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1. Einleitung

Einen Grolteil der Arbeiten Uber das Nierenzellkarzinom stellen Studien Uber
neue prognostische Daten und neue mdgliche Therapieansatze neben den bis-

her standardisierten Behandlungsmaoglichkeiten dar.

Anhand der etablierten Parameter Tumorstadium und Malignitatsgrad des Tu-
mors laldt sich die Prognose des erkrankten Patienten nicht ausreichend genau
abschatzen. Vielfach treten Falle mit unterschiedlichen Krankheitsverlaufen bei
identischem Tumorstadium und identischem Malignitatsgrad aus bislang nicht
geklarten Grinden auf. Es gilt abzuwagen, welchen Patienten beispielsweise
die relevanten Nebenwirkungen adjuvanter Therapien zugemutet werden muf}

und welchen Patienten dies moglicherweise erspart werden kann.

1.1 Nierenzellkarzinom

Das Nierenzellkarzinom stellt mit 85% die haufigste primar renale Neoplasie
dar. Sein Anteil an allen bdsartigen Erkrankungen des Menschen betragt 3%.
Die hochste Inzidenz liegt zwischen dem 55. und 60. Lebensjahr. Manner und
Frauen sind im Verhaltnis 2:1 betroffen (Rubben 1994).

Histomorphologisch lassen sich die epithelialen Tumore des Nierenparenchyms
in mehrere Untergruppen einteilen. Das klarzellige Nierenzellkarzinom stellt mit
einer relativen Haufigkeit von 79% den haufigsten Phanotyp dar. Ihm folgen das
chromophile Nierenzellkarzinom mit 10%, das chromophobe Nierenzellkarzi-
nom und das Onkozytom mit je 5% sowie das Duct-Bellini-Karzinom mit einer
Haufigkeit von 1%. Entstehungsort der Nierenzellkarzinome sind die Epithelien
des proximalen Konvolutes fur klarzellige und chromophile Karzinome, die
distalen Tubuli fir die chromophoben Karzinome. Das relativ seltene Duct-
Bellini-Karzinom und das Onkozytom entstehen im Sammelrohrsystem
(Thoenes 1986).
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Abb. 1:  Typen des Nierenzellkarzinoms und das Onkozytom in phanotypischer Beziehung
zum Nephron/Sammelrohr-System (Thoenes and S.T. 1991).

Hereditare Formen des Nierenzellkarzinoms treten beim von Hippel-Lindau-
Syndrom zu einem hohen Prozentsatz auf (Hamangiome der Retina und des
ZNS, autosomal dominant). Diese Nierenzellkarzinome sind im allgemeinen
multifokal und bilateral. Der verantwortliche genetische Defekt stellt eine zyto-
genetische Translokation der Chromosomen 3 und 8 sowie 3 und 11 dar (Malek
and Omess 1987).

Die anatomische Ausdehnung eines Nierenzellkarzinoms wird nach den Krite-
rien des TNM-Atlas der UICC (Union Internationale Contre le Cancer / Internati-
onal Union Against Cancer) aus dem Jahr 1990 klassifiziert (Spiessl 1990).
Diese &ltere Klassifikation wurde verwendet, da eine direkte Uberfiihrung der
bereits klassifizierten Tumore in das ab 1997 geanderte System nicht ohne Re-

klassifikation am Orginalpraparat moglich ist. Die Organpraparate standen je-



doch nicht mehr zur Verfigung, lediglich auf bereits zugeschnittene histologi-

sche Blockpraparate konnte zugegriffen werden.

In der Ara des diagnostischen Ultraschall werden die meisten Nierentumore in
einem asymptomatischen Stadium als Zufallsbefunde entdeckt. Eine Diagnose-
stellung an Hand der klassischen Trias von Spatsymptomen, wie tastbarer
Raumforderung, Hamaturie und Flankenschmerz erfolgt nur noch in 10% der
Erkrankungsfalle. Unspezifische Symptome wie Gewichtsverlust und sub- bzw.
febrile Temperaturen sollten ebenso wie tuberdése Sklerose und die von Hippel-

Lindau-Erkrankung entsprechend abgeklart werden.

Laborchemisches Leitsymptom in etwa 60% der Falle ist die schmerzlose Mak-
ro- bzw. Mikrohamaturie. Zusatzlich ist die Blutkérpersenkungsgeschwindigkeit

in etwa 50% der Erkrankungsfalle erhoht.

Infolge endokrinologischer Aktivitat des Nierenzellkarzinoms kénnen paraneo-
plastische Syndrome auftreten, wie Hypercalciamie, Erhdhung der alkalischen
Phosphatase, der Glucagonkonzentration, des Parathormons, des Prolactins,
des Alphafoetoprotein und des humanen Choriongonadotropin. Ein typischer

Tumormarker fur das Nierenzellkarzinom ist bisher nicht bekannt.

Die fihrende Untersuchung im Bereich der bildgebenden Verfahren stellt die
Sonographie dar. Sie ist in der Lage Tumorgréf3en ab 2-3 cm Durchmesser zu
verifizieren. Bis zu 85% konnen Tumore von zystischen Raumforderungen un-
terschieden werden. Ebenso kdonnen Metastasen ab 2,5 cm nachgewiesen

werden, ferner Tumorthromben in der V. cava inferior bzw. in einer Nierenvene.

Das Ausscheidungsurogramm ist in seiner Sensibilitat bei der Diagnosestellung

einer parenchymatdsen Raumforderung gering.

Die Computertomographie zeigt zusammen mit der Kernspintomographie die
grote differentialdiagnostische Treffsicherheit der bildgebenden Verfahren.
Ebenso kdnnen raumliche TumorgroRe, organubergreifendes Wachstum und

die Beurteilung bezuglich der Metastasierung getroffen werden.



Die einzige kurative Therapie stellt die radikale Tumornephrektomie beim nicht
metastasierenden Nierenzellkarzinom dar. Die Therapieergebnisse sind abhan-
gig von der Ausdehnung des Primartumors. SicherheitsmalRnahmen zur Re-
duktion von Tumormaterialstreuung durch Manipulation am Tumor wahrend der
Op (Non-touch-Technik) stellen die frihzeitige Ligatur der A. u. V. renalis und
die Entfernung des Praparates en block mit Tumorniere, Nebenniere und an-
haftender Fettkapsel (Robson 1969) dar.

Sind Fernmetastasen nachgewiesen, ist die alleinige Tumornephrektomie nicht
mehr grundsatzlich indiziert, aulRer bei vollstandig resektabler Solitdrmetastase

und bei Patienten in gutem Allgemeinzustand (Dineen 1988).

In anderen Fallen stellt sich die Frage nach einer Kombination aus operativer
Therapie mit einer adjuvanten Behandungsform. Adjuvante Therapieversuche
wurden mit Chemotherapie, Hormontherapie, in der Regel ein Antiéstrogen-
praparat, und Immuntherapie gefuhrt. Ausreichend etablierte und nebenwir-
kungsarme adjuvante Therapien des Nierenzellkarzinoms stehen zur Zeit nicht

zur Verfugung (Goepel and Rubben 1991).

Aktuelle Berichte Uber eine Vaccination mit autologem Tumormaterial (Hybrid-
zellen aus autologen Tumorzellen und allogenen Monozyten) zeigen allerdings
ermutigende Kurzzeitergebnisse. Diese mussen jedoch durch multizentrische
Studien noch bestatigt werden. So konnten Kugler et al. bei metastasiertem
Tumorleiden eine komplette Remission bei 23% der Patienten Uber einen Zeit-
raum von 13 Monaten erreichen, wahrend 17% der Patienten im gleichen Zeit-

raum eine partielle Remission zeigen (Kugler 2000).

1.2 Angiogenese und Tumorangiogenese

Das Wachstum aller solider Tumore und Metastasen ist abhangig von einer
ausreichenden Versorgung mit Blutgefallen. Ohne ausreichende Versorgung
mit Sauerstoff und Metaboliten kann, ungeachtet der Heterogenitat der unter-
schiedlichen Tumore, das Wachstum nicht mit der bekannten Geschwindigkeit

erfolgen, da ausschlieBlich eine Versorgung uber die langsame Diffusion im
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Gewebe moglich ist. Folkman hat diese These bereits 1971 aufgestellt und sie

wurde zwischenzeitlich mehrfach untermauert (Folkmann 1971).

Die Tumorangiogenese ist ein multifaktoriell bedingter Prozel}, bei dem neben
Angiogenesefaktoren auch andere Faktoren, wie extrazellulare Matrixproteine

und Zelladhasionsmolekule beteiligt sind.

Die Gefalineubildung verlauft in mehreren Schritten, die Uber ein komplexes
Wechselspiel Angiogenese stimulierender und Angiogenese inhibitierender

Faktoren gesteuert wird.

Zunachst erfolgt eine Aktivierung der dem Tumor benachbarten Endothelzellen.
Dieses fuhrt zur Gefaldilatation und Permeabilitatserhdhung der betroffenen
Gefalde (Folkman 1989).

Proteolytische Enzyme, teils vom Tumor, teils von Fibroblasten synthetisiert,
verursachen die Zerstorung der kapillaren bzw. stromalen Basalmembran. Dies
ermoglicht die Migration der Endothelzellen in Richtung des von den Tumorzel-
len induzierten angiogenen Stimulus. Es erfolgt dann eine 30 bis 40 fach er-
hohte Proliferation gegentuber normalen Endothelien, gefolgt von der Bildung

von Kapillaren zwischen benachbarten Migrationsgebieten (Folkman 1995).

In zahlreichen Studien wurde der Versuch unternommen den Zusammenhang
zwischen Angiogenese, Tumorgrof’e und Metastasen bei menschlichen Karzi-
nomen zu klaren. Weidner zeigte die statistisch signifikante Korrelation zwi-
schen der Inzidenz von Metastasen und der GefalRdichte beim primaren Mam-
makarzinom (Weidner 1992). Grischke konnte dopplersonographisch beim
Mammakarzinom zeigen, daf} der Blutfluy im Areal, das den malignen Tumor
umgibt, signifikant hoher war als in benignen Arealen (Grischke 1994). Die
Quantifizierung der Mikrogefalle offenbarte, dal® die MikrogefalRdichte mit der
Tumorgrole korreliert. Auch fur das Prostatakarzinom konnte der gleiche Autor
die Verbindung von Angiogenese zur Tumorgrof3e und zur Metastasierung auf-
zeigen (Weidner and Carroll 1993).
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Unter den angiogenen Faktoren nimmt VEGF (Vascular Epithelial Growth Fac-
tor) eine besondere Stellung ein, VEGF wird in nahezu allen soliden Tumoren
gebildet. Neben einer Reihe von Faktoren, die die VEGF-Expression in kulti-
vierten Zellen stimulieren, spielt die Hypoxie in den Tumorarealen eine heraus-

ragende Rolle bei der erhohten VEGF-Expression (Marme 1996).

Verlust
Tumor-
suppressorgene
VHL
Onkogene
Hypoxie + + raf
+
ras
\ src
Expression
+ VEGF
Wachtumsfaktoren —
PGF +
bFGF
IGF 1 Proteinkinase C
TNFa
TGFa
TGFb
Zytokine

Interleukin 113
Interleukin 6

Abb. 2: Einflussfaktoren auf die Expression von VEGF

VEGEF induziert das Sprossen von neuen Blutgefallen und wirkt ausschlieBlich
auf Gefallendothelzellen. Die Rezeptoren fur VEGF liegen in den Endothelzel-
len des normalen Gefalsystem in niedriger Anzahl vor. Hingegen liegt eine U-
berexpression von VEGF-Rezeptoren in den penetrierenden Gefallen von neo-
plastischem Gewebe vor. Eine Ubersicht maligner Tumore, mit Uberexpression

von VEGF und seinen Rezeptoren sind in folgender Tabelle aufgefuhrt.

12



Tumor

Quelle

Adenokarzinome des Gastrointestinaltrakts

Brown et al., 1993

Adenokarzinome des Pankreas

Brown et al., 1993

Mammakarzinome

Brown et al., 1993

Cervixkarzinome

(Guidi 1995)

Blasenkarzinome

Brown et al., 1993

Nierenzellkarzinome

Brown et al., 1993; Sato et al., 1994; Ta-
kahashi et al., 1994

Ovarialkarzinome

Olson et al., 1994

Hamangioblastome assoziiert mit von Hippel-
Lindau-Syndrom

(Berkman 1993); (Morii 1993); (Brown
1995); (Wizigmann-Voos 1995)

Astrozytome Plate et al., 1992, 1993, 1994; (Senger
1993); (Weindel 1994); (Samoto 1995)
Meningiome (Berkman 1993);

Chorionkarzinome

(Charnok Jones 1993)

Maligne Melanome

(Vinores 1995)

Tab. 1: Maligne Tumore, mit Uberexpression von VEGF und seinen Rezeptoren modifiziert n.

Brown, 1997

1.3 VEGF - ein multifunktionales angiogenetisches Cytokin

Die Entdeckung von VEGF im Jahr 1979 geht auf Dvorak (Dvorak 1995) und

seine Mitarbeiter zurlck, die mittels immunhistochemischen Untersuchungen

eine hohe Fibrinkonzentration in Tumorgeweben aulRerhalb des Blutgefal3-

systems feststellten.

Basierend auf seinen Ergebnissen postulierte er, dald Tumorzellen einen Faktor

produzieren, welcher eine Hyperpermeabilitat der Tumormikrogefal’e z.B. fur

Fibrin, Albumin und andere Plasmaproteine verursacht. Ferner wurde nachge-

wiesen, dald VEGF nicht dialysierbar ist. Er wird nicht von Inhibitoren des His-

tamins, des Serotonins, und allgemeinen inflammatorischen Mediatoren

beeinflullt, welche ebenso die Mikrogefalle bezuglich ihrer Permeabilitat veran-

dern.
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VEGF wurde erstmalig in Tumorzellen des Guineaschweines nachgewiesen.
Beruhend auf den Ergebnissen der untersuchten DNA-Sequenzen von VEGF
des Rindes, des Guineaschweines, der Maus und des Menschen zeigt sich,
dall VEGF ein disulfidgebundenes Dimer-Glykoprotein von MW 34 - 45 kD ist.
Nach Reduktion zerfallt es in eine Bande von 17-23 kD und verliert seine ge-
samte biologische Aktivitat. Es besitzt einen einzigen Ort der N-Glycosylierung,
behalt seine volle Aktivitat jedoch nur ohne Glycosylierung (Brown and Detmar
1997).

Es existieren funf verschiedene Isomere in den menschlichen Zellen. Die Poly-
peptide unterscheiden sich durch die Anzahl ihrer Aminosauren: VEGF 206, 189,
165, 145. 121. VEGF 165 ist die Uberwiegende Isoform in den meisten Systemen. Er
ist zum Teil zellgebunden, zum Teil wird er sezerniert. Der zellgebundene Anteil
kann durch Heparin freigegeben werden. Die Formen 189 und 165 von VEGF
kdnnen ebenso durch Plasmin aus dem gebundenen Status in das biologisch
aktive 34 kD Dimer freigegeben werden (Houck 1992). VEGF konnte ursprung-
lich aufgrund seiner Affinitat zu Heparin gereinigt werden. Jedoch ist die Affinitat
deutlich geringer als zu den anderen typischen Heparin bindenden Wachs-
tumsfaktoren wie z.B. FGF (Fibroblastenwachstumsfaktor). SchlieRlich haben
Antikorper fur die reprasentierenden Peptide des definierten Segmentes von
VEGF zusatzliche Merkmale der VEGF-Struktur enthdllt (Sioussat 1993). Trotz
signifikanter physikalischer Unterschiede besitzen die verschiedenen VEGF-
Isoformen die gleiche biologische Aktivitat. Der Anteil des Molekuls, welcher an
den entsprechenden Rezeptor bindet ist bei allen Isoformen gleich. Sie sind
daher alle in der Lage Endothelien anzuregen, unterscheiden sich jedoch in

vivo hinsichtlich der Bioverfugbarkeit.

In vitro wurde die selektive Bindung von VEGF zu Endothelzellen 1991 von O-
lander demonstriert (Olander 1991). Der in vivo Nachweis bei Ratten erfolgte
1992 durch Jakeman (Jakeman 1992). Es existieren zwei Tyrosinkinase-
Rezeptoren flt-1 und flk-1 fur VEGF, welche selektiv von den Gefalkendothelien

exprimiert werden. Die Rezeptoren sind charakterisiert durch eine extrazellulare

14



Doméane (TM) mit sieben immunglobulin-ahnlichen Domanen(lg) und einer Ki-

nase, die an dieser Sequenz ansetzt (De Vries 1992).

- / VEGF L

Flt-1 FIk/KDR
Rezeptor Rezeptor

Kinase

Abb. 3: VEGF und VEGF-Rezeptoren Flt-1 (VEGFR-1) und Flk-1/KDR (VEGFR-2)

Zelloberflachenassoziierte, mit Heparin verbundene Proteoglykane durften die
Bindung von VEGF an Endothelzellen unterstutzen. Ebenso fordert exogenes
Heparin eine solche Bindung. Auf der anderen Seite bindet der Serumprotease-
Inhibitor Alpha-2-Makroglobulin an VEGF und inaktiviert ihn, ebenso wie andere

Wachstumsfaktoren es auch tun.

Ein dritter, neu beschriebener VEGF-Rezeptor (VEGF-R3) wird verstarkt in
Lymphgefalden gebildet und scheint eine wesentliche Rolle bei der Lymphangi-

ogenese zu spielen (Drevs 2000).

VEGEF ist ein multifunktionales Cytokin, das eine Anzahl von direkten Effekten
auf die Gefallendothelzellen besitzt. VEGF induziert eine Sequenz von Prote-
inphoshorilierungen, beginnend mit der Autophosphorilierung seiner beiden ei-

genen Rezeptor-Tyrosin-Kinasen. lonisiertes Calcium beginnt nach einer Ver-
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zbdgerungsphase von ca. 15 Sekunden anzusteigen. Der VEGF-Effekt auf das
Calcium in den Endothelzellen zeigt sich in einem nahezu 4-fachen Anstieg und
ist mit anderen Endothelzellagonisten wie Thrombin und Histamin vergleichbar.
Wie diese Agonisten induziert VEGF ebenfalls eine erhdhte Freigabe des von
Willebrand-Faktors aus der Endothelzelle. VEGF wurde erstmalig durch seine
Fahigkeit, die Permeabilitat fur MikrogefalRe zu erhdhen und somit Makromole-
kule zirkulieren zu lassen, entdeckt. Es ist eine der wirksamsten gefal3permea-
bilisierenden Substanzen, agierend in Konzentrationen unterhalb 1 nM mit einer
mehr als 50.000 fach hdoheren Potenz, als die von Histamin. VEGF permeabili-
siert eine Anzahl von Gefallbetten, einschlieRlich das der Haut, des subcutanen
Gewebes, der Peritonealwand, des Mesenteriums und des Diaphragmas. Der
Gefalk-permeabilisierende Effekt ereignet sich rasch und wirkt offensichtlich in
den wenigen Minuten der VEGF-Injektion. Die VEGF-GefalRpermeabilisierung
ist nicht durch Antihistaminika oder durch eine entzindungshemmende Sub-
stanz blockierbar. Neuere Studien haben gezeigt, dall VEGF die Gefallperme-
abilitdt in Tumorgefallen primar durch eine Steigerung der Funktionsaktivitat
einer Organelle, der vesiko-vakuolaren Organelle bzw. VVO, ansteigen laft
(Feng 1996).

1.4 Die Rolle von VEGF aul3erhalb von Neoplasien

VEGF und seine Rezeptoren sind in einer Vielzahl von physiologischen und
patholoischen Vorgangen involviert, wie Wundheilung, hypersensitive Reaktio-
nen, rheumatoide Arthritis, Psoriasis, diabetische und andere Retinopathien

sowie Reparatur von Ischamie- und Infarktgewebe.

Hierbei ist die Uberexpression von VEGF und seinen Rezeptoren von einem
Anstieg der mikrovaskularen Hyperpermeabilitat begleitet. Folge ist eine Leck-

age fur Plasmaproteine und eine Ablagerung von extravaskularem Fibringel.

Die Wundheilung illustriert die geregelte Uberexpression von VEGF (Brown
1992). So steigt innerhalb von 24 Stunden die VEGF mRNA Expression drama-

tisch in den Epidermalkeratozyten am Wundrand und in den verbliebenen
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Haarfollikeln am Wundgrund. Die VEGF-Expression erreicht ihre Spitze am 2. —
3. Tag und persistiert auf einem erhdhtem Level fur circa eine Woche. Diese
Zeit wird fur die Bildung von Granulationsgewebe und die Keratozytenmigration
zur Wunddefektdeckung bendtigt. Mononukleolare Zellen, eine Subpopulation
von Makrophagen, infiltrieren die Haut und bewirken einen VEGF-Anstieg. Der
Anstieg von VEGF-Rezeptoren-mRNA wurde in den Endothelzellen der neuen
Blutgefalle festgestellt, die einen Entwicklungsschritt zum Granulationsgewebe
im Prozeld der Wundheilung darstellen (Li 1996).

Bei kongenital an Diabetes mellituserkrankten Mausen stellte man nach Verlet-
zung der Haut einen erhdhten Spiegel von VEGF-mRNA fest, der jedoch nicht
bis zum Abschluf® der Wundheilung anhalt. Die VEGF-Expression fallt verfruht
stark ab. Folge hiervon ist eine gestdorte Wundheilung bei diesen Mausen
(Frank 1995).

Im Herzen ist ein Anstieg von VEGF nach einer Ischamie oder einem Infarkt in
den Herzmyozyten nachweisbar. Die normalen Herzmyozyten eines Erwachse-
nen exprimieren einen schwach mefRbaren VEGF-Spiegel. Dieser VEGF-
Spiegel steigt innerhalb einer 30 minutigen transienten ischamischen Perfusion
dramatisch an. Eine durch Hypoxie induzierte Uberexpression von VEGF-
mMRNA ist in vivo und in Kultur nachweisbar (Ladoux and Frelin 1993), (Banai
1994 b). VEGF und seine Rezeptoren flt-1 und flk-1-mRNA waren schon eine
Stunde nach der Ligatur einer Koronararterie bei einer Maus angestiegen. Sie
verblieben fur mindestens eine Woche auf diesem Niveau und kehrten wahrend

der nachsten sechs Wochen in ihren Normalzustand zurtck (Li 1996).

In der Retina wurde ein VEGF-Anstieg ebenfalls festgestellt. Einige Zelltypen
der Retina sind befahigt VEGF bei verschiedenen durch eine Ischamie bedingte
Erkrankungen zu produzieren. Immunoassays der Glaskorperflussigkeit zeigten
eine starke Korrelation zwischen dem VEGF-Gehalt und der Expression der
proliferativen Retinopathie. Der VEGF-Spiegel in den Augen war sehr niedrig
bei Patienten, die nicht an Stérungen der vaskularen Proliferation litten oder bei
Patienten mit inaktivier, d.h. ruhender Gefalproliferation. Hingegen fand sich

bei diabetischen Ratten in der Retina, immunhistochemisch nachgewiesen, ein
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starker Anstieg von VEGF in allen Zellschichten. Die RetinagefalRe waren hy-
perpermeabel und mit VEGF anfarbbar (Murata 1995), so wie es bereits Dvorak

fur die Tumor-Blutgefalie beschrieben hat (Dvorak 1991)

Ein Anstieg von VEGF-mRNA wurde desweiteren in Keratozyten und infiltrie-
renden Monozyten bei hypersensitiven Reaktionen vom Typ der Kontaktaller-
gien beim Nagetier und beim Menschen beobachtet (Brown and Detmar 1997).
VEGF-mRNA und Proteine werden vermehrt von den Synovialmakrophagen
exprimiert und verursachen eine akute Entzindungsreaktion. Zusammen mit

den VEGF-Rezeptoren in den Mikrogefalten wird die Pannusbildung gefordert.

Ein Anstieg von VEGF und seinen Rezeptoren wurde bei einer Vielzahl von ent-
zundlichen Hauterkrankungen gefunden z.B. Psoriasis, bulléses Pemphigoid,

herpitiforme Dermatitis und multiformen Erythem (Brown 1995, Detmar 1994).

Die Regulation von VEGF und seine Rezeptorexpression ist abhangig von der
Proteinkinase C und dem cAMP abhangigen Kinasestoffwechsel, ferner durch
Mechanismen, die Veranderungen in der mRNA Transscription und der Stabili-
tat bewirken (Brown and Detmar 1997), (Finkenzeller 1992).

Weitere Faktoren, die die VEGF Expression regulieren kdonnen, sind der Grad
der Zelldifferenzierung, die lokale Konzentration von Sauerstoff, sowie Zytokine,
Hormone, Prostaglandine, Modulatoren der Proteinkinase C, der Calciumein-
strom, die Elektronentransportkette, depolarisierende Agenzien, Angiotensin |l,

Stimulatoren der Adenylatcyclase und bestimmte Onkogene (Levy 1995).

Viele Zellverbande zeigen einen VEGF-mRNA-Anstieg bei Hypoxie. Weitere
Anstiege der VEGF-mRNA-Expression wurden durch in-situ-Hybridisierung in
hypoxischen Tumorzonen, die unmittelbar an einer Zone mit Tumornekrose an-

grenzen, nachgewiesen (Plate 1992) .

Ferner wird VEGF von Zellen, die steroidale Hormone produzieren, exprimiert
z.B. in der Nierenrinde, im Corpus luteum und den Leydigschen Zellen. Ostro-
gen und Progesteron fordern den Anstieg von VEGF (Berse 1992). Koos konnte

nachweisen, dal} die Follikelreifung bei Ratten einen markanten Anstieg von
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VEGF induziert. Seine Studien zeigten, dal} VEGF eine entscheidende Rolle
bei der Follikelruptur/ Ovulation besitzt (Koos 1995).
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2. Fragestellung und Ziel der Arbeit

Ziel der vorgelegten Arbeit war die Etablierung eines weiteren Prognosepara-
meters der zum Zeitpunkt der Operation bzw. der pathologischen Beurteilung
eine prazisere Aussage zum weiteren klinischen Verlauf erlaubt. VerlaRliche
Indizes Uber das Tumorstadium und —grading hinaus fehlen, sind aber klinisch
zur Planung einer eventuellen adjuvanten Therapie dringend erforderlich. Unter
Umstanden konnen Patienten von einer belastenden und kostenintensiven The-
rapie ausgespart bleiben, da ihr Risiko zum Rezidiv und tumorassozierten Tod

sehr gering ist.

Zahlreiche Versuche weitere Parameter, wie Microvessel Density (MVD), Kern-
morphometrie und DNA-Ploidie zu etablieren, haben bislang nur geringe Rele-

vanz erlangt.

Der gewahlte Ansatz war anhand der VEGF-Proteinexpression durch immun-
histochemische Farbung im Gewebe des Primartumors, unter Umstanden in
Kombination mit bereits etablierten Parametern, die Prognose eines Patienten

abzuschatzen.
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3. Material und Methoden

3.1 Patienten

Das untersuchte Patientenkollektiv rekrutiert sich aus 200 Patienten, die auf-
grund ihres Nierenzellkarzinoms im Zeitraum von Februar 1985 bis Dezember
1994 an der Urologischen Universitatsklinik Wurzburg tumornephrektomiert
wurden. Bestandteil der Tumornephrektomie war in der Regel die unilaterale
Adrenalektomie. Keiner der ausgewahlten Patienten hatte zum Zeitpunkt der
Operation eine Lymphknoten- oder Fernmetastasierung, Patienten mit Metasta-

sen wurden ausgeschlossen.

3.2 Statistische Analyse

Zusammenstellung der erhobenen Parameter:
1 Mal der Prognose dieser Studie (Zielparameter=abhangige Variable)

1a Uberlebenszeit nach Nephrektomie

1b Rezidivfreie Zeit nach Nephrektomie

2 Prognostische Parameter (unabhangige Variable) dieser Studie
2a Etablierte Parameter: Tumor Stadium (TNM), Malignitatsgrad (Grading)
2b Potentielle Parameter: VEGF

Die Bedeutung der verschiedenen Parameter im Hinblick auf die postoperative
Lebenszeit und die rezidivfreie Zeit wurde nach der Kaplan-Meier Methode mit
log-rank Test (paarweiser Gruppenvergleich n. Cox) und dem Test auf einen

Trend in Gruppen nach Tarone (Tarone 1975) bestimmt.
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Die paarweise Prifung der Abhangigkeit der Parameter wurde mit dem Chi-

Square Test und der Kendall's -Korrellation durchgefuhrt.

Bei erwiesener Abhangigkeit zweier Parameter wurde mit dem Korrellations-
koeffizient der Grad der Abhangigkeit festgestellt und somit die Abhangigkeit
der beiden Parameter untereinander bestimmt. Waren zwei Parameter unter-
einander abhangig, konnten sie nicht direkt in den dritten Test, die multivariaten
Prognoseanalyse aufgenommen werden. Mittels der multiplen Regression nach
dem ,Proportional Harzards" Modell von Cox (Cox, 1972) waren Aussagen uber
die Gewichtung der einzelnen Parameter in Bezug auf Uberlebenszeitraum und
rezidivfreie Zeit zu treffen. Fur die Parameter mit den hochsten Beta-Gewichten
wurden Prognoseindizes berechnet und ihre Qualitat (Sensitivitat und Spezifitat)

mittels einer ,Receiver Operating Characteristic (ROC)“ verglichen.

Bei allen statistischen Tests galt ein Signifikanzniveau von p< 0,05. Alle statisti-
schen Berechnungen erfolgten unter Zuhilfenahme der ,PC MEDAS“-Software
(System zur statistischen und graphischen Datenverarbeitung, Fa. Ch. Grund,

Wirzburg)

In die Studie aufgenommen wurden 119 mannliche Patienten und 81 Patientin-
nen. Das Durchschnittsalter betrug 59,4 Jahre (Minimum 29 Jahre, Maximum
83 Jahre).
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Abb. 4: Altersverteilung der Patienten, die zwischen Februar 1985 und Dezember 1994 an der

Urologischen Klinik der Universitat Wirzburg tumornephrektomiert wurden

3.2.1 Univariate Prognoseanalyse

Unter einem univariaten statistischen Verfahren zur Uberpriifung einzelner Pro-
gnosefaktoren versteht man ein statistisches Verfahren, das die Signifikanz ei-
nes potentiellen prognostischen Parameters Uberpruft, ohne mdgliche Abhan-
gigkeiten bzw. Korrelationen zu anderen prognostischen Parametern zu be-
rucksichtigen. Das am haufigsten angewandte univariate Verfahren zur Signifi-
kanzuberprufung ist der Vergleich von Graphiken nach Kaplan-Meier, auch be-
kannt als ,product limit method“ oder ,life table analysis“. Dazu werden, je nach
Fragestellung zwei statistische Tests benutzt. Der log-rank-Test, auch bekannt
als paarweiser Gruppenvergleich nach Cox (Cox 1972), wird angewandt um
eine Aussage Uber die Unterteilung einer Grundgesamtheit in zwei Gruppen

bezuglich eines potentiellen prognostischen Parameters treffen zu kdnnen.

Der Tarone-Test wird dagegen angewandt, wenn die Grundgesamtheit der zu
untersuchenden Patienten nach der Auspragung des Schweregrades eines Pa-

rameters in mehrere Gruppen unterteilt werden soll und ein Trend in diesen
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Gruppen in Bezug auf den postoperativen Verlauf untersucht werden soll. Dabei
wird Uberpruft, ob die Zunahme oder Abnahme der Auspragung mit einer Ver-
schlechterung oder eine Verbesserung des postoperativen Verlaufs einhergeht.
Im Folgenden werden die einzelnen Faktoren in Bezug auf ihre prognostische

Wertigkeit mit den oben genannten Verfahren Uberpruft.

3.2.2 Bivariate Statistik von VEGF

Untersucht wurde ein potentieller Zusammenhang zwischen VEGF und Alter,
Geschlecht, Tumorstadium, TumorgréfRRe, Grading, Auftreten eines Rezidiv und

Venenbefall im Stadium pTs.

Fur zwei unverbundene Stichproben wurde der Mann-Withney-U-Test (Weil3
1999) verwendet. Bei einer StichprobengrofRe > 2 wurde hingegen der Kruskal-
Wallis-Test (Weill 1999) angewendet. p-Werte kleiner 0,05 wurden als statis-
tisch signifikant, p-Werte kleiner 0,001 als hochsignifikant bewertet.

3.2.3 Grundlagen der multivariaten Prognoseanalyse

Die multivariate Prognoseanalyse ist als Erweiterung der univariaten Analyse zu
verstehen. Auch hier werden potentielle Prognoseparameter auf ihre Aussage-
kraft hinsichtlich der Kriterien Uberlebenszeit und rezidivfreie Zeit liberpriift. Der
Unterschied liegt darin begrundet, dal® bei der multiplen Regression nach dem
Proportional Harzard’s Modell (Cox 1972) nicht nur eine Variable, sondern meh-
rere Variablen gleichzeitig in diesem Testverfahren betrachtet werden konnen.
Weist ein Faktor in der univariaten Statistik eine Signifikanz auf, so kann er
weiterhin in Kombination mit anderen aussagekraftigen Faktoren die Progno-
sefahigkeit der Signifikanz dieser Faktoren verbessern. Laldt der potentiell neue
Faktor in Kombination mit den etablierten Prognosefaktoren eine genauere
Aussage Uber die zu betrachtenden Kriterien zu, so kann man von einer Verfei-
nerung der Aussagekraft dieser Kriterien sprechen. Das Harzard‘s-Modell von
Cox wurde fur die multivariate Prognoseanalyse deshalb gewahlt, da es gegen-

seitige Abhangigkeiten der einzelnen Prognose-Indizes bertcksichtigt. Somit
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wird Information, die bei korrelierenden Variablen mehrfach Berlcksichtigung

finden wirde, nur einmal in die Berechnung mit aufgenommen.

In der vorliegenden Arbeit diente die multivariate Prognoseanalyse dazu, nach-
zuweisen, ob der Faktor VEGF, der sich in der univariaten Statistik als signifi-
kanter Prognosefaktor fiir Uberlebenszeitraum und rezidivfreie Zeit erwiesen
hat, auch in Verbindung mit den etablierten Vorhersagefaktoren T-Stadium und
Grading eine noch genauere Aussage in Hinblick auf Uberlebenszeit und rezi-
divfreie Zeit zulal3t. Dazu wurden in die multiple Regression das T-Stadium, der

Malignitatsgrad und der Faktor VEGF aufgenommen.

3.2.4 Prognoseindizes

Statistisch signifikante Parameter der univariaten Statistik, die in der multivari-
aten Statistik nicht an Aussagekraft verlieren, kdnnen mit Hilfe von Prognosein-
dizes weiter auf ihre statistische Aussagekraft Uberpruft werden. Somit ist eine
bessere Abschatzung eines groReren Teils des Gesamtrisikos eines jeden Pa-
tienten moglich, indem man die Einzelinformation der aufgefuhrten Prognosti-
katoren miteinander kombiniert darstellt. Einer solchen kombinierten Darstel-
lung entspricht der Prognoseindex lj. Der jeweilige Indexwert fur jeden Patien-

ten wird unter Anwendung folgender Gleichung berechnet.

n
lj=exp (201 * Zj)
i=1
bi = Wert von beta des Parameters i aus der multiplen Regression

Zjj = Wert des Parameters i fur den jeweiligen Patienten |

n = Anzahl der Parameter

Es werden jeweils zwei Prognose-Indizes fur jedes der beiden Kriterien der

multiplen Regression (Uberlebensrate und Rezidiv) berechnet. AnschlieRend
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wird mit Hilfe der ,life table analysis“ nach Kaplan-Meier Schema (Kaplan and
Meier 1958) Uberpruft, ob anhand des Prognose-Index des einzelnen Patienten
statistisch signifikante Aussagen Uber den postoperativen Verlauf seiner Er-
krankung moglich sind. Die Patienten mussen in zwei Gruppen fur jedes unter-
suchte Modell aufgeteilt werden. Um den besten Trennwert hinsichtlich Spezi-
fitat und Sensivitat zu finden, wurden die berechneten receiver operating cha-
racteristics (ROC)-Kurven verwendet. Die Index-Qualitat dieser vier berechne-
ten Prognose-Indizes, ihre Sensivitat und ihre Spezifitdt wurde anhand der Me-
thode der errechneten ROC-Kurven beurteilt (siehe Abb. 5 und Abb.6)
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Abb. 5: ROC Kurven Uberlebenszeiten
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Dabei stellt der Flachenwert der Indizes (Flache unter der gekrimmten Linie)

die Qualitat des jeweiligen Index dar. Je groRer die Annaherung des Flachen-

wertes des jeweiligen Index unter der Kurve an den Gesamtwert 1 ist, desto

hoher ist seine Qualitat. Dem entspechend folgt auch eine prazisere Aussage

auf die Uberlebensrate sowie auf die Rezidivfreiheit, die man unter Gebrauch

dieses Index treffen kann. Man erhalt das bestmaogliche Gleichgewicht zwischen

Sensivitat und Spezifitat.

SENSITIVITAT

T-Stadium / Grading

T T
0.4 0.6 0.8

1-SPEZIFITAT

0 0.2

1

SENSITIVITAT

Grading / VEGF
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T
0 0.2

Abb. 6: ROC Kurven Rezidiv
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3.3 Follow-up

Um Aussagen (ber den postoperativen Verlauf und insbesondere die Uberle-
benszeit der Patienten treffen zu konnen, wurden die Hausarzte und be-
treuenden Urologen der Patienten angeschrieben, welche nicht durch die Uro-

logische Poliklinik der Universitat Wurzburg betreut wurden.

Als rezidivfreie Zeit wurde das Zeitintervall definiert, in welchem mit den etab-
lierten bildgebenden Verfahren der Sonographie, Computertomographie und/
oder Skelettszintigraphie keine nachweisbaren Rezidive oder Metastasen nach
dem Zeitpunkt der Operation festgestellt wurden. Die mittlere Beobachtungszeit
betrug funf Jahre zum Zeitpunkt des Abschluss der optischen Auswertung der

Praparate im Juli 1999.
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Abb. 7:  Verteilung der Nachbeobachtungszeiten nach vorangegangener Tumornephrektomie

Bis Juli 1999 entwickelten 30 Patienten (15%) ein Tumorrezidiv, 19 Patienten
(9,5%) verstarben hieran. 13 weitere Tumorpatienten (6,5%) verstarben im glei-
chen Zeitraum an einer anderen, nicht mit ihrem Nierenkarzinom in kausalem

Zusammenhang stehenden Erkrankung.
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Abb. 8: Zeitintervall bis zum Auftreten eines Rezidiv

3.4 Klinische Stadieneinteilung und Histopathologie

Die Einteilung des Tumorstadiums erfolgte entsprechend der TNM-Klassi-
fikation der UICC in der Fassung von 1990 (Spiessl| 1990).

T: Primartumor

T4: Tumor 2,5 cm oder weniger in groRter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere

T,: Tumor mehr als 2,5 cm in gréRter Ausdehnung, begrenzt auf die Niere

Ts: Tumor breitet sich in gréBeren Venen aus und infiltriert Nebenniere und perire-

nales Gewebe, jedoch nicht jenseits der Gerotafascie

Tsa: Tumor infiltriert Nebenniere oder perirenales Gewebe, aber nicht jenseits der

Gerota-Fascie
Ts:  Tumor mit makroskopischer Ausbreitung in Nierenvene(n) oder V. cava

Ts: Tumor infiltriert Gber die Gerotafascie hinaus
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Perirenales Gewebe Perirenales Gewebe

. Gerola-Faszie
Gerota-Faszie

Nierenvene

T4

Perirenales Gewebe

Gerota-Faszie

Abb. 9: Schematische Darstellung der unterschiedlichen T-Stadien gemaf der UICC-
Klassifikation von 1990, die Einteilung der pT-Stadien erfolgt analog der Einteilung der
T-Stadien (Spiessl 1990).

30



NxZ
NoZ

N1Z

N2:

N3:

Regionare Lymphknoten
Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
Keine regionare Lymphknotenmetastasen

Metastase in solitarem Lymphknoten, 2 cm oder weniger in grofdter Aus-

dehnung

Metastase(n) in solitarem Lymphknoten > 2 cm, aber nicht > 5 cm in grofdter
Ausdehnung, oder in multiplen Lymphknoten, keine > 5 cm in gro3ter Aus-

dehnung

Metastasen in Lymphknoten, > 5 cm in grof3ter Ausdehnung

Abb. 10: Schematische Darstellung der unterschiedlichen N-Stadien gemaR der UICC-

Klassifikation von 1990, die Einteilung der pN-Stadien erfolgt analog der Einteilung der
N-Stadien (Spiessl 1990).
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M : Fernmetastasen
Mx: Das Vorliegen von Fernmetastasen kann nicht beurteilt werden
Mo: Keine Fernmetastasen

M4:  Fernmetastasen

Im anglo-amerikanischen Sprachraum ist alternativ zur TNM-Klassifikation die
Stadieneinteilung nach Robson (Robson 1969) gebrauchlich. In der durchge-
fuhrten Studie wurde jedoch ausschlieldlich die Klassifikation der UICC verwen-
det.

Stadieneinteilung des Nierenzellkarzinoms nach Robson:
Stadium | Auf die Niere beschrankter Tumor

Stadium Il Tumorinfiltration in das pararenale oder peripelvine Fettgewebe

innerhalb der Gerotafascie

Stadium IlI Makroskopische Veneninvasion und/oder regionare Lymphkno-

tenmetastasen
Stadium llla Makroskopische Veneninvasion
Stadium lllb  Regionare Lymphknotenmetastasen

Stadium lllc ~ Makroskopische Veneninvasion gemeinsam mit regionaren

Lymphknotenmetastasen

Stadium IV Infiltration von Nachbarorganen oder Fernmetastasen
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Robson TNM
Stadium | T NO MO
Stadium Il T2 NO MO
Stadium I T N1 MO
T2 N1 MO
T3a NO, N1 MO
T3b NO, N1 MO
T3c NO, N1 MO
Stadium IV T4 jedes N MO
jedes T N2, N3 MO
jedes T jedes N M1

Tab. 2:

Vergleichbarkeit der Robson-Klassifikation und des TNM-Systems

Die histopathologische Bestimmung der Tumorpraparate erfolgte post-operativ

im Pathologischen Institut der Universitat Wurzburg. Gemal den Richtlinien der

Weltgesundheitsorganisation WHO wurde der Malignitatsgrad bestimmt

(Helpap 1992).

Gl

Gll

Gl

hochdifferenzierte Tumore
mafig differenzierte Tumore

schlecht differenzierte / undifferenzierte Tumore
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3.5 Herstellung der immunhistochemisch gefarbten Schnitte

3.5.1 Allgemeines uber Antikorper

Grundsatzlich unterscheidet man monoklonale und polyklonale Antikorper. Zur
Gewinnung monoklonaler Antikorper werden fast ausschlieBlich Mause, zur
Herstellung polyklonaler Antikorper werden vor allem Kaninchen herangezogen.
Polyklonale Antikorper stammen von verschiedenen Plasmazellen ab. Daher
sind sie auch nicht nur gegen ein einziges Epitop eines Antigen gerichtet, son-

dern reagieren mit unterschiedlichen Epitopen des Antigens.

Gepoolte Antikdrper aus vielen Kaninchen geben kaum Anlal® zu qualitativen
Chargenvarianzen im Gegensatz zu Pools, die durch nur wenig gro3e Tiere

gewonnen werden.

Monoklonale Antikdrper hingegen werden von einem einzigen Plasmazellklon
gebildet und sind spezifisch gegen ein Epitop gerichtet. Hieraus resultiert ihr

Vorteil gegenuber polyklonalen Antikorpern: inre hohe Spezifitat.

Die Spezifitat kann jedoch verloren gehen, wenn der Antikdrper gegen eine
Struktur gerichtet ist, die sich bei verschiedenen Antigenen findet (Kreuzreakti-
vitat). Die Kreuzreaktivitat eines polyklonalen Antiserums kann durch Absorpti-
on vermieden werden, nicht jedoch die Kreuzreaktivitat eines monoklonalen

Antikorpers.

3.5.2 Avidin-Biotin-Methode

Zum sichtbaren Nachweis eines definierten Zellbestandteiles bedient man sich
immunhistochemischer Farbemethoden. In der vorliegenden Arbeit findet die

Avidin-Biotin-Methode Anwendung.

Diese Technik nutzt die starke Affinitdt von Avidin oder Streptavidin fur Biotin.
Zur Zeit finden zwei verschiedene Avidin-Biotin-Farbungen Anwendung: die
Avidin-Biotin-Komplexmethode = ABC sowie die markierte Avidin-Biotintechnik

= labelled avidin-biotin technique = LAB.
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Abb. 11: Schematische Darstellung der Avidin/Biotin-Methoden: vorgeformte Avidin-Biotin-
Enzymkomplexe (ABC) oder enzymmarkiertes Avidin (LAB) reagieren mit biotinylier-
ten Sekundarantikdrpern. (Naish 1989).

Als erstes wird der Primarantikorper auf den Gewebeschnitt inkubiert. Dieser
Primarantikorper ist gegen das Gewebsantigen, welches nachgewiesen werden
soll, gerichtet und bildet mit diesem einen AG-AK-Komplex. Dann wird ein bioti-
nylierter Zweitantikorper (= Bricken- oder Linkantikorper) zugefugt. Die Biotiny-
lierung ist ein schonender Vorgang, wobei Biotin kovalent an den Antikdrper
gebunden wird. Der Sekundarantikdrper reagiert mit dem Primarantikorper,
welcher nun das korrespondierte Antigen darstellt. Im nachsten Schritt wird ein

vorgeformter Avidin-Biotin-Enzymkompelx (ABC) bzw. enzymmarkiertes Avidin
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(LAB) appliziert. Freie Bindungsstellen am Avidin des Avidin-Biotin-Komplexes
oder des emzymgekoppelten Avidins binden an das Biotin des Brickenantikor-
pers an. Dieser muf nicht im Uberschul® zugesetzt werden, da freie Fab-Arme
zur Bindung nicht benodtigt werden. Im letzten Schritt wird eine chromogene

Substratldsung solange inkubiert bis die gewlnschte Farbintensitat erreicht ist.

Vorteile dieser Methode sind eine hohere Sensitivitat im Vergleich zu den di-
rekten Farbemethoden und eine Signalverstarkung, da mehrere Antikdrper so-
wohl am Primar-, als auch am Sekundarantikdrper gebunden werden (Naish
1989).

3.5.3 Technik der Antikbrpermarkierung

Zu Beginn wurden von den in Formalin fixierten und in Paraffin eingebetteten
Nierentumorgeweben mittels Mircrotom 5 pym dicke Schnitte angefertigt und auf
die Objekttrager gezogen. Zum Entparaffinieren wurden die Praparate je 15
Minuten in Xylol, Aceton und in einem Aceton/Trispuffergemisch, Verhaltnis 1: 2

gelegt. Im Anschluf} erfolgte eine kurze Spulung mit TrisHCL-Puffer.

Das Tris-HCL-Pufferrezept:4,5 g Tris, 34,25 g Tris-HCL und 43,9 g NaCl auf 5 |

Aqua dest. aufgeflllt und auf einen pH von 5,6 eingestellt.

Danach wurden die Praparate fur 10 Minuten in eine 3% H202- LOsung gestellt
und anschlieflend in der Mikrowelle bei 600 Watt in einem Citratpuffer (pH 6) 20
Minuten gekocht. Der Citratpuffer besteht aus zwei Stammlésungen, der
Stammldsung A aus 21,01 g (0,1 M) Zitronensaure in 1000 ml Aqua dest., und
der Stammldésung B aus 28,41 g (0,1 M) Natriumcitrat in 1000 ml Aqua dest..
Der angewandte Puffer enthalt 9 ml Stammlésung A und 41 ml Stammldsung B,

aufgefullt auf 500 ml Aqua dest..

AnschlieBend erfolgte die Antikdrperbehandlung. Der Primarantikérper VEGF
(A 20): cat# sc-152, Hersteller Santa Cruz Biotechnology, CA, USA, Inc. (von

Kaninchen) wurde mit der RPMI- Losung 1:300 verdunnt und 60 Minuten in eine
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feuchte Kammer bei 20 Grad Celsius inkubiert. Die RPMI 1640 Losung setzt
sich aus 5 ml RPMI 1640, 5 ml fetalem Kalber-/ Rinderserum (Seromed Bio-
chrom KG, Berlin) und 45 ml Aqua dest. Zusammen. Jetzt wurde mit Tris-HCL-
Puffer gespult, und nach Applikation des mit RPMI 1: 25 verdlinnten Brucke-
nantikorper, 30 Minuten inkubiert. Nach einem erneuten Spulvorgang mit
Trispuffer wurde der Avidin/Streptavidin-Komplex (strept ABComplex/HRP, Da-
ko) als Fertigkit auf die Gewebeproben mit einer 30 minutigen Inkubationszeit
aufgetragen. Nach erneuter grindlicher Spulung mit Trispuffer inkubierten wir

das Substrat-Chromogen-Reagenz DAB (bernsteinfarben) fur 5 Minuten.

Eine Gegenfarbung mit Hamatoxylin nach Mayer erfolgte nach einem letzten

Spulvorgang um die Zellkerne farblich Ubersichtlich hervorzuheben.

Die Eindeckung der Gewebsschnitte in Glyceringelatine stellte den letzten Zu-

bereitungsschritt der Proben dar.

3.5.4 Mikroskopisches Auszahlen der Praparate

Die Praparate der Nierenzellkarzinome wurden durch zwei unabhangige Unter-

sucher (MTA und Verfasserin) unter gleichen Bedingungen ausgewertet.

Das Mikroskop Leica Orthoplan der Firma Leitz wurde bei den Untersuchungen

eingesetzt.

Mittels eines 10 x 10 Feldrasters mit einer Gesamtflache von 0,9 mm? erfolgte
das Auszahlen. Ausgewertet wurden 50 Gesichtsfelder an drei verschiedenen
Lokalisationen des Nierenzellkarzinoms. Innerhalb des Gesichtsfeldes wurden
die VEGF-positiven Zellen (bernsteinfarbenens Cytoplasma) und Tumorzellen
auf den Schnittpunkten der Rasterachsen ausgezahlt. Die Auswahl der Tumor-
areale erfolgte zufallig. Mit dem 1:25 Objektiv wurden die Praparate ausgewer-
tet. Die VergrofRerung entsprach 10 (Okular) x 1,5 (Tubus) x 25 (Objektiv) d.h.

einer 375-fachen Vergroferung.
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Schlieldlich wurde das prozentuale Verhaltnis der VEGF-positiven Zellen zu der
Gesamtzahl der Tumorzellen berechnet. Dieses Verhaltnis erklart die Hohe der

Expression von VEGF im vorliegenden Tumorgewebe.

Abb. 12: Representatives Tumorareal bei 375-facher Vergréferung, im gekennzeichneten Be-

reich zeigt sich eine hohe VEGF-Expression im Cytoplasma.
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4. Ergebnisse

4.1 Statistische Analyse
4.1.1 Univariate Analyse
41.1.1 T-Stadium

Von den 200 Patienten dieser Studie wurden nach der TNM Stadien-
Klassifizierung gemall UICC (1990) 19 Patienten (9,5%) dem Stadium pT4, 126
Patienten (63%) dem Stadium pT, und 55 Patienten (27,5%) dem Stadium pT;

zugeordnet.

Die 55 Patienten des Stadium pTs gliederten sich in die Unterklassen pTs, (15
Patienten (27%)) und pT3, (40 Patienten (73%)) auf. Im angegebenen Zeitraum

ging kein Patient mit einem pT4-Tumor in die Studie ein.

140
: 126

120

100

80

60
40

40

Anzahl der Patienten

19

an

>

20

pT1l pT2 pT3a pT3b pT4

Tumorstadium geman UICC

39



Das T-Stadium erwies sich als statistisch signifikanter Parameter in Bezug auf
die Prognose sowohl fir die Uberlebenszeit (p = 0,0026**), als auch fir die re-
zidivfreie Zeit (p = 0,00001***) nach OP der Patienten. Das Kaplan-Meier Ver-
fahren ergab 10 Jahres-Uberlebensraten fiir das Stadium pT; von 100%. Pati-
enten im Stadium pT, uUberlebten 10 Jahre zu 91,8%, wahrend Patienten im
Stadium pT3 zu 67,7% Uberlebten.

Uberlebnsrate

Stadium |
0.9 4 Stadium Il
0.8
0.
Stadium 11l

Q.6 { St H+ila+ilb)

0 1 2 3 1 5 6 7 8 9 10

Abb. 14: Uberlebensrate als Funktion der Zeit bezogen auf das T-Stadium geman UICC von
1990, Tarone Test p = 0,0026**

Durch das gleiche Verfahren konnte auch ein hochsignifikanter Zusammenhang

(p=0,00001***) zwischen rezidivfreier Zeit und Tumorstadium gezeigt werden.

Im Stadium pT; zeigte kein Patient nach 10 Jahren ein Rezidiv, im Stadium pT>
zeigte sich eine Rate fur Rezidivfreiheit zu 91,6% wahrend im Stadium pTs nur

21,4% der Patienten ohne Rezidiv blieben.
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Abb. 15: Rezidivfreie Patienten als Funktion der Zeit bezogen auf T-Stadium. Tarone Test p =
0,000010***

4.1.1.2 Malignitatsgrad (Grading)

Nach der histologischen Malignitatsgrad-Bestimmung (n = 200) fanden sich 18
Patienten (9%) mit G | Tumoren. 160 Patienten (80%) wiesen einen G Il Tumor
auf, G lll Tumore wurden bei 22 Patienten (11%) diagnostiziert. Der Maligni-
tatsgrad stellte sich als prognostischer Parameter statistisch signifikant heraus,
sowohl fir den betrachteten Uberlebenszeitraum von 10 Jahren (p = 0,0039**),
als auch fur die rezidivfreie Zeit der Patienten nach Operation (p = 0,000018***).
Das Kaplan-Meier Verfahren ergab 10 Jahresuberlebensraten von 94,1% flr
Patienten mit einem G | Tumor, 84,8% fur Patienten mit einem G Il Tumor und
53.3% fur Probanden der Studie mit einem G Ill Tumor. Analog liel3 sich zeigen,
dal’ 94,1% der Patienten mit einem G | Tumor, 64,0% der Patienten mit einem
G Il Tumor und 0% der Tumor G Il Patienten nach 10 Jahren nach der Opera-

tion noch rezidivfrei waren.
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Abb. 16: Uberlebensrate als Funktion der Zeit, bezogen auf Grading. Tarone Test p = 0,0039**
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Abb.17: Rezidivireie Patienten als Funktion der Zeit, bezogen auf Grading. Tarone Test p =
0,000018***
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4.1.1.3 VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Um VEGF auf eine statistische Prognose hin zu bewerten, wurde der Parame-
ter anhand des Medianwertes untersucht. Dieser ergab einen Wert von 15 als
Trennwert der beiden Klassen fur VEGF. Die Klassifizierung erwies sich aber
weder fir die Uberlebensrate (p = 0,078), noch fiir die rezidivfreie Zeit (p =
0,010%) als statistisch signifikanter Prognoseparameter. Weiterhin wurde fur
VEGF eine Receiver-Operating-Charakteristik (ROC) durchgefuhrt. Hierbei wird
beurteilt, ob ein negativer Befund als solcher erkannt wird (Spezifitat) und wie
haufig falsch positive Ergebnisse auftreten (Sensivitat). Das beste Verhaltnis
zwischen Spezifitdt und Sensivitat, der point of cut = 20, wurde bei VEGF als
Grenze zwischen den zwei Klassen eingesetzt und hierbei eine Uberlebenstafel
in Abhangigkeit der VEGF-Konzentration im Tumorgewebe mit dem log-rank-
Test errechnet. Klasse | (VEGF point of cut <20) und Klasse Il (VEGF point of
cut >20). Somit konnten 128 Patienten (63,3%) der VEGF Klasse | und 72 Pati-
enten (35,6%) der VEGF Klasse Il zugeordnet und in Bezug auf ihre postopera-
tive Uberlebens-Prognose sowie auf die rezidivfreie Zeit post operationem ver-
glichen werden. VEGF erwies sich hier als signifikanter Prognoseparameter fur
die Uberlebenszeit (p = 0,0039**), als auch als hochsignifikanter Prognosepa-
rameter fur die rezivfreie Zeit (p = 0,00007***). Mit der Kaplan-Meier Methode
(Kaplan and Meier 1958) konnten fur den Untersuchungszeitraum der Studie
von 10 Jahren nach der Operation ermittelt werden, daflk 91,4% der Patienten
der VEGF Klasse | und 71,5% der Patienten der VEGF Klasse Il noch am Le-
ben waren. Rezidivfrei waren zehn Jahre nach der Operation in der VEGF
Klasse | noch 73,7% und in der VEGF Klasse Il 45,4% der Patienten.
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Abb. 18: Uberlebensrate als Funktion der Zeit, bezogen auf VEGF Klassen mit point of cut = 20
Log rank Test p = 0,0039**
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Abb. 19: Rezidivfreie Patienten als Funktion der Zeit, bezogen auf VEGF-Klassen mit point of
cut = 20, Log rank Test p = 0,000070***
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Prognose- Gruppen- Anzahl der Fille | Uberlebenszeit | Rezidiv-freie

[FETEIIE trennung pro Gruppe (p-Wert) Zeit (p-Wert)

T-Stadium pT4-pT2-pTs 19/126/55 0,0026** 0,00001***

Grading -11-11 18/160/22 0,0039** 0,000018***

VEGF <=15 96 0,078 0,010*
>15<100 104

VEGF <=20 129 0,0039** 0,00007***
>20 71

Tab. 3: p ermittelt aus Kaplan-Meier-plots (log-rank-Test bzw. Test auf einen Trend in Grup-
pen nach Tarone) *=p<0,05, **=p<0,01, ***=p<0,001

Tab. 4: Statistische Basiswerte der Variable VEGF

VEGF Wert
Mittelwert 19,73
Standardabweichung 18,57
Standardfehler 1,31
Anzahl 200
Minimum ,00
Maximum 93,20
Fehlende Daten 0
Varianz 344,91
Range 93,20
Summe 3946,01
Quadratsumme 146492,10
Skewness 1,62
Kurtosis 2,99
Median 15,65
Modus ,20
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4.1.2 Bivariate Prognose

Untersucht wurde ein potentieller Zusammenhang zwischen VEGF und Alter,

Geschlecht Tumorstadium, TumorgréfRe, Grading, Auftreten eines Rezidiv und

Venenbefall im Stadium pTs.

Fur zwei unverbundene Stichproben wurde der Mann-Withney-U-Test (Weil3

1999) verwendet. Bei einer StichprobengrofRe > 2 wurde hingegen der Kruskal-

Wallis-Test (Weill 1999) angewendet. p-Werte kleiner 0,05 wurden als statis-

tisch signifikant, p-Werte kleiner 0,001 als hochsignifikant bewertet. Im Folgen-

den werden die einzelnen Testergebnisse tabellarisch und graphisch darge-

stellt.

VEGF versus Test p-Wert
Alter Kuskal-Wallis 0,6161
Geschlecht Mann-Withney 0,0451
pT Kuskal-Wallis 0,0115
Grading Kuskal-Wallis 0,0040
GroRe Kuskal-Wallis 0,0077
Rezidiv Mann-Withney 0,0023
Veneninfiltration Mann-Withney 0,1322
Status (NED vs. DOD) Mann-Withney 0,0339

Tab. 5: Test auf Signifikanz VEGF versus mehrere Parameter, signifikante Ergebnisse sind

grau schattiert dargestellt
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Abb. 20: VEGF und Tumorstadium gemaR UICC; Kruskal-Wallis Test: p<0,05
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Abb. 21: VEGF und Grading; Kruskal-Wallis Test: p<0,05
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Abb. 22: VEGF und Tumorgrofie; Kruskal-Wallis-Test: p<0,01
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Abb. 23: VEGF und Auftreten eines Tumorrezidiv im Verlauf; Mann-Withney Test: p<0,01
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Abb. 24: VEGF und Todesursache; Mann-Withney-Test Test: p<0,05

4.1.3 Multivariate Prognoseanalyse

4.1.3.1 T-Stadium und Grading

Als Grundlage fur die folgenden Berechnungen wurde die multiple Regression
zunachst mit den etablierten Prognosefaktoren T und Grading durchgefuhrt.
Dieses Modell war erwartungsgemaf sowohl fir das Kriterium Uberlebenszeit
(p = 0,00031***) als auch fur das Kriterium rezidivfreie Zeit (p = 0,00000***)
hoch signifikant. Dabei gibt das beta-Gewicht firr die Uberlebenszeit Auskunft
uber den EinfluR des einzelnen Parameters auf die prognostische Bedeutung
des Gesamtmodells. Bei T (beta = 1,095) und Grading (beta = 1,158) sind die
Gewichte annahernd gleich verteilt. p (beta) wiederum gibt an, ob das beta-
Gewicht der einzelnen Parameter signifikant ist und dadurch einen Beitrag zur
Aussagekraft des Parameters auf die Uberlebenszeit und die rezidivfreie Zeit
leisten kann. Beide Variablen T (p (beta) = 0,019*)und Grading (p (beta) =
0,018%) tragen somit mit gleich hoher Signifikanz, bei einem Signifikanzniveau

von 0,05 zur Aussagekraft auf die Uberlebenszeit und rezidivfreie Zeit bei.
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T-Stadium / Grading Uberlebenszeit Rezidivireie Zeit
Variable beta p (beta) beta p (beta)
T-Stadium 1,095 0,019* 1,336 0,00071***
Grading 1,158 0,018* 1,387 0,00054***

P (gesamt) = 0,00031*** P (gesamt) = 0,00000***

Tab. 6: Multiple Regression berechnet fiir das Modell T und Grading — getrennt im Hinblick
auf die Uberlebensrate und die rezidivfreie Zeit

Beta: Das beta-Gewicht gibt Auskunft Gber den EinfluR des einzelnen Parameters auf die prog-
nostische Bedeutung des Gesamtmodells.

P (beta): p (beta) stellt die statistische Signifikanz des berechneten beta-Gewichts dar. P (beta)
entspricht nicht dem p aus der univariaten Prognoseanalyse.

P (gesamt): p (gesamt) bezeichnet die statistische Signifikanz des Gesamtmodells.

Das Signifikanzniveau betragt < 0,05.

4.1.3.2 T-Stadium und VEGF

Bei der Berechnung der multiplen Regression der Prognosefaktoren T-Stadium
und VEGF ergeben sich sehr unterschiedliche Ergebnisse. Dieses Modell war
ebenfalls fir das Kriterium Uberlebenszeit (p = 0,00024***) als auch fiir das
Kriterium rezidivfreie Zeit (p = 0,00000***) hoch signifikant. Betrachtet man aber
das beta-Gewicht fir die Uberlebenszeit und die rezidivfreie Zeit, so ist festzu-
stellen, dald die Auskunft Uber den EinfluR des einzelnen Parameters auf die
prognostische Bedeutung des Gesamtmodells im wesentlichen vom T-Stadium
(beta = 1,172 / 1,489 ) abhangt. VEGF (beta = 0,024 / 0,023) hat nur ein gerin-
gen Einflul3 auf die prognostische Bedeutung. p (beta) wiederum, das die Signi-
fikanz des beta-Gewichtes widerspiegelt, zeigt sowohl fur das T-Stadium (p
(beta) = 0,011*/ 0,00013***) und VEGF (p (beta) = 0,0095**/ 0,0026***) eine
hohe Signifikanz, bei einem Signifikanzniveau von 0,05. Somit tragt VEGF mit
geringem EinfluR, signifikant auf die Aussagen zu Uberlebenszeit und rezi-

divfreier Zeit bei.
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T-Stadium / VEGF Uberlebenszeit Rezidivfreie Zeit
Variable beta p (beta) beta p (beta)
T-Stadium 1,172 0,011* 1,489 0,00013***
VEGF 0,024 0,0095** 0,023 0,0026***

P (gesamt) = 0,00024*** P (gesamt) = 0,00000***

Tab. 7: Multiple Regression berechnet fiir das Modell T und VEGF — getrennt im Hinblick auf

die Uberlebensrate und die rezidivfreie Zeit

Beta: Das beta-Gewicht gibt Auskunft Gber den EinfluR des einzelnen Parameters auf die prog-
nostische Bedeutung des Gesamtmodells.

P (beta): p (beta) stellt die statistische Signifikanz des berechneten beta-Gewichts dar. P (beta)
entspricht nicht dem p aus der univariaten Prognoseanalyse.

P (gesamt): p (gesamt) bezeichnet die statistische Signifikanz des Gesamtmodells.

Das Signifikanzniveau betragt < 0,05.

4.1.3.3 Grading und VEGF

Bei der Berechnung der multiplen Regression der Prognosefaktoren Grading
und VEGF ergeben sich ahnlich unterschiedliche Ergebnisse wie bei T-Stadium
und VEGF. Dieses Modell war ebenfalls fir das Kriterium Uberlebenszeit (p =
0,00036***) als auch fur das Kriterium rezidivfreie Zeit (p = 0,00000***) hoch
signifikant. Betrachtet man das beta-Gewicht fir die Uberlebenszeit und die
rezidivfreie Zeit, so ist festzustellen, dafd die Auskunft Uber den Einflu® des ein-
zelnen Parameters auf die prognostische Bedeutung des Gesamtmodells vor-
wiegend bei Grading (beta = 1,337 / 1,720) liegt. VEGF (beta = 0,025 / 0,026)
hat nur einen geringen Einflu auf die prognostische Bedeutung. p (beta) wie-
derum, das die Signifikanz des beta-Gewichtes widerspiegelt, zeigt sowohl flr
Grading (p (beta) = 0,0060**/ 0,00001***) und VEGF (p (beta) = 0,0074**/

0,0013**) eine hohe Signifikanz , bei einem Signifikanzniveau von 0,05. Somit
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tragt VEGF mit geringem EinfluR signifikant auf die Aussagen zu Uberlebens-

zeit und rezidivfreier Zeit bei.

Grading / VEGF Uberlebenszeit Rezidivfreie Zeit

Variable beta p (beta) beta p (beta)
Grading 1,337 0,0060** 1,720 0,00001***
VEGF 0,025 0,0074** 0,026 0,0013**

P (gesamt) = 0,00036***

P (gesamt) = 0,00000***

Tab. 8: Multiple Regression berechnet fir das Modell Grading und VEGF — getrennt im Hin-

blick auf die Uberlebensrate und die rezidivfreie Zeit

Beta: Das beta-Gewicht gibt Auskunft Gber den EinfluR des einzelnen Parameters auf die prog-
nostische Bedeutung des Gesamtmodells.

P (beta): p (beta) stellt die statistische Signifikanz des berechneten beta-Gewichts dar. P (beta)

entspricht nicht dem p aus der univariaten Prognoseanalyse.

P (gesamt): p (gesamt) bezeichnet die statistische Signifikanz des Gesamtmodells.

Das Signifikanzniveau betragt < 0,05.
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4.1.3.4 T-Stadium, Grading und VEGF

Bei der Errechnung der drei Prognosefaktoren T-Stadium, Grading und VEGF
folgt das Ergebnis dem Trend der vorangegangenen Ergebnisse. Dieses Modell
war ebenfalls fir das Kriterium Uberlebenszeit (p = 0,00014***) als auch fir das
Kriterium rezidivfreie Zeit (p = 0,00000***) hoch signifikant. Betrachtet man das
beta-Gewicht fur die Uberlebenszeit und die rezidivfreie Zeit, so ist festzustel-
len, dal® die Auskunft Uber den Einfluld des einzelnen Parameters auf die prog-
nostische Bedeutung des Gesamtmodells vorwiegend bei den etablierten Fak-
toren T-Stadium (beta = 0,952 / 1,223) und Grading (beta = 1,002 / 1,313) liegt.
VEGF (beta = 0,021 / 0,021) hat ein geringeren Einflu® auf die prognostische
Bedeutung. p (beta) wiederum, das die Signifikanz des beta-Gewichtes wider-
spiegelt, zeigt sowohl fur T-Stadium (p (beta) = 0,045*/ 0,0020**) Grading (p
(beta) = 0,046*/ 0,0012***) und VEGF (p (beta) = 0,026* / 0,0074**) eine hohe
Signifikanz, bei einem Signifikanzniveau von 0,05. Somit tragt VEGF auch im
Vergleich mit den etablierten Prognostikatoren T-Stadium und Grading, nur in
geringerem MalRe zu einer verbesserten Aussage hinsichtlich Uberlebenszeit
und rezidivfreier Zeit bei. Wir kdbnnen hier von einer Verfeinerung der Analyse-

ergebnisse durch VEGF sprechen.

TNM / Grading / VEGF Uberlebenszeit Rezidivfreie Zeit
Variable beta p (beta) beta p (beta)
T-Stadium 0,952 0,045* 1,223 0,0020**
Grading 1,002 0,046* 1,313 0,0012**
VEGF 0,021 0,026* 0,021 0,0074**
P (gesamt) = 0,00014*** P (gesamt) = 0,00000***

Tab.9  Multiple Regression berechnet fir das Modell T-Stadium ,Grading und VEGF — ge-
trennt im Hinblick auf die Uberlebensrate und die rezidivfreie Zeit
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4.1.4 Prognoseindizes fir Uberleben und Rezidiv

Bei der Errechnung von Prognoseindizes fiir das Uberleben ist eine VergroRe-
rung der Flache unter der Kurve festzustellen, wenn zu den etablierten Progno-
sefaktoren T-Stadium und Grading ( Flache = 0,757260 ) noch die VEGF-Werte
ermittelt worden sind (Flache = 0,8085199). Diese Aussage trifft in gleichem
Malie fur die Errechnung von Prognoseindizes fur die rezidivfreien Zeit zu. Die
Flache der etablierten Faktoren T-Stadium und Grading von 0,8089147 vergro-
Rerte sich durch Hinzunahme der VEGF-Werte fur den rezidivfreien Zeitraum
auf 0,8417647.

Prognose-Index Flache Sensivitiat | Speazifitat Index-Wert
Uberleben

T-Stadium / Grading | 0,757260 68,42% 72,13% <90,559 vs = 90,559
Uberleben

T-Stadium / VEGF 0,7906368 68,42% 71,27% <29,254 vs 2 29,254
Uberleben

Grading / VEGF 0,7400407 73,68% 66,85% <25,191 vs 225,191
Uberleben

T-Stadium / Grading / | 0,8085199 73,68% 69,06% <129,295 vs 129,295
VEGF

Rezidiv

T-Stadium / Grading | 0,8089147 76,76% 76,16% <231,829 vs 231,829
Rezidiv

T-Stadium / VEGF 0,8268627 73,33% 74,11% <52,826 vs 252,826
Rezidiv

Grading / VEGF 0,7556863 70,00% 71,18% <57,455 vs 257,455
Rezidiv

;I'I-ESé?:dium | Grading / | 0,8417647 76,67% 74,12% <542,995 vs 2542,995

Tab. 10: Flachenwerte der erstellten Prognose-Indizes aus ROC-Kurven

Der Flachenwert (Flache unter der gekriimmten Linie) der Indizes dieser Tabelle gibt
die Qualitat des jeweiligen Index wieder. Je naher der Flachenwert des jeweiligen In-
dex bei 1 liegt, desto héher seine Qualitat und desto praziser die Aussage, die man
unter Gebrauch dieses Index treffen kann.

Der Indexwert gibt den arithmetischen Wert bzw. Werte des jeweiligen Index an, fur
den bzw. die das beste Gleichgewicht zwischen Sensivitat und Spezifitdt in den ROC-
Kurven erreicht wird.
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4.1.4.1 Uberlebensprognose-Index T-Stadium / Grading

Der Uberlebensprognose-index wurde aus den Parametern T-Stadium und
Grading nach der Gleichung A (siehe Seite 25) berechnet (n = 200). Es erge-
ben sich Index-Werte zwischen 90,559 und 861,78. Die besten Trennwerte, die
das Patientenkollektiv in Gruppen mit guter und schlechter Prognose aufteilen,
wurden unter Zuhilfenahme der Receiver Operating Characteristics (ROC)-
Kurven ermittelt. Unter Anwendung des Log-rank Tests erwies sich der Uberle-
bensprognose-Index als statistisch hoch signifikanter Prognostikator (p =
0,00083***). Patienten in der Indexklasse | mit einem Prognose-Index Wert von
< 90,559 (68% der Patienten) Uberlebten zu 93,8% die ersten zehn Jahre post
Op. Patienten in der Indexklasse Il mit einem Prognose Index = 90,559 (32%

der Patienten) zu 67,9% die ersten zehn Jahre nach der Operation.

0.8 4 = Indexklasse Il

0.7 -

0.3 4
0.2 4

0.1 4

0

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
ZEIT

Abb. 25: Uberlebensrate als Funktion der Zeit bezogen auf den Uberlebens-Prognose-Index

von T-Stadium und Grading
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4.1.4.2 Uberlebensprognose-Index T-Stadium / Grading / VEGF

Der Uberlebensprognose-index wurde aus den Parametern T-Stadium und
Grading und VEGF nach der Gleichung A (siehe Seite 25) berechnet (n = 200).
Es ergeben sich Index-Werte zwischen 129,29 und 2277,9. Die besten Tren-
nungswerte, die das Patientenkollektiv in Gruppen mit guter und schlechter
Prognose aufteilen, wurden unter Zuhilfenahme der Receiver Operating Cha-
racteristics (ROC)-Kurven ermittelt. Unter Anwendung des Log-rank Tests er-
wies sich der Uberlebensprognose-Index als statistisch hoch signifikanter
Prognostikator (p = 0,00057***). Patienten mit einem Prognose-Index Wert von
< 129,29 (Indexklasse ) Uberlebten zu 94,2% die ersten zehn Jahre post op.
Patienten in der Indexklasse Il mit einem Prognose-Index = 129,29 zu 67,09%

die ersten zehn Jahre nach der Operation.

Daraus laRt sich mit einer Fehlerwahrscheinlichkeit < 5% ableiten, dal} Patien-
ten mit einem Prognose-Indexwert | von <129,29 (64,3% der Patienten) nur ein
sehr geringes Risiko besitzen, innerhalb der ersten zehn Jahre nach Nephrek-

tomie tumorbedingt zu versterben.

Indexklasse |

4 LY
0.8 - N Indexklassell
1 ‘

ZEIT

Abb. 26: Uberlebensrate als Funktion der Zeit bezogen auf den Uberlebens-Prognose-Index
von T-Stadium, Grading und VEGF
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4.1.4.3 Rezidiv-Prognose-Index T-Stadium / Grading

Der Rezidiv-Prognose-Index fur T-Stadium und Grading wurde unter Nutzung
der Gleichung A (siehe S. 25) (n = 200) berechnet. Es ergaben sich Indexwerte
zwischen 231,83 und 3529,8. Die besten Trennungswerte, die das Patienten-
kollektiv in eine Gruppe mit guter und schlechter Prognose aufteilen, wurde
unter Zuhilfenahme der ROC-Kurven ermittelt. Unter Anwendung des log-rank
Tests erwies sich der Rezidiv-Prognose-Index als statistisch hoch signifikant (p
= 0,000059***). Patienten der Indexklasse | mit einem Wert < 231,83 (73% der
Patienten) bekamen in den ersten zehn Jahren nach Nephrektomie zu 94,2%
kein Rezidiv. Dagegen bekommen 27% der Patienten mit einem Rezidiv-
Prognose-Index = 231,83 (Indexklasse Il) zu 74% in zehn Jahren post operatio-

nem ein Rezidiv.
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Abb. 27: Uberlebensrate als Funktion der Zeit bezogen auf den Rezidiv-Prognose-Index von T-

Stadium und Grading
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4.1.4.4 Rezidiv-Prognose-Index T-Stadium / Grading / VEGF

Der Rezidiv-Prognose-Index fur T-Stadium Grading und VEGF wurde unter
Nutzung der Gleichung A (siehe S. 25) (n = 200) berechnet. Es ergaben sich
Indexwerte zwischen 91 und 569,86. Die besten Trennungswerte, die das Pati-
entenkollektiv in eine Gruppe guter und schlechter Prognose aufteilen, wurde
unter Zuhilfenahme der ROC-Kurven ermittelt. Unter Anwendung des log-rank
Tests erwies sich der Rezidiv-Prognose-Index als statistisch hoch signifikant ( p
= 0,000002***). Patienten inder Indexklasse | mit einem Wert <91 (68% der Pa-
tienten) bekamen in den ersten zehn Jahren nach Nephrektomie zu 93,4% kein
Rezidiv. Dagegen bekommen 32% der Patienten in der Indexklasse Il mit einem
Rezidiv-Prognose-Index =291 zu 80% in zehn Jahren post operationem ein Re-

zidiv
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Abb. 28: Uberlebensrate als Funktion der Zeit bezogen auf den Rezidiv-Prognose-Index von T-
Stadium, Grading und VEGF
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5. Diskussion

5.1  Tumorstadium als Prognosefaktor

Gebrauchliche Staging-Systeme flir das Nierenzellkarzinom sind die Klassifi-
kation nach Robson (Robson 1969) fur den anglo-amerikanischen Bereich und
die in Europa verwendete Einteilung gemal} den Richtlinien der UICC (Spiessl
1990).

Ubereinstimmend zeigen mehrere Autoren einen klaren, statistisch hochsigni-
fikanten Zusammenhang zwischen Tumorstadium und der 5-Jahresuberlebens-
rate, dieser Effekt ist in beiden Klassifikationssystemen nachweisbar (s. Tab.
11).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen bezogen auf 200 Patienten eine
5-Jahres-Uberlebenswahrscheinlichkeit von 100% bei Vorliegen eines pT1-
Tumors, von 92% im Stadium pT2 und von 68% bei einem pTs-Tumor. Aussa-
gen zu Patienten im Stadium pT4 kdnnen nicht gemacht werden, da diese Pati-
enten nicht erfalt wurden. Die gefundenen Ergebnisse stimmen mit publizierten
Daten uberein. (Hermanek 1989) (Helpap 1987) (Giberti 1997) (van der Poel
1994)

Autor n Prognose Prognose Prognose Prognose

pT1 pT2 pT3 pT4
(Hermanek and Giedl 1989) 861 6 50 16
(Helpap 1987) 140 100 91 68 50
(Giberti, Oneto et al. 1997) 328 91 71 70 -
(van der Poel 1994) 121 67" 82* 59* 29*
eigene Arbeit 200 100 92 68 -
(Weingartner 1999)

Tab. 11:

Zusammenhang zwischen Tumorstadium und 5-Jahresiiberlebensrate, Angaben in Pro-

zent (Einteilung nach TNM gemiR UICC); * nur 3-Jahres-Uberlebensrate angegeben.




Autor Prognose Prognose Prognose Prognose
Stadium | Stadium Il Stadium Il Stadium IV

(Robson, Churchill et al. 88 66 64 42 11

1969)

(Skinner, Colvin et al. 309 65 47 51 8

1971)

(Selli 1983) 115 93 63 80 13

(Golimbu, Joshi et al. 326 88 67 40 2

1986)

(Dinney 1992) 314 73 68 51 20

(McNichols 1981) 506 67 51 33,5 13,5

Tab. 12: Zusammenhang zw. Tumorstadium und 5-Jahresiiberlebensrate, Angaben in Prozent
(Einteilung n. Robson (Robson 1969)

Weiterhin von groRer prognostischer Bedeutung ist das Vorhandensein von

Lymphknoten- und Fernmetastasen zum Zeitpunkt der Operation. Vielfach wur-

de in der Literatur ein signifikanter Zusammenhang zwischen Lymphknoten-

status, dem Vorhandensein von Fernmetastasen und Prognose nachgewiesen.

Autor n Prognose Prognose Prognose Prognose
PNo PN PN PNs

(Hermanek and Giedl 1989) 861 74 18 20 0

(Basil 1985) 252 76 8

(Ribben 1994) Sammelstat. 105 24

Tab. 13: Prognostische Unetrschiede der 5-Jahresiiberlebensrate von Patienten mit und ohne

Lymphknotenmetastasen, Angaben in Prozent
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Autor

n

Prognose Mg

Prognose M,

(Giberti, Oneto et al. 1997) 328 63 7
(Skinner, Colvin et al. 1971) 309 56 8
(Golimbu 1986) 326 61 2

Tab. 14: Zusammenhang zwischen Fernmetastasierung und 5Jahres-Uberlebensrate,
Angabe in Prozent

Kein Patient der vorliegenden Arbeit hatten zum Zeitpunkt der Operation
Lymphknoten- oder Fernmetastasen; solche Patienten wurden ausgeschlossen,
da ihre Prognose nicht mehr durch die Tumorbiologie des Primartumors be-
stimmt wird, sondern durch eine eventuell differente Tumorbiologie der vorhan-

denen Metastasen.

5.2 Grading als Prognosefaktor

Die histomorphologische Beschreibung der Tumorzelldifferenzierung, das Gra-
dingsystem, charakterisiert das tumorspezifische Proliferationsverhalten. Skin-
ner (Skinner 1971) fihrte das Grading (G) auf der Basis der nuklearen Mor-
phologie ein und fand eine Korrelation zwischen Grading und Uberlebenszeit

der Patienten.
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Autor n Prognose Prognose Prognose
Gl Gl Gl
(Selli 1983) 115 93 81 55
(Helpap 1992) 143 100 81 46
(Giberti, Oneto et al. 1997) 328 81 44 24
(Thoenes and S.T. 1991) 358 90 55 20
(Shimazui 1995) 59 88 45 5
Eigene Arbeit (Weingéartner 1999) 200 95 90 50

Tab. 15 Zusammenhang zwischen histopathologischem Grading und 5-Jahresiiberlebens-

rate, Angabe in Prozent

Die gefundenen Stadien- und Grading-bezogenen Uberlebenswahrscheinlich-
keiten korrelieren gut mit der entsprechenden Literatur, so dal® das verwendete

Krankengut ebenfalls als reprasentativ angesehen werden kann.

Eine systematisch bessere Prognose unserer Patienten Ial3t sich durch den

Ausschlufd von Patienten mit Lymphknoten- und/oder Fernmetastasen erklaren.

5.3 VEGF als Prognosefaktor

Das Nierenzell-Ca ist bekannt fur sein schlecht vorhersagbares klinisches Ver-
halten. So kdnnen Metastasen in einen spontanen Regress gehen nachdem der
Primartumor entfernt wurde, aber auch Metastasen auftreten viele Jahre nach
der operativen Primartherapie. Diese als ,tumor dormancy” bezeichnete La-
tenzphase ist wahrscheinlich auf verzogert einsprossende Gefalie (,angiogenic
switch®) bei bereits primar eingetretener Mikrometastasierung zurtckzufuhren

(Plate 1994). Zwischen Mikrometastasierung durch den Primartumor und Kli-
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nisch manifester Metastasierung nach Entfernung des Primartumor kénnen

mehrere Jahre vergehen.

Allgemein wird das klinische Stadium als bester Prognosefaktor angesehen
(Skinner 1971). Wie bereits mehrfach ausgefuhrt sind jedoch weitere Progno-

sefaktoren dringend erforderlich.

Vielfach wurde bisher ein Zusammenhang zwischen dem Wachstumsverhalten
eines primaren Nierentumors und seiner Vaskularisation (gemessen als micro-
vessel density (MVD)) postuliert. Die in die MVD gesetzten Erwartungen wur-
den jedoch nur teilweise erflllt, so fanden verschiedene Autoren einen positiven
Zusammenhang zwischen gemessener MVD und der Prognose fur bestimmte
Subpopulationen (Nativ 1998, Yoshino 1995), wahrend MacLennan et al. und
Herbst et al. einen solchen Zusammenhang fur das Nierenzell-Ca nicht her-
stellen konnten (Herbst 1998, MacLennan and Bostwick 1995).

Fur einen weiteren Wachstumsfaktor mit angiogener Potenz, Platelet-derived
Endothelial Cell Growth Factor (PD-ECGF), konnte eine eindeutige Korrelation
zur MVD und zur Prognose von Patienten hergestellt werden (Imazano 1997).
Ahnliche Ergebnisse wurden fiir den Rezeptor des Epidermal Growth Factor
(EGF-R) gefunden (Uhlman 1995). Ein hohes EGF-R war signifikant hoher bei
héhergradigen Tumoren, bei Metastasierung und war mit einer geringeren U-
berlebensrate korreliert. FUr Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a) konnten Dos-
quet et al. zeigen, dald normale TNF-a Werte mit einer gunstigen Prognose

einhergehen. (Dosquet 1997)

VEGEF ist ein multifunktionales Cytokin das eine Schlusselfunktion in der Angio-
genese normalen Gewebes, und extrem gesteigert in neoplastischem Gewebe
inne hat (Campbell 1997, Dvorak 1995, Folkman 1995, Folkman and Klagsbrun
1987, Marme 1996, Moses 1995, Nicol 1997, Yeo and Dvorak 1995). Unter den
angiogenen Faktoren hat es einen herausragenden Stellenwert, da es von na-
hezu allen soliden Primartumoren gebildet wird. Es ist in der Lage neue Gefalie
zu induzieren und es wirkt ausschlieRlich an der Endothelzelle. Daruber hinaus

wird es in normalen GefalRen nur in sehr geringem Mald exprimiert, wahrend es
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in Gefalen, die den Tumor penetrieren und umgeben, in erheblichen Mal} Ube-

rexprimiert wird.

Bislang wurden 5 Isoformen des VEGF isoliert, VEGF 121, VEGF 145, VEGF 165,
VEGF 39 und VEGFps entsprechend der Anzahl der Aminosauren des Mole-
kuls. Alle Isoformen werden von dem gleichen Gen kodiert und entstehen durch
differentielles Splicing der m-RNA. Der N-Terminus, verantwortlich fur die Bin-
dung an den entsprechenden Rezeptor, ist bei allen Isoformen gleich. Alle
VEGF-Formen sind daher in der Lage die Proliferation anzuregen. Sie unter-
scheiden sich hauptsachlich in vivo in ihrer Bioverfugbarkeit (Drevs 2000, Mar-
me 1996).

Bei ischamischen Erkrankungen (AVK/KHK) ist die nachfolgende Kollateralbil-
dung sehr wahrscheinlich auf eine hypoxisch bedingte Hochregulation der
VEGF-Produktion zurtckzufuhren (Folkman 1995, Shweiki 1992, Takeshita
1994).

Analog zur benignen Ischamie fuhren hypoxische Areale im Tumorgewebe zu
einer erhohten VEGF-m-RNA Expression. So fanden Marmé und Brown durch
in-situ-Hybridisierung eine um den Faktor 3 bis 13 erhohte VEGF-m-RNA Ex-
pression in Nekrosearealen eines Nierentumors im Vergleich zu angrenzendem

normalen Nierengewebe (Brown 1993, Marme 1996).

Aber auch andere Wachstumsfaktoren, wie Platelet-derived Growth Factor
(PDGF), basic Fibroblast Growth Factor (bFGF), Insulin-like Growth Factor-1
(IGF-1), Tumornekrosefaktor alpha (TNF-a), Transforming Growth Factor alpha
und beta (TGF-a, TGF-b) sowie die Zytokine Interleukin 1b und Interleukin 6
stimulieren die Expression von VEGF (Drevs 2000). Zusatzlich wird die VEGF-
Expression durch aktivierte Onkogene, wie raf, ras und src stimuliert. Aber auch
der Verlust von Tumorsuppressor-Genen erhdht die Trankription des VEGF-
Gens (Blankenship 1999, Raak and Mitsuhashi 1995, Rak 1995). Die Redun-
danz und Komplexitat der Regulation erklart warum VEGF in nahezu allen un-

tersuchten Tumoren gefunden wurde.
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Eine Vielzahl von Studien haben eine entscheidene Rolle von VEGF in der Tu-
morangiogenese demonstriert (Breier 1996, Brown and Detmar 1997, Dvorak
1995, Folkman 1995, Folkman 1995, Marme 1996, Yeo and Dvorak 1995).

Fur das Nierenzell-Ca haben Jacobsen et al. gezeigt, dald ein im Serum von
Patienten die Isoform VEGFs5 deutlich gegenuber einer Kontrolle erhoht ist
(Jacobsen 2000). Sie konnten zusatzlich zeigen, dal} mit steigendem VEGF 145
bei gleichem Tumorstadium die Uberlebenswahrscheinlichkeit abnimmt. Er-
staunlicherweise galt dieser Zusammenhang jedoch nur fur Manner, bei weibli-
chen Patienten bestand kein signifikanter Zusammenhang. Im Rahmen einer
Multivarianzanalyse konnte VEGF jedoch nicht als unabhaniger Prognosepa-

rameter bestatigt werden.

Fir andere maligne Tumore, wie der Mamma, Lunge oder des ZNS konnte Se-
rum-VEGF durch eine Multivarizanalyse jedoch als unabhaniger Prognosepa-
rameter bestatigt werden (Linderhol 1998, Salven 1998). Mdglicherweise liegt

dem Unterschied das verwendete MelRverfahren zugrunde.

Beim Blasenkarzinom konnte ein Zusammenhang zwischen Prognose und Se-
rum-VEGF (Miyake 1999) sowie zwischen Rezidivrate beim oberflachlichem
Tumor und im Urin gemessenem VEGF demonstriert werden (Crew 1999, Crew
1999).

Durch in-situ-Hybridisierung kann die VEGF kodierende m-RNA im Gewebe
nachgewiesen werden. Mehrfach wurde im Tumorgewebe von Nierenzellkarzi-
nomen eine Uberexpression dieser m-RNA-Sequenz gefunden (Berger 1995,
Nakagawa 1997, Takahashi 1994). Eine eindeutige Korrelation zwischen dem
Ausmal der Uberexpression und Tumor-Stadium, —grading oder —gréfe wurde
zunachst nicht gefunden (Sato 1994, Takahashi 1994). Erst durch eine Unter-
teilung von VEGF in die 5 Isoformen konnten Tomisawa et al. eine Korrelation
von VEGF g9 zum Tumorstadium zeigen (Tomisawa 1999). Fur andere Tumor-
entitdten sind jedoch eindeutige Korrelationen nachgewiesen (Ishigami 1998,
Yuan 2000).
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VEGEF laf3t sich durch immunhistochemische Farbung am Praparat nachweisen
und quantifizieren. So konnten Ferrer et al. nachweisen, dal} Prostatatumorzel-
len in hohem MalRRe VEGF enthalten, wahrend normales Prostatagewebe und
BPH-Gewebe kaum VEGF enthalten (Ferrer 1997). Analoge Befunde zeigten
sich beim Nierenzell-Ca. Auch hier wird VEGF von normalem Gewebe nicht
exprimiert, wahrend im Tumorgewebe und unmittelbar angrenzendem Gewebe

eine deutliche Expression stattfindet (Nicol 1997).

Einen signifikanten Zusammenhang zwischen immunhistochemisch nachge-
wiesenem VEGF und der Prognose bei nichtkleinzelligem Bronchial-Ca der
Lunge konnten Imoto et al. nachweisen (Imoto 1998). Paradis et al. konnten

diesen Zusammenhang fur das Nierenzell-Ca bestatigen (Paradis 2000).

VEGF-Nachweis Organ / Tumor Autor Prognostische
Methode Relevanz
Serum - ELISA Niere (Jacobsen 2000) +

Lunge (Salven 1998) +

Mamma (Callagy 2000) *

Ovar (Chen 1999) +
Urin - ELISA Blase (Crew 2000) +
In-situ-Hybridisierung Niere Sato 1994) -+
m-RNA

Takahashi 1994)

Tomisawa 1999)
Lunge

(
(
(
(

Yuan 2000)
Colon +
(Ishigami 1998)
Immunhistochemie Niere (Paradis 2000) +
Eigene Arbeit
Lunge (Imoto 1998) +

Tab. 16: Prognostische Relevanz unterschiedlicher VEGF-Nachweismethoden
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Die Ergebnisse der eigenen Arbeit zeigen in Ubereinstimmung mit der Literatur
einen signifikanten Zusammenhang zwischen immunhistochemisch gemesse-
nem VEGF und Uberleben sowie der rezidivfreien Zeit der Patienten in der uni-
variaten Analyse. Die etablierten Parameter, wie T-Stadium und Grading sind in
ihrer Wertigkeit jedoch dem VEGF als Einzel-ltem uberlegen (s. Tab. 9). Eine
weitere Steigerung der Qualitat der Vorhersage lafl3t sich durch Kombination

einzelner Parameter wie Staging und Grading erreichen.

Die beste Aussage (ber die Prognose eines Patienten, bezlglich Uberleben
und rezidivfreiem Intervall, 1al3t sich jedoch an Hand einer multivariaten Analyse
mit den Parametern T-Stadium, Grading und immunhistochemisch gemesse-
nem VEGEF treffen. Die Kombination dieser Variablen zu einem Gesamtmodell
ist jeder einzelnen Variable weit Uberlegen. Das Hauptgewicht liegt auf den eta-
blierten Prognosefaktoren T-Stadium und Grading. Die Hinzunahme von VEGF
stellt jedoch eine weitere Verbesserung des Gesamtmodells dar (vgl. Tab. 10).
Die Prognose eines Patienten wird durch Anwendung des Gesamtmodells bes-
ser vorhersagbar. Risikopatienten kdnnen so besser identifiziert und ggf. einer

adjuvanten Therapie zugefuhrt werden.

Es kann ebenfalls eine risikoadaptierte Nachsorge erfolgen, Patienten mit ei-
nem hohen Risiko eines Rezidives kdnnten enger bildgebend Uberwacht wer-
den und fruhzeitig einer operativen Therapie des Rezidives oder der Metasta-

sen zugefuhrt werden.

Die im Rahmen dieser retrospektiven Analyse gefundenen Prognoseindizes
(Kombination aus Tumorstadium, -gradierung und VEGF-Immunhistochemie)
lassen eine genauere Abschatzung der Prognose eines Patienten mit Nieren-
zell-Ca zu. Der Unterschied in der Gewichtung der einzelnen Prognosefaktoren
(Stadium, Grading oder VEGF) innerhalb des Gesamt-Index zu Lasten des
VEGF liegt mdglicherweise in der Selektion organbeschrankter Tumore be-

gruandet.

Sie sollten zunachst prospektiv auf ihre Wertigkeit bei allen Tumorstadien (also

auch lymphknoten-positive und organuberschreitende sowie metastasierte Tu-
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more) Uberpruft werden. Bestatigt sich der gefundene Zusammenhang, ware

eine weitere Studie mit serologischer Messung des VEGF als Variable sinnvoll.

5.4 Klinische Relevanz verbesserter Prognosekriterien

VerlaBliche prognostische Parameter erlauben die Unterteilung ob Patienten
einer adjuvanten Therapie bedurfen oder nicht. Neben den klassischen Krite-
rien, wie TNM-Stadium und Grading sind weitere tumorbezogene Parameter zur

Entscheidungsfindung wiinschenswert.

Die bessere Abschatzung des individuellen Rezidiv- und Progrefrisikos in Form
von differenzierenden prognostischen Parametern ist erforderlich zur Durchfuh-
rung adjuvanter Therapiestudien als auch zur rationellen Durchfuhrung einer
risikoadaptierten Nachsorge. Die frihzeitige Detektion eines Rezidives durch
gezielten Einsatz bildgebender Verfahren erlaubt gegebenenfalls operative

MafRnahmen zur Entfernung isolierter Metastasen oder eines Lokalrezidives.

Zusatzlich konnte VEGF als Verlaufsparameter eingesetzt werden. So konnte
Crew zeigen, dal} ein erhdohtes VEGF im Urin von Blasentumorpatienten mit
einer erhdhten Rezidivneigung und damit schlechterer Prognose einhergeht
(Crew 1999). Baccala et al. schlagen Serum-VEGF als Biomarker fur den Ver-
lauf von Patienten mit Nierenzell-Ca vor (Baccala 1998). Bei fehlender Or-
ganspezifitat von VEGF erscheint jedoch die Verwendung als Tumormarker

nicht sinnvoll.

5.5 Therapeutische Ansatze

Wie bereits ausgefuhrt, weist die VEGF-Expession eine erhebliche Redundanz
auf. Viele Faktoren kdonnen die Upregulation von VEGF bewirken. Die Hem-
mung der Expression, als moglicher therapeutischer Ansatz erscheint deshalb
nicht sinnvoll. Vielmehr konzentrieren sich die Bemuhungen derzeit auf die bei-
den bislang identifizierten VEGF-Rezeptoren (VEGF-R1 (FLT-1) und VEGF-2
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(KDR/flk)) (Barleon 1997). Hier kommen sowohl Hemmstoffe als auch Konju-
gate von VEGF-Antikdpern mit einem bakteriellen Toxin zum Einsatz, deren
Target die tumordse Endothelzelle ist. (Boehm 1997, Kim 1993, Plowmann
1994, Shawver 1997). Novartis-Pharma und Schering testen derzeit einen spe-
zifischen VEGF-Rezeptor-(KDR)-Inhibitor (PTK787/ZK222584) im Rahmen ei-
ner Phase 2-Studie wahrend Sugen einen spezifischen VEGF-Rezeptor-(FLT-
1)-Inhibitor (SU5416) testet (Drevs 2000, Fiedler 2001). Genentech testet einen
Anti-VEGF-Antikoper im Rahmen einer Phase 2-Studie beim Nierenzell-Ca
(Fiedler 2001).

Hervorzuheben ist jedoch der Wirkmechanismus aller anti-angiogenen Thera-
pieansatze: Die Zielzelle ist die Endothelzelle und nicht die Tumorzelle. Es ist
davon auszugehen, daf durch alleinigen Einsatz von Angiogenese-Inhibitoren
nur selten Teil- und Vollremissionen zu erreichen sind. Vielmehr ist das Ziel mit
einer Dauertherapie den Progress einer Tumorerkankung zu verhindern. In Zu-
kunft muissen sicherlich auch Kombinationstherapien aus klassischen Che-

motherapeutika und Angiogenese-Inhibitoren getestet werden.
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6. Zusammenfassung

Die Abschatzung des individuellen Rezidiv- und Progrefl¥risikos eines Patienten
mit einem Nierenzellkarzinom gelingt durch Bestimmung von Staging und Gra-

ding nur unzureichend.

Ziel der durchgefuhrten Untersuchung war es neben etablierten Prognose-
parametern wie Staging und Grading eines Nierentumors die VEGF-
Immunreaktivitat zu untersuchen und auf seine Tauglichkeit zu Uberprifen.
Hierzu wurden die Parafin-fixierten Praparate von 200 Patienten, die an der U-
rologischen Universitatsklinik Wurzburg zwischen 1985 und 1994 tumor-
nephrektomiert wurden, immunhistochemisch untersucht. Zu allen Patienten ist

ein postoperativer Verlauf bekannt (mittlere Nachbeobachtungszeit: 58 Monate)

Die Praparate wurden zunachst entparaffiniert und anschlie3end mit einem po-
lyklonalen Kaninchen-Antikdrper gegen VEGF beschickt und durch Brucken-
antikorper zusatzlich markiert. Die entstandenen Antigen-Antikorper-Antikorper-
komplexe lassen sich farben und zur Auszahlung nutzen (Avidin-Biotin-
Methode).

FUr jedes Praparat wurde der prozentuale Anteil der VEGF-positiven Zellen im

Tumor durch zwei unabhangige Untersucher bestimmt.

Als MaR der Prognose (abhangige Variable) wurden Uberlebens- und rezi-
divfreie Zeit nach Tumornephrektomie gewahlt, als prognostische Parameter
(unabhangige Variable) dienten etablierte Faktoren wie Staging (TNM) und

Grading als auch der potentiell relevante Faktor VEGF.

Neben den etablierten prognostisch relevanten Faktoren Staging und Grading
hat sich das im Praparat immunhistochemisch gemessene VEGF als statistisch
signifikanter Prognosefaktor erwiesen, ist aber den klassischen Faktoren un-

terlegen.

Durch eine multivariate Prognoseanalyse nach dem Proportional Hazard Modell

(Cox 1972) und die Berechung von Prognoseindizes sowie Receiver Operating
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Characteristics (ROC)-Kurven konnte gezeigt werden, da® die Kombination der
etablierten Prognosefaktoren (Staging/Grading) mit VEGF eine statistisch signi-

fikante Steigerung der Vorhersagegenauigkeit erreicht.

Die Bestimmung des individuellen Rezidiv- und Progrel¥risikos eines Patienten
erlaubt ein riskoadaquates Vorgehen bezuglich moglicher adjuvanter Therapie-
ansatze, auch im Hinblick auf eine risikoadaptierte Nachsorge mit moglichst

effizientem Einsatz diagnostischer Mal3nahmen.
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