cm lag bei einem
IRS von 5,5 (Min 0, Max 9). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten
sich 1 (10%) negativ, 1 (10%) schwach, 4 (40%) maRig und 4 (40%) stark an.
Der Median der zytoplasmatischen Expression bei Tumoren > 4 cm lag bei
einem IRS von 2 (Min 0, Max 3,5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen

farbten sich 1 (10%) negativ und 9 (90%) schwach positiv an.

Die membrandse Expression war bei Tumoren > 4 cm signifikant hoher als die
zytoplasmatische Expression (p < 0,05). Keinen signifikanten Unterschied fand
sich zwischen der membrandsen Expression bei Tumoren > 4 cm und der
membrandsen Expression bei Tumoren <4 cm (p > 0,05). Die zytoplasmatische
Expression der Tumoren > 4 cm unterschied sich nicht signifikant von der

zytoplasmatischen Expression der Tumoren <4 cm (p > 0,05).

3.4.4 Onkozytome
3.4.4.1 TumorgroRe

Von insgesamt 27 Patienten, deren Gewebeproben ausgewertet werden
konnten, wiesen 22 Patienten eine TumorgréRe < 4 cm und 5 eine TumorgrofRe

> 4 cm auf.

Der Median der membrandsen Expression bei den Tumoren < 4 cm lag bei
einem IRS von 3 (Min 0, Max 8,75). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 1 (4,5%) negativ, 15 (68,2%) schwach, 4 (18,2%) malig und 2
(9,1%) stark an. Der Median der zytoplasmatischen Expression bei den
Tumoren < 4 cm lag bei einem IRS von 2 (Min 0, Max 3). Nach Einteilung in die
Expressionsklassen farbten sich 1 (4,5%) negativ und 21 (95,5%) schwach

positiv an.

Der Median der membrandsen Expression bei Tumoren > 4 cm lag bei einem
IRS von 3,75 (Min 1,5, Max 7,5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen
farbten sich 3 (60%) schwach und 2 (40%) maRig stark an. Der Median der
zytoplasmatischen Expression bei Tumoren > 4 cm lag bei einem IRS von 1,5
(Min 1, Max 3,5). Nach Einteilung in die Expressionsklassen farbten sich 100%

schwach an.
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Die membrandse Expression war bei Tumoren < 4 cm signifikant hoher als die
zytoplasmatische Expression (p < 0,05). Keinen signifikanten Unterschied fand
sich zwischen der membrandsen Expression bei Tumoren < 4 cm und der

membrandsen Expression bei Tumoren >4 cm (p > 0,05).

Bei den Tumoren > 4 cm unterschied sich die membrandse Expression nicht

signifikant von der zytoplasmatischen Expression (p > 0,05).

Die zytoplasmatische Expression der Tumoren < 4 cm unterschied sich nicht
signifikant von der zytoplasmatischen Expression der Tumoren > 4 cm (p >
0,05).

3.4.5 Tendenz der Ksp-Cadherin-Expression in den Tumorsubgruppen
und in den malignen Tumoren zusammengefasst im Hinblick auf die
tumorbiologischen Eigenschaften

Obwohl die Ksp-Cadherin-Expression in den meisten Fallen keine
statistisch nachweisbaren Zusammenhange aufwies, konnte in jedem
fortgeschrittenen Tumor-Stadium eine Tendenz der Ksp-Cadherin-Reduktion
festgestellt werden. Diese Tendenz liel} sich durch das Zusammenfassen der
malignen Tumorsubgruppen und das alleinige Betrachten der biologischen
Eigenschaften bestatigen. Hierbei zeigte sich im T3-Stadium eine signifikant
niedrigere membrandse Ksp-Cadherin-Expression als im T1-Stadium (p <
0,05).
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4. Diskussion

Die perkutane Nierenbiopsie hat in jlungster Zeit immer mehr an
Popularitat gewonnen™®""". Dies ist u. a. auf die Entwicklung neuer Biopsie-
Techniken, neuer konservativer und minimalinvasiver Therapien sowie auf die
zunehmende Untersuchung immunhistochemischer und molekularer Marker in
der Tumordiagnostik zuriickzufiihren'’”. Durch die Anwendung der Tissue
Microarry Technik konnte die histopathologische Auswertung kleiner
Tumorproben, wie sie z. B. bei einer Nierenbiopsie entstehen, nachgeahmt und
validiert werden. Das nierenspezifische Membranprotein Ksp-Cadherin wurde
bisher in einer Reihe von Studien bezuglich seiner Eignung zur
Subgruppendifferenzierung renaler Tumoren untersucht*®?'121%2 Es zeigte
sich, dass die Ksp-Cadherin-Expression in Chr NT und Onkozytomen im
Vergleich zu CC NZK und Pap NT hoher ist.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, herauszufinden, ob anhand des Markers
Ksp-Cadherin eine bessere Subgruppendifferenzierung der NT mdoglich ist.
Zusatzlich wurde die Expression von Ksp-Cadherin in den Tumorsubgruppen
und dem gesunden Nierenparenchym untersucht und analysiert, ob ein
Zusammenhang der Ksp-Cadherin-Expression bezuglich des TNM- und G-
Stadiums sowie der TumorgroRe besteht. Hierzu wurde die Expression von
Ksp-Cadherin in dem gesunden Nierenparenchym sowie in den

Tumorsubgruppen mit Hilfe des IRS objektiviert.

Die aktuelle Arbeit zeigte folgende Ergebnisse: Im gesunden Nierenparenchym
fand sich im PT eine mallig starke membrandse und keine zytoplasmatische
Expression. Im DT zeigte sich sowohl eine starke membrandse als auch eine
mafig starke zytoplasmatische Expression. Diese Ergebnisse stimmen
weitestgehend mit denen anderer Arbeitsgruppen Uberein (vergl. Tab.
10)292112152 " Nur die von uns im DT nachgewiesene maRig starke
zytoplasmatische Ksp-Cadherin-Expression wurde in der Literatur bisher nicht

beschrieben.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit unterstitzen die Annahme, dass Ksp-

Cadherin u. a. ein Marker des DT ist'®%"°,
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Tabelle 10: Inmunhistochemische Ergebnisse fir die Ksp-Cadherin-
Expression im gesunden Nierenparenchym

Studie Immunhisto- PT DT Glomeruli, Interstitium Methode

chemische Blutgefale,

Expression Entziindungszellen
Mazal et al., 2005 | membrands Tubuli im negativ TMA und GF

Allgemeinen
+++

Shen et al., 2005 membrands + +++ negativ GF
Adley et al., 2006 membrands + +++ keine Angaben. TMA und GF
Kuehn et al., 2007 | membrands + +++ negativ TMA und GF
Aktuelle Studie TMA
membrands ++ +++ negativ
zytoplasmatisch negativ ++ negativ

Zusammenfassung der  bisherigen  immunhistochemischen  Farbeergebnisse  verschiedener
Arbeitsgruppen und der jetzigen Studie fir die Ksp-Cadherin-Expression im gesunden Nierenparenchym.
Expression: +/++/+++ (schwach/maRig stark/stark). GF — GroRflachen Schnitt.

In den Tumorsubgruppen zeigte sich die starkste Expression in den Chr NT,
gefolgt von den Onkozytomen. Die CC NZK und Pap NT zeigten jeweils eine
schwache Ksp-Cadherin-Expression. Diese Ergebnisse stimmen mit der
Hypothese, dass Chr NT und Onkozytome ihren Ursprung im DT und CC NZK

sowie Pap NT ihren Ursprung im PT haben, (iberein'°*'%°,

Wie auch andere Arbeitsgruppen konnten wir eine signifikant hdhere
membrandse Expression von Ksp-Cadherin in den Chr NT und Onkozytomen
im Vergleich zu den CC NZK und Pap NT zeigen, wodurch die Hypothese
beziiglich des Tumorursprungs weiter untermauert werden kann®''?'%2. Des
Weiteren konnten wir, Ubereinstimmend mit anderen Arbeitsgruppen, in 89,5 %
der Chr NT und in 96,3 % der Onkozytome einen maRig starken (IRS 5) bzw.
schwachen (IRS 3) Median der membrandsen Ksp-Cadherin-Expression
beobachten®''?"°2, |n 37 % der CC NZK und in 48 % der Pap NT beobachteten
wir jeweils einen schwachen (IRS 0) Median der membrandse Expression
(vergl. Tabelle 11).
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Im Jahre 2005 untersuchten Mazal et al.’'? die Ksp-Cadherin-Expression in 212
renalen Tumoren mit Hilfe der TMA-Methode. Sie untersuchten 102 CC NZK,
46 Pap NT, 30 Chr NT und 31 Onkozytome. Sie zeigten, dass in 97 % der Chr
NT eine membrandse Expression von Ksp-Cadherin vorlag, wohingegen
lediglich 6,5 % der Onkozytome, 2,2 % der Pap NT und 0 % der CC NZK eine
membrandse Ksp-Cadherin-Expression aufwiesen. Aus diesen Ergebnissen
schlussfolgerten Mazal et al. (2005)''?, dass Ksp-Cadherin ein wertvoller
Marker zur Differenzierung von chromophoben Nierentumoren und

Onkozytomen sein kann.

Shen et al. (2005)"? untersuchten im selben Jahr wie Mazal et al. (2005)'"? die
Ksp-Cadherin-Expression in renalen Tumoren. Diese Arbeitsgruppe fand eine
membrandse Expression von Ksp-Cadherin in 100 % der Chr NT und in 95 %
der Onkozytome. Aufgrund dieser Ergebnisse schlussfolgerten sie, dass Ksp-
Cadherin ein Marker fur den DT ist und zudem als Marker zur Differenzierung
von Chr NT und Onkozytomen ungeeignet sei, da beide Tumorsubgruppen

ihren Ursprung im DT nehmen.

Die Ergebnisse von Adley et al. (2006)? unterstiitzten die Ergebnisse von Shen
et al. (2005)"2. Auch Sie fanden eine prozentual hohe membrandse Expression
von Ksp-Cadherin in Chr NT (86%) und Onkozytomen (76%) und warnten vor

dem Einsatz von Ksp-Cadherin als Marker zur Differenzierungsdiagnostik.

Kuehn et al. berichteten 2007 erstmals neben der membrandsen auch iber
eine zytoplasmatische Expression von Ksp-Cadherin in renalen Tumoren. Des
Weiteren unterstutzen die Ergebnisse dieser Autoren am ehesten die von Shen
et al. (2005) und Adley et al. (2006), welche ebenfalls eine prozentual hohe
membrandse Ksp-Cadherin-Expression in Chr NT und Onkozytomen

2,152
(

nachwiesen vergl. Tabelle 11).

Die aktuelle Studie =zeigte eine prozentual hohe membrandse und
zytoplasmatische  Expression von Ksp-Cadherin in  chromophoben
Nierentumoren (89,5% und 89,5%) und Onkozytomen (96,3% und 96,3%).
Diese Ergebnisse bekraftigen die Ergebnisse von Adley et al. (2006), Khuen et
al. (2007) sowie Shen et al. (2005) und sprechen gegen die Ergebnisse von
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Mazal et al. (2005), die in lediglich 6,5 % der Onkozytome eine membrandse

2,92,112,152

Expression beobachteten (vergl. Tabelle 11).

Wahrend die meisten Autoren®''2%2 keine zytoplasmatische Expression von
Ksp-Cadherin beschrieben, konnten wir in allen renalen Subgruppen eine
schwache zytoplasmatische Expression nachweisen (vergl. Tabelle 11).
Ahnliche Beobachtungen wurden lediglich von Kuehn et al. (2007)%
beschrieben (vergl. Tabelle 11). Obwohl sich die zytoplasmatische Expression
zwischen den Tumorsubgruppen nicht signifikant voneinander unterscheidet (p
> 0,05), kdonnte sie einen Hinweis auf die Malignitat eines Tumors geben. Es
fallt auf, dass innerhalb der CC NZK (45%) die prozentual geringste
zytoplasmatische Expression und in den benignen Onkozytomen (96,3%) die
prozentual hdchste zytoplasmatische Expression zu beobachten war. Papillare
NT wiesen in 64 % und Chr NT in 89,5 % der untersuchten Gewebeproben eine
zytoplasmatische Expression auf. Es zeigt sich also, dass mit zunehmender
Malignitat die zytoplasmatische Ksp-Cadherin-Expression prozentual abnimmt,

was ein Hinweis auf eine verminderte Produktion sein kann.

Obwohl Ksp-Cadherin ein membranstandiges Protein ist, wird es innerhalb der
Zelle produziert und anschlielend mittels eines Transportmechanismus zur
Zellmembran transportiert. Vergleicht man den prozentualen Anteil der
zytoplasmatischen Expression mit dem prozentualen Anteil der membrandsen
Expression, so fallt Folgendes auf: Innerhalb der CC NZK und Pap NT gibt es
keinen  signifikanten  Unterschied zwischen  zytoplasmatischer und
membrandser Expression (p > 0,05). Allerdings ist die zytoplasmatische
Expression mit 45 % in CC NZK und 64 % in Pap NT prozentual hoher als die
membrandse Expression (37,5% in CC NZK und 48% in Pap NT). Dies kdnnte
auf eine Mutation innerhalb des Gens fur Ksp-Cadherin hinweisen. Eine solche
Mutation kdnnte zu einer Storung des Transportmechanismus, der das Protein
Ksp-Cadherin zur Zellmembran transportiert, fihren, bzw. eine Einbaustérung
in die Zellmembran verursachen. Weiter fallt auf, dass der prozentuale Anteil
der Ksp-Cadherin-Expression in den benignen Onkozytomen sowohl
membrands als auch zytoplasmatisch im Vergleich zu den anderen

Tumorsubgruppen am hdchsten ist und mit zunehmender Malignitat der
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Tumoren abnimmt (vergl. Tabelle 11). Hohergradige hirneigene Tumore
(Gliome WHO Il und 1V) weisen gegenuber niedriggradigen Gliomen (WHO |

°°. Ubertragen auf die Nierentumoren kénnte die

und Il) haufiger Mutationen au
Abnahme der membrandsen und zytoplasmatischen Expression von Ksp-
Cadherin auf ein haufigeres Vorkommen von Mutationen in den maligneren CC

NZK und Pap NT gegenlber Chr NT und benignen Onkozytomen hinweisen.

Die bereits oben beschriebenen unterschiedlichen Ergebnisse der einzelnen
Arbeitsgruppen  zur  Ksp-Cadherin-Expression im  Hinblick auf die
Tumorsubgruppen und das gesunde Nierenparenchym kdnnten durch folgende

Faktoren zustande gekommen sein:

1. Verwendete Antikorper und Verdinnung:
Obwohl die meisten Autoren®>''?'°2 den gleichen Antikdrper (Klone 4HS,
Zymed) wie wir verwendet haben, koénnten unterschiedliche
Verdinnungen des Antikdrpers zu verschiedenen Ergebnissen geflhrt
haben. Wir verwendeten eine Verdinnung von 1:100. Mazal et al.
(2005)""? gaben eine Verdiinnung von 1:2500 an, Shen et al. (2005)"*?
eine von 1:75 und Adley et al. (2006)* eine von 1:50. Kuehn et al.
(2007)% verwendeten als Einzige einen monoklonalen Antikdérper von
Invitrogen (San Francisco, CA) mit einer Verdunnung von 1:40. Auch die
Verwendung unterschiedlicher Antikorper kdnnte die Diskrepanz in den
Ergebnissen verursacht haben.
2. Verwendete Detektionssysteme:

Um die Bindung des Antikdrpers auf dem untersuchten Gewebe sichtbar
zu machen, kdnnen verschiedene Detektionssysteme eingesetzt werden.
Mazal et al. (2005)'"? verwendeten das Supersensitve-Kit (BioGenex,
San Ramon,CA) und Histofine-New-Fuchsin-Kit (Medac, Hamburg,
Deutschland) zur Detektion. Kuehn et al. (2007)% und Adley et al.
(2006)* verwendeten das EnVision von Dako. Shen et al. (2005)"?
verwendeten wie wir die Avidin-Biotion-Komplex-Methode. Es st
moglich, dass die unterschiedlichen Detektionsmethoden diese
unterschiedlichen Expressionsergebnisse verursacht haben.

3. Auswertrichtlinien:
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In der aktuellen Arbeit wurde selbst ein geringer Prozentsatz positiver
Zellen sowie eine schwache Farbung als positiv anerkannt. Mazal et al.
(2005)""? hingegen werteten einen Schnitt nur dann als positiv, wenn >
10 % der Zellen eine Expression aufwiesen. Diese Unterschiede in der
Auswertung konnen ebenfalls zu den hier dargestellten Ergebnissen
gefuhrt haben.

. Unspezifische Farbung:

Die Moglichkeit der unspezifischen Farbung muss ebenfalls in Betracht
gezogen werden. Diese Madglichkeit erscheint uns allerdings
unwahrscheinlich, da die immunhistochemischen Farbungen inklusive
Negativekontrolle ofters wiederholt wurden und die hier beschriebenen
Ergebnisse bestatigten.

. Fixierung:

Die primare Einwirkzeit von Paraffin auf das zu untersuchende Gewebe
kann eine entscheidende Rolle spielen. Bei einer zu starken Fixierung
kénnen manche Antikdrper nicht gut bzw. gar nicht binden. Dies kann ein
falsch negatives Ergebnis zur Folge haben.

. Entparaffinierung:

Ein weiterer wichtiger Punkt ist die Entparaffinierung. Bei zu kurzer
Entparaffinierung ist es moglich, dass der Antikérper nicht binden kann.
Bei einer zu langen Entparaffinierung ist eine Zerstérung des Proteins
moglich. Beide Formen konnen zu falschen Ergebnissen fuhren.

. Ethnische Gruppen

Die unterschiedlichen Expressionsergebnisse konnten auch dadurch
verursacht worden sein, dass die Patienten, denen Gewebe entnommen

wurde, verschiedenen ethnischen Gruppen zugehorten.
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Tabelle 11: Immunhistochemische Ergebnisse fir die Ksp-Cadherin-
Expression in verschiedenen Nierentumoren

Studie Immunhisto- CC NZK | Pap NT | Chr NT Onkozytom | Methode
chemische Nr (%) Nr (%) Nr (%) Nr (%)
Expression
Mazal et al., 2005 | membrands 0/102 (0) | 1/46 (2) | 29/30 (97) | 2/31 (6,5) TMA und
(102 GF) | (44 (23 TMA) | (28 TMA) GroRflachen-
TMA) (7 GF) (3 GF) schnitt (GF)
(2 GF)
Shen et al., 2005 membrands 6/42 (14) | 4/30 13/13 19/20 (95) GF
(13) (100)
Adley et al., 2006 membrands 10/33 0/15 (0) | 31/36 (86) | 31/41 (76) TMA
(30)
_ - 5/6 (83) GF
Kuehn et al., 2007 | membrands 6/36 (17) | 5117 23/25 (92) | 15/20 (75) TMA und GF
und (36 TMA) | (29) (5TMA) | (11 TMA)
zytoplasmatisch (17 (20 GF) (9 GF)
TMA)
Aktuelle Studie TMA
membrands 15/40 12/25 17/19 26/27 (96,3)
(37,5) (48) (89,5)
Median IRS 0 0 5 3
zytoplasmatisch 18/40 16/25 17/19 26/27 (96,3)
(45) (64) (89,5)
Median IRS 0 1 2 2

Zusammenfassung der  bisherigen  immunhistochemischen  Farbeergebnisse  verschiedener
Arbeitsgruppen und der jetzigen Studie fiir die Ksp-Cadherin-Expression in renalen Tumorsubgruppen (CC
NZK, Pap NT, Chr NT, Onkozytome). Angegeben ist die Anzahl der positiven Falle zur Gesamtzahl der
Félle. Die Zahlenangabe in Klammer stellt den prozentualen Anteil an positiven Fallen dar.
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Neben der Frage der Subgruppendifferenzierung untersuchten wir auch den
Zusammenhang von Ksp-Cadherin und den TNM- und G-Stadien sowie der
TumorgroRe. Soweit uns bekannt ist, wurde dies bisher nur von Rao et al. 2007
untersucht. Da das Paper von Rao et al. (2007)'® in chinesischer Sprache
verfasst ist, konnte hier lediglich der auf Englisch geschriebene Abstrakt
herangezogen werden. |hre Daten zeigten eine Korrelation zwischen dem
Tumor-Stadium sowie G-Stadium und der Ksp-Cadherin-Expression innerhalb
der CC NZK. Unklar ist, ob eine Korrelation der tumorbiologischen
Eigenschaften sowie der Tumorgrdfe mit anderen malignen Tumorsubgruppen

gemacht wurde.

Unsere Daten zeigten fir CC NZK und Pap NT keine signifikante Korrelation
hinsichtlich des TNM- und G-Stadiums sowie der Tumorgrof3e. Obwohl unsere
Daten die Signifikanz-Kriterien nicht erfullten, konnten wir bei CC NZK und bei
Pap NT in fortgeschrittenen TNM- und G-Stadien sowie mit zunehmender
TumorgrofRe eine klare Tendenz zur Ksp-Cadherin-Reduktion feststellen. Diese
Tendenz steht im Hinblick auf die CC NZK im Einklang mit den Ergebnissen
von Rao et al. (2007)".

Bei den Chr NT zeigte sich im T1-Stadium eine signifikant hdhere membrandse
als zytoplasmatische Expression. Die membrandse Expression im T1-Stadium
war ebenfalls signifikant hoher als die membrandse Expression im T3-Stadium.
Im NO- und MO-Stadium fand sich eine signifikant héhere membrandse als
zytoplasmatische Expression. In den G-Stadien konnte keine signifikante
Korrelation beobachtet werden. Bezuglich der Tumorgrofle zeigte sich bei
Tumoren > 4 cm eine signifikant hdhere membrandse als zytoplasmatische
Expression. Bei den TumorgrolRen < 4 cm zeigte sich kein signifikanter
Unterschied zwischen der membrandsen und zytoplasmatischen Ksp-Cadherin-
Expression. Innerhalb der Chr NT konnte ebenfalls, ohne dass in allen
Tumorstadien die Signifikanz-Kriterien erfullt wurden, in fortgeschrittenen TNM-
und G-Stadien eine klare Tendenz zur Ksp-Cadherin-Reduktion beobachtete

werden.

Durch das Zusammenfassen der malignen Tumorsubgruppen und das alleinige

Betrachten der biologischen Eigenschaften, konnte, obwohl statistisch nicht
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signifikant, eine Tendenz zur Ksp-Cadherin-Reduktion in fortgeschrittenen
TNM- und G-Stadien nachgewiesen werden. Lediglich im T3-Stadium konnte
eine signifikant niedrigere membrandse Expression von Ksp-Cadherin als im
T1-Stadium nachgewiesen werden (p < 0,05). Soweit uns bekannt ist, sind wir

die ersten, die eine solche Korrelation untersucht haben.

Bei den Onkozytomen zeigte sich bei Tumoren < 4 cm eine signifikant hohere
membrandse Expression. Gegenuber den Tumoren > 4 cm zeigte sich kein

signifikanter Unterschied in der Ksp Expression.

Die hohere membrandse Expression von Ksp-Cadherin in Chr NT und
Onkozytomen konnte ihre bessere klinische Prognose untermauern. So kdnnte
der Verlust von Ksp-Cadherin eine schlechtere Prognose bedeuten. Des
Weiteren hat der Verlust von Ksp-Cadherin in fortgeschritten TNM- und G-
Stadien hochstwahrscheinlich mit seiner biologischen Rolle als Zell-Zell-
Adhasionsmolekil zu tun, welches im gesunden Gewebe u. a. flr die
Aufrechterhaltung eines bereits ausdifferenzierten Status quo sowie fur den

Erhalt der Gewebeintegritat zustandig ist.

4.1 Schlussfolgerung und Ausblick

Unsere Ergebnisse sprechen, wie auch die Ergebnisse anderer
Arbeitsgruppen, gegen die Anwendung von Ksp-Cadherin zur Differenzierung
von Chr NT und Onkozytomen?“%'°2, Beide Subgruppen weisen eine hohe Ksp-
Cadherin-Expression auf. Unsere Ergebnisse, wie auch die Ergebnisse anderer
Gruppen, deuten auf eine nahe histogenetische Beziehung zwischen diesen
beiden Tumorsubgruppen hin?%41%8170 \Weiter unterstiitzen die Ergebnisse der
Ksp-Cadherin-Expression innerhalb des normalen Nierenparenchyms die
Annahme, dass Ksp-Cadherin u. a. ein Marker des DT ist und dass Chr NT

sowie Onkozytome ihren Ursprung im DT nehmen.

Ksp-Cadherin  kann  gegebenenfalls hilfreich  sein, diese beiden
Tumorsubgruppen von den klarzelligen Nierenzellkarzinomen und den
papillaren Nierentumoren praoperativ mit Hilfe einer Feinnadelbiopsie zu

unterscheiden.
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Die prozentual niedrigere zytoplasmatische Expression in CC NZK im Vergleich
zum Onkozytom kann ein Hinweis auf eine verminderte Produktion von Ksp-

Cadherin innerhalb maligneren Tumoren sein.

Eine prozentual héhere zytoplasmatische Expression in CC NZK und Pap NT
im Vergleich zur membrandsen Expression kann ein Hinweis auf eine Mutation
innerhalb des Gens fur Ksp-Cadherin mit der Folge einer fehlenden oder
veranderten Synthese des Proteins in den mutierten Zellen sein. Letzteres
konnte zu einer Stérung des Transportmechanismus, der das Protein Ksp-
Cadherin zur Zellmembran transportiert, fihren, bzw. eine Einbaustérung in die

Zellmembran verursachen.

Die hdhere membrandse Expression im T1-, NO- und MO-Stadium innerhalb der
Chr NT spricht fur ihre bessere klinische Prognose. Auch die signifikant hdhere
membrandse Expression von Ksp-Cadherin bei Onkozytomen < 4 cm
untermauert das benigne Erscheinungsbild dieser Tumoren. Ein Verlust von
Ksp-Cadherin kdnnte demnach mit einer aggressiveren Tumorsubgruppe und

einem schlechteren Outcome assoziiert werden.

Nach wie vor gilt es, die mogliche biologische Rolle der Ksp-Cadherin-
Reduktion in CC NZK und Pap NT naher zu erforschen. Des Weiteren sollte die
von uns festgestellte Tendenz der Ksp-Cadherin-Reduktion in fortgeschrittenen

Tumorstadien weiter untersucht werden.

Um weitere Klarheit bezuglich dieses Expressionsmusters zu erlangen, kdnnten
zusatzliche Methoden zur Ksp-Cadherin-Bestimmung in den Tumorsubgruppen
hilfreich sein. Zu diesen Methoden zahlen u. a. die RNA-Messung mittels PCR
und Real Time PCR, der Western Blott, sowie die Tag Man® Protein Assay
Methode. Mit Hilfe dieser Methoden konnen Expressionen auf RNA- und

Protein-Ebenen bestatigt oder ausgeschlossen werden.
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5. Zusammenfassung

Die Subgruppendifferenzierung der Nierentumoren ist v. a. wegen ihrer
unterschiedlichen klinischen Verlaufe sowie Therapieformen winschenswert.
Dies gilt v. a. fur die Unterscheidung maligner Nierentumore von dem benignen
Onkozytom. Auf der Suche nach entsprechenden diagnostischen Verfahren hat

die Nierenbiopsie in jungster Zeit eine Renaissance erlebt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, zu prifen, ob anhand des
immunhistochemischen Markers Ksp-Cadherin eine Subgruppendifferenzierung
renaler Tumoren mdglich ist. Des Weiteren wurde untersucht, ob sich seine
Expression mit den biologischen Eigenschaften des Tumors wie dem TNM- und
G-Stadium und der TumorgroRe verandert. Als Referenzgewebe diente

gesundes Nierenparenchym.

Bei den Untersuchungen wurde die Tissue Microarry Technik, welche sich zur
Simulation von Nierenbiopsien eignet, angewandt. Insgesamt wurden von 40
Patienten mit einem klarzelligen Nierenzellkarzinom (CC NZK), 25 Patienten mit
einem papillaren Nierentumor (Pap NT), 19 Patienten mit einem chromophoben
Nierentumor (Chr NT) und 27 Patienten mit einem Onkozytom die
Gewebeproben immunhistochemisch untersucht, Uber einen Farbescore

bewertet und die Ergebnisse statistisch ausgewertet.

Dabei konnte beobachtetet werden, dass die membrandse Expression von Ksp-
Cadherin in Chr NT und Onkozytomen signifikant héher war als in CC NZK und
Pap NT (p < 0,05). Des Weiteren konnten wir im Einklang mit der Literatur eine
prozentual vergleichbare Expression von Ksp-Cadherin in Chr NT und

Onkozytomen beobachten.

Im gesunden Nierenparenchym waren sowohl die membrandse wie auch
zytoplasmatische Ksp-Cadherin-Expression im DT signifikant hoher als die

jeweilige Expression im PT (p < 0,05).

Im Bezug auf die biologischen Tumoreigenschaften konnten wir fur alle
Subgruppen eine klare Tendenz zur reduzierten Ksp-Cadherin-Expression in
fortgeschrittenen Tumorstadien feststellen. Die deutlichsten Unterschiede

wurden in den chromophoben Nierentumoren gefunden. Hier war die
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membrandse Expression im T3-Stadium signifikant niedriger als im T1-Stadium
(p < 0,05). Beim alleinigen Betrachten der tumorbiologischen Eigenschaften
(ohne Subgruppendifferenzierung) konnte diese Tendenz bestatigt werden.
Auch hier fand sich im T3-Stadium eine signifikant niedrigere membrandse
Expression als im T1-Stadium (p < 0,05). Unserer Kenntnis nach sind wir die

ersten die eine solche Untersuchung vorgenommen haben.

Die aktuelle Studie unterstutzt die Hypothese, dass Chr NT und Onkozytome
ihren Ursprung in den DT des Nierenparenchyms nehmen, und CC NZK sowie
Pap NT ihren Ursprung in den PT haben. Weiter sprechen die vorliegenden
Ergebnisse gegen die Anwendung von Ksp-Cadherin zur Differenzierung Chr
NT von Onkozytomen. Bei einer Unterscheidung zwischen Chr NT bzw.
Onkozytomen und den bdsartigeren CC NZK bzw. Pap NT kann eine niedrigere
membrandse Ksp-Cadherin-Expression als Hinweis auf ein CC NZK oder einen

Pap NT dienen, ist jedoch nicht beweisend.

Um weitere Klarheit bei diesen Ergebnissen zu erlangen, sollte eine Folgestudie
mit groRerem Patientenkollektiv durchgefuhrt werden. Des Weiteren konnten
zusatzliche Methoden, welche auf RNA- bzw. Protein-Ebene eine Ksp-
Cadherin-Expression bestatigen oder ausschliel3en, angewandt werden. Hierzu
zahlen u. a. die RNA-Messung mittels PCR und Real Time PCR, der Western
Blott, sowie die Taq Man® Protein Assay Methode.
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7.Anhang

Tabelle 12: Verwendete Chemikalien

Produkt

Bezugsquelle

Ethanol SAV LP, Flintsbach, Deutschland

Xylol \F/WR Iqternational, Fontenay Sous Bois,
rankreich

H-0, 30 % Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

A. dest. Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland

Tween 20 Dako, Carpinterica, Kalifornien USA

Eukitt (Vedta Mount Permantent Mounting
Medium

Vector Laboratories Inc.,

Kalifornien USA

Burlingame,

Tris Base (TRIZMA® Base)

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

32 % HCL

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumchlorid

Merck, Darmstadt, Deutschland

Zitronensaure-Monohydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tri-Natrium-Dihydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Hamatoxylin krist

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumjodat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Kalialaun Merck, Darmstadt, Deutschland
Chloralhydrat Merck, Darmstadt, Deutschland
Zitronensaure Merck, Darmstadt, Deutschland

Tabelle 13: Verwendete Reagenziensets (Kits)

Produkt

Bezugsquelle

DAB SK 4100 (Fa Vector)

Linaris, Wertheim, Deutschland

Avidin-Biotin Block

Linaris, Wertheim, Deutschland

Avidin-Biotin-Komplex; Vectastain Elite

PK6102

Linaris, Wertheim, Deutschland
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Tabelle 14: Verwendete Antikorper

Antikorper

Bezugsquelle

Primarantikorper
Mouse anti-Ksp-Cadherin (Isotyp: Mouse
IgG1, Clone 4H6/F9)

Zymed Laboratories, Carlsbad,

Kalifornien USA

Sekundarantikorper
Mouse IgG

Mouse IgG (Vectastain ABC Kit Elite
PK6102), Linaris, Wertheim, Deutschland

Tabelle 15: Puffer und Losungen

Puffer

Bezugsquelle/Bestandteile

Dako S3022

Dako, Carpinterica, Kalifornien USA

Tris-Puffer pH7,6

121,14 g Tris Base in 1000 ml A. dest.
Unter pH-Kontrolle 32 % HCL zugeben
bis pH7,6 erreicht ist.

NaCl 3M

175,32g in 1000 ml A. dest. I18sen.

TBS

50 ml Tris-Puffer pH7,6
50 ml NaCl 3M
auf 1000 ml mit A. dest. auffillen.

TBST

50 ml Tris-Puffer pH7,6

50 ml NaCI3 3M

500 ul Tween 20

auf 1000 ml mit A. dest. auffillen.

H>0,30 %

290ml A. dest.
10 ml 30 % H202

Citratpuffer

Stammlésung A
10,6 g Zitronensaure-Monohydrat in 500
ml A. dest.

Stammldsung B

14,7 g Tri-Natrium-Dihydrat in 500 ml A.
dest.

Herstellung fur Protokoll

4,5mlLsg. A

20,5 ml Lsg. B

225 ml A. dest.

Hamatoxilin

1 g Hadmatoxylin in 250 ml A. dest. I6sen
Zugabe von

200 mg Natriumjodat

50 g Kalialaun

50 g Chloralhydrat

1 g Zitronensaure

uber Nacht stehen lassen; filtrieren;

auf 1 Liter mit A. dest. auffillen.
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Tabelle 16: Verwendete Gerate

Produkt

Bezugsquelle

Bohrmaschine MB140/S

Proxxon, Niersdorf, Deutschland

Koordinatentisch K70

Proxxon, Niersdorf, Deutschland

pH-Meter (pH 315i 82362)

WTW, Weilheim, Deutschland

Mikrowelle Moulinex Micro-Chef MO500

Vortex Heidolph, Schwabach, Deutschland

Mikroskop Zeiss 3CCD, Esslingen, Deutschland

Mikrotom (RM 2125 RT) Leica, Nussloch, Deutschland

Warmebad (Tissue Flotation Bath, Typ: | Medite Medizintechnik, Burgdorf,

TFB45) Deutschland

Waage gartorius LA120S, Goéttingen,
eutschland

Mirax-Scan Carl  Zeiss  Microlmaging  GmbH,

Deutschland

Waérmeplatte (Slide Drying Bench)

Barnstead Electrothermal, Dubuque,
lowa, USA

Einbettautomat (Shandon Hypercenter 2)

Fa. Shandon, Frankfurt, Deutschland

Gieldstation (medite TBS 88)

medite. AG, Jena, Deutschland

Tabelle 17: Sonstiges

Produkt

Bezugsquelle

Objekttrager (Super Frost® Plus)

R. Langenbrink, Teningen,
Deutschland

Deckglaser

R. Langenbrink, Teningen,
Deutschland

Pipetten

Eppendorf, Hamburg, Deutschland

Pipettenspitzen

Greiner Labor
Deutschland

Technik,  Ndrtingen,

Dako Pen

Dako, Glostrup, Danemark

Zeiss, Mirax Viewer

Carl Zeiss
Deutschland

Microlmaging GmbH,

ACDSee

ACD Systems International Inc., British
Columbia
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