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1 Einleitung

1.1 Das Nierenzellkarzinom

1.1.1 Allgemeines

Das Nierenzellkarzinom ist ein maligner Tumor des Erwachsenenalters, der von den

Epithelzellen der Tubuli und Sammelrohre ausgeht, verdrängend gegen das umliegende

Gewebe wächst und eine starke Tendenz zu lymphogener und hämatogener

Metastasierung  zeigt. Es wächst solide oder zystisch, aber auch azinär oder

tubulopapillär, und neigt zu Einblutungen, Nekrosen und Verkalkungen. Von den

verschiedenen Typen des Nierenzellkarzinoms ist mit 80 % der klarzellige Typ der

häufigste. Metastasen treten bevorzugt in Lunge, Leber, Knochen und ZNS auf.

Das Nierenzellkarzinom macht etwa 3 % aller malignen Erkrankungen des

Erwachsenen aus mit einem Häufigkeitsgipfel zwischen dem 40. und 60. Lebensjahr.

Männer sind zweimal häufiger betroffen als Frauen. Als prädisponierende Faktoren

gelten starker Zigarettenkonsum und Schmerzmittelabusus. Ein eindeutiges Karzinogen

konnte jedoch bisher nicht ermittelt werden. Familiäre Häufungen treten auf und ebenso

eine erhöhte Inzidenz bei der seltenen v. Hippel-Lindau-Krankheit und der

Polyzystischen Nierenerkrankung (Belldegrun und deKernion, 1989). Symptome

treten beim Nierenzellkarzinom erst spät auf. Die klassische Trias Hämaturie,

Flankenschmerz und palpabler Tumor zeigt sich nur in etwa 5-10 % der Fälle und ist

dann Zeichen einer schon fortgeschrittenen Krankheit (Heidbreder und Hofmockel,

1994). Häufig macht sich die Erkrankung erst durch symptomatisch gewordene

Metastasen oder paraneoplastische Syndrome wie Hyperkalzämie und Bluthochdruck

bemerkbar.

1.1.2 Therapie

Therapeutisch hat sich beim nicht-metastasierten Nierenzellkarzinom allein die radikale

Tumornephrektomie mit kompletter Entfernung von Niere, Nebenniere, Fettkapsel und

Gerota´scher Faszie bewährt. Bei sehr kleinen lokalisierten Karzinomen kann auch der

Versuch einer organerhaltenden Tumorresektion unternommen werden. Aufgrund seiner
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Strahlenunempfindlichkeit und Resistenz gegen Zytostatika (Multiple Drug Resistance)

gibt es bis heute keine effektive Therapie bei bereits metastasiertem Tumorleiden. In

einem Teil der Fälle mit geringer Weichteilmetastasierung scheint eine adjuvante

Immuntherapie den Krankheitsverlauf günstig zu beeinflussen. Es kommen dabei

Interferone und IL-2 sowie Zytostatika (z. B. 5-Fluorouracil) zum Einsatz. Eine Heilung

wird dadurch jedoch  nicht erreicht. Neueste Therapieansätze basieren ebenfalls auf

einer Stimulation des Immunsystems, wobei durch Vaccination mit einer Zellhybride

aus Tumorantigen und dentritischen Zellen eine tumorspezifische Abwehrreaktion

durch zytotoxische T-Zellen induziert wird (Kugler et al., 2000).

Stadium Robson (1969) TNM (UICC, 1997)

I Tumor auf das Nierenparenchym

beschränkt

Tumor ≤ 7 cm in größter Ausdehnung,

begrenzt auf die Niere

II Tumorausdehnung in den

Perirenalraum

Tumor > 7 cm in größter Ausdehnung,

begrenzt auf die Niere

III a) Einbruch in Nierenvene oder

Vena cava

b) Befall regionärer Lymphknoten

c) Einbruch in lokale Gefäße und

regionäre Lymphknoten

a) Tumorausdehnung in perirenales

Gewebe, nich über die Gerota-Faszie

hinaus

b) makroskopischer Tumor in

Nierenvene/V.cava  unterhalb des

Zwerchfells

c) makroskopischer Tumor in V.cava

oberhalb des Zwerchfells

IV a) Ausbreitung in Nachbarorgane

b) Fernmetastasen

Tumor infiltriert über die Gerota´sche

Faszie hinaus

Tabelle 1: Gegenüberstellung der Stadieneinteilungen des Nierenzellkarzinoms

nach Robson und TNM-System.
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1.1.3 Prognosestellung

Die Prognose der Patienten mit Nierenzellkarzinom hängt von verschiedenen Faktoren

ab wie Tumorstadium (s. Tab.1), Malignitätsgrad und Therapie. Beim lokalisierten

Tumor im Stadium I nach Robson beträgt die Fünf-Jahres-Überlebensrate 75 %, wobei

sie im Stadium IV auf 11 % absinkt (Guinan et al, 1995).

Um jedoch dem individuellen Krankheitsverlauf, der trotz gleichen Tumorstadiums und

Malignitätsgrades sehr unterschiedlich sein kann, sowohl bei der Prognosestellung als

auch bei der Wahl der Therapie gerecht zu werden, ist man auf der Suche nach neuen

Bewertungsfaktoren. Viele verschiedene prognostische Parameter ermöglichen es, den

klinischen Verlauf der Erkrankung präziser vorhersagen zu können und

Hochrisikopatienten herauszufiltern, die eventuell von einer intensiven adjuvanten

Therapie profitieren würden.

So konnte z.B. für die Infiltration der Nierenvenen (Usubutun et al., 1998) keine

prognostische Aussagekraft nachgewiesen werden, während der DNS-Gehalt der

Tumorzellen (Rainwater et al., 1991; Ljungberg et al., 1991; Di Silverio et al.,

2000), Mikroangiogenese (Van Poppel et al., 1997; Yoshino et al., 1998),

Erythrozytensedimentationsrate (Jakobsen et al., 1994; Hoffmann et al., 1999), CRP

(Masuda et al., 1998; Hoffmann et al., 1999) MNV (=Mean Nuclear Volume; Soda et

al., 1999), IL-6 Serumlevel (Ljungberg et al., 1997) und IL-2R Serumlevel

(Matsumoto et al., 1998) signifikant mit dem Überleben der Patienten korrelieren.

Neuere Studien befassen sich vor allem mit zytogenetischen und molekularbiologischen

Veränderungen und deren möglichen Zusammenhang mit dem Tumorgeschehen. CD44

(Paradis et al., 1999; Gilcrease et al., 1999), PCNA (=proliferating cell nuclear

antigen; Gotoh et al., 1998), IL-6R (Costes et al., 1997), der Proliferationsmarker Ki-

67 (Hofmockel et al. 1995; Rioux-Leclercq et al., 2000) und EGF-r (=epidermal

growth factor receptor; Sakamoto et al., 1997; Moch et al., 1997) sind

Oberflächenmoleküle, die als potentielle Prognosefaktoren ermittelt werden konnten.

Eine erhöhte Expression von zytoplasmatischem VEGF (=vascular endothelial growth
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factor) scheint mit einer schlechten Prognose der Patienten zu korrelieren (Paradis et

al., 2000). Die Expression von p-53 weist dagegen keinerlei prognostischen Wert auf

(Gelb et al., 1997).  Verschiedene Chromosomenabberationen wurden beschrieben und

teilweise konnten Korrelationen mit dem Tumorstadium und dem Malignitätsgrad

festgestellt werden (Schullerus et al., 1997; Beroud et al., 1996).

1.2 IL-4 und IL-4-Rezeptor

IL-4 ist ein Cytokin, das im Bereich des Immunsystems, speziell in der Parasitenabwehr

und Allergieentstehung, vielfältige Funktionen erfüllt (Chomarat et al.,1998; Nelms et

al., 1999).

Es ist für seine Fähigkeit zur Induktion von allergiespezifischem IgE bekannt. Es fördert

die Reifung von eosinophilen Granulozyten und, durch vermehrte Expression von

VCAM-1 auf Endothelzellen, deren Adhäsion und Immigration. Durch vermehrte

Ausschüttung von Chemokinen werden die Immunzellen an den Ort des Geschehens

gelockt. Daneben stimuliert IL-4 in T-Helferzellen seine eigene Synthese sowie die von

IL-5, IL-6 und anderen Zytokinen und führt zur Differenzierung von Th2-Zellen.

Becherzellen werden durch IL-4 zu vermehrter Schleimbildung angeregt. Der

entzündungshemmende Effekt von IL-4 beruht auf einer verminderten Produktion von

IL-1, TNFα und NO. Die zelluläre Immunreaktion wird durch eine Hemmung der INFγ-

Synthese unterdrückt. Die Aktivierung von Makrophagen wird gezielt abgeschwächt.

Unter dem Einfluß von IL-4 wurden auch verschiedenste Veränderungen an

Fibroblasten, Epithelzellen und Hepatozyten beobachtet.

IL-4R gehört zur Familie der Cytokin-Rezeptoren. Es gibt zwei Typen von IL-4

Rezeptoren. Sie setzen sich aus jeweils zwei Untereinheiten zusammen, die ein

Heterodimer bilden. Beide Rezeptortypen enthalten IL-4Rα, ein 140 kDa Protein mit

einer hohen Affinität für IL-4. Beim Typ-I Rezeptor bildet γc (=common gamma), eine

Untereinheit des IL-2 Rezeptors, den zweiten Teil von IL-4R, beim Typ-II Rezeptor das

IL-13Rα Protein, das auch Teil des IL-13 Rezeptors ist. Dieser Umstand erklärt die

Kreuzreaktivität von IL-4 und IL-13 am Typ-II Rezeptor. Bemerkenswert ist, daß jedes

bisher untersuchte Gewebe des menschlichen Körpers IL-4 Rezeptoren exprimiert,
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wobei sich eine unterschiedliche Verteilung der verschiedenen Rezeptortypen erkennen

läßt. So findet man auf T-Zellen ausschließlich Typ-I Rezeptoren, wogegen feste

Gewebe bevorzugt den Typ-II Rezeptor exprimieren. Nach Bindung des Liganden an

seinen Rezeptor assoziieren Protein-Tyrosinkinasen aus der JAK-Familie mit der

intrazellulären Domäne des Rezeptors und werden dadurch aktiviert. JAK-Kinasen

aktivieren ihrerseits Transkriptionsfaktoren vom STAT-Typ durch Phosphorylierung,

die dadurch vom Cytosol in den Kern wandern, an Promotorsequenzen binden und die

Transkription aktivieren. Es gibt noch weitere Signalkaskaden zur Übermittlung der IL-

4 Funktionen, die bislang jedoch eine eher untergeordnete Rolle spielen.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten in den letzten Jahren eine starke antiproliferative

Wirkung von IL-4 auf Malignomzellen nachweisen. So wurden in vitro Versuche an

Lungentumoren (Topp et al., 1993), am Kolonkarzinom (Lahm et al., 1994), am

Magenkarzinom (Morisaki et al., 1992), am Nierenzellkarzinom (Obiri et al., 1993)

und vielen anderen malignen Tumoren durchgeführt. Zum Teil wurde dieser Effekt auf

die Aktivierung des Immunsystems durch IL-4 zurückgeführt (Tepper et al., 1992). Es

wird jedoch angenommen, daß IL-4 auch eine direkte antiproliferative Wirkung besitzt.

Diese Erkenntnisse eröffneten neue Perspektiven in der Tumortherapie. An

verschiedenen Tumoren ließen sich funktionstüchtige IL-4 Rezeptoren nachweisen, z.B.

am Nierenzellkarzinom (Obiri et al., 1993), am nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom

(Tungekar et al., 1991), am Melanom, Ovarial- und Mammakarzinom (Obiri et al.,

1994). Erste Phase II Studien mit rekombinantem humanen IL-4 wurden bei Patienten

mit metastasiertem Nierenzellkarzinom unternommen (Stadler et al., 1995; Margolin

et al., 1994), erbrachten jedoch keine befriedigenden Ergebnisse. Auch der Versuch,

etablierte Immunstimulantien, z.B. IL-2 und Interferone mit IL-4 zu kombinieren, zeigte

gegenüber der herkömmlichen Therapie keine Vorteile.

1.3 Fragestellung

In zahlreichen Untersuchungen konnten auf in vitro kultivierten Zellen von

Nierenzellkarzinomen funktionelle Interleukin-4 Rezeptoren nachgewiesen werden

(Obiri et al., 1993). Unklar ist bislang, ob und inwiefern dadurch das biologische

Verhalten des Tumors beeinflußt wird.
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Könnten Unterschiede in der Expression von IL-4Rα auf Zellen des

Nierenzellkarzinoms möglicherweise mit einem unterschiedlichen Wachstums- oder

Metastasierungsverhalten in Zusammenhang stehen oder ist es ohne Bedeutung für die

Entwicklung der Krankheit, ob viel oder wenig IL-4 Rezeptoren auf den Tumorzellen

vorhanden sind?

Ziel dieser Arbeit ist es deshalb, die Expression von IL-4Rα im nicht-metastasierten

Nierenzellkarzinom auf einen möglichen Zusammenhang zum postoperativen

Krankheitsverlauf der Parienten zu überprüfen und festzustellen, ob der Rezeptor

möglicherweise zur Verbesserung der Prognosestellung beitragen könnte.

Gleichzeitig böte der Nachweis funktionsfähiger IL-4 Rezeptoren auf Zellen des

Nierenzellkarzinoms einen Ansatz für weitergehende Forschung hinsichtlich neuer

Therapiemöglichkeiten, wobei IL-4 beispielsweise als Transporter für bestimmte

Chemotherapeutika dienen könnte.
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2 Material und Methoden

2.1 Tumormaterial

2.1.1 Herkunft

Bei dem verwendeten Material handelt es sich um Präparate von ausschließlich

klarzelligen Nierenzellkarzinomen, die im Zeitraum von Februar 1985 bis Dezember

1994 an der Urologischen Universitätsklinik Würzburg durch Tumornephrektomie

gewonnen wurden.

Es gingen 198 Patienten (119 Männer und 79 Frauen) mit einem Durchschnittsalter von

59,4 Jahren (Minimum=29 Jahre, Maximum=83 Jahre) in die Studie ein. Bei diesen

Patienten wurden durch präoperatives Staging Lymphknoten- und Fernmetastasen

ausgeschlossen.

2.1.2 Stadieneinteilung und Malignitätsgrad

Die klinische Stadieneinteilung der Tumoren erfolgte nach der internationalen TNM-

Klassifikation. Bei 142 Patienten konnte ein auf die Niere beschränkter Tumor

festgestellt werden (19 Partienten im Stadium 1, 123 Patienten im Stadium 2), die

anderen 56 Patienten wiesen bereits eine Tumorinfiltration des perirenalen Gewebes

oder einen makroskopisch sichtbaren Veneneinbruch auf (Stadium 3a+b).

Die Bestimmung des Malignitätsgrades erfolgte entsprechend der Richtlinien der WHO,

wobei 18 Tumoren als hochdifferenziert (Grad 1), 158 Tumoren als mäßig differenziert

(Grad 2) und 22 Tumoren als entdifferenziert (Grad 3) eingestuft wurden. Die

histopathologische  Untersuchung der Tumoren erfolgte am Pathologischen Institut der

Universität Würzburg.

2.1.3 Datenerhebung

In dieser Studie wurde nun der postoperative Krankheitsverlauf der Patienten

hinsichtlich rezidivfreier Zeit und Überlebenszeit vom Zeitpunkt der Operation an

untersucht. Auch Patienten, die zur Tumornachsorge nicht in die Urologische
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Universitätsklinik Würzburg kamen, wurden durch Fragebögen an den jeweiligen

Hausarzt oder niedergelassenen Urologen erfaßt. Rezidivfreiheit bedeutet, daß weder

ein Tumorrezidiv noch Metastasen aufgetreten sind. Der Tod eines Patienten wurde nur

dann auf das Nierenzellkarzinom zurückgeführt, wenn vorher entweder ein Rezidiv oder

Metastasen aufgetreten waren.

Die mittlere Beobachtungsdauer betrug 5,0 Jahre. Bis April 1997 erlitten 30 Patienten

ein Rezidiv, 19 Patienten verstarben daran. Weitere 13 Patienten verstarben im gleichen

Zeitraum an einer anderen Ursache.

2.2 Herstellung immunhistochemisch gefärbter Schnitte

2.2.1 Antikörper

Gundlage der immunhistochemischen Färbung histologischer Schnitte ist die Bindung

spezifischer Antikörper an ihre antigene Determinante. Es werden polyklonale und

monoklonale Antikörper unterschieden. Zur Herstellung polyklonaler Antikörper wird

bevorzugt das Kaninchen verwendet. Diese Antikörper entstammen verschiedenen B-

Lymphozyten und sind daher gegen verschiedene Epitope des Antigens gerichtet. Sie

weisen außerdem eine unterschiedlich hohe Affinität  für dieselbe antigene

Determinante auf. Monoklonale Antikörper werden von Plasmazellklonen gebildet, zu

deren Herstellung fast ausschließlich Mäuse herangezogen werden. Sie reagieren nur

mit einem spezifischen Epitop des Antigens, gegen das sie gerichtet sind, und besitzen

eine einheitliche Affinität. Monoklonale Antikörper besitzen gegenüber ihren

polyklonalen Äquivalenten den Vorteil einer höheren Spezifität, Qualitätskonstanz und

geringerer Hintergrundfärbung. Andererseits sind sie in der Anwendung nicht so

flexibel wie polyklonale Antikörper. Sie können häufig nur mit den speziellen

Färbemethoden angewandt werden, für die sie produziert wurden. Desweiteren kann es

vorkommen, daß das spezifische Epitop dem Fixierungsvorgang nicht standhält und

dadurch keine Anfärbung mehr möglich ist. Sollte das gesuchte Epitop bei

verschiedenen Antigenen zu finden sein, kann es außerdem zu Kreuzreaktionen

kommen und der Vorteil der hohen Spezifität dadurch verloren gehen (Naish, 1989).
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2.2.2 APAAP-Methode (Alkalische-Phosphatase)

Um den an sein Antigen gebundenen Primärantikörper sichtbar zu machen, wird nun ein

geeignetes Enzym-Substrat-System gewählt. In der vorliegenden Studie wurde die

APAAP-Methode verwendet. Sie bietet gegenüber anderen Methoden, z.B. der PAP-

Methode den Vorteil, daß das Ergebnis aufgrund der geringen intrinsischen Alkalische-

Phosphatase-Aktivität der Niere kaum verfälscht wird.

Das APAAP-Reagenz besteht aus gelösten Immunkomplexen aus Alkalischer-

Phosphatase und Anti-Alkalische-Phosphatase-Antikörpern.

Nach Bindung des monoklonalen Primärantikörpers an sein Antigen werden die

histologischen Schnitte mit einem polyklonalen Brückenantikörper (Link oder

Sekundärantikörper) gegen Maus-IgG inkubiert. Dieser Brückenantikörper reagiert

sowohl mit dem Primärantikörper als auch mit dem APAAP-Immunkomplex und

verbindet sie somit.

Danach wird mit einem Substrat-Chromogen-Reagenz inkubiert. Die Alkalische

Phosphatase hydrolysiert das Substrat, ein Naphtholphosphatester, zu Phenolen und

Phosphaten. Die Phenole reagieren mit farblosen Diazoniumsalzen (Chromogene) und

bilden so unlösliche Azofarbstoffe. Als Chromogen diente in dieser Studie Neufuchsin,

welches markiertem Gewebe eine intensive Rotfärbung verleiht (Naish, 1989).

2.2.3 Material und Färbetechnik

Monoklonale anti-IL-4Rα-Antikörper (Klon A3/10) als freundliche Leihgabe von Herrn

Priv. Doz. Dr. Duschl, Theodor-Boveri-Institut für Biowissenschaften (Biozentrum),

Am Hubland, Universität Würzburg

Link-Antikörper, APAAP-Komplex, Neufuchsin Fertigkit und Glyceringelatine von der

Firma DAKO Diagnostika GmbH, Hamburg

Tris-Puffer: Trishydroxymethylaminomethan 4,50 g

Tris-HCl 34,25 g

NaCl 43,90 g

Aqua dest. Ad 5.0 l
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pH auf 7,5 +/-0,1 einstellen

RPMI-Medium: RPMI (Seromed Biochrom KG, Berlin) 5 ml

Aqua dest. 45 ml

Rinderserum 5 ml

Aus dem formalinfixierten und in Paraffin eingebetteten Tumormaterial wurden

zunächst 5µm dicke Schnitte angefertigt, auf Objektträger aufgebracht und durch

jeweils 15minütiges Bad in Xylol, Aceton und Aceton/Tris-Puffer-Gemisch (1:2)

entparaffiniert. Nach gründlichem Spülen mit Tris-Puffer wurden die Schnitte in 10 mM

Citronensäure-Lösung (pH=6) 30 Minuten im Autoklav (P=1 bar, T=121°C) gekocht,

um eventuelle Paraffinrückstände restlos von den Antigenstellen zu entfernen. Bevor

mit der Färbung begonnen werden konnte, mußten die Schnitte mindestens 25 Minuten

im Citronensäurebad abkühlen und danach noch einmal mit Tris-Puffer gespült werden.

Als ersten Färbeschritt wurden die Präparate mit einer Verdünnung aus

Primärantikörper und RPMI-Medium  von 1:160 für 60 Minuten inkubiert und danach

gründlich mit Tris-Puffer gespült. Diese Spülung erfolgte nach jedem einzelnen

Färbeschritt und wird im Folgenden nicht mehr erwähnt. Darauf erfolgte eine

30minütige Inkubation mit einer 1:25-Verdünnung aus Brückenantikörper und einem

Gemisch aus Humanserum und RPMI-Medium (1:8). Danach wurde ebenfalls für 30

Minuten mit einer 1:50-Verdünnung aus APAAP-Komplex und RPMI-Medium

inkubiert. Die beiden zuletzt genannten Färbeschritte wurden mit einer Einwirkzeit von

jeweils 15 Minuten wiederholt. Nach mehrmaligem gründlichen Spülen mit Tris-Puffer

mußte nun der Neurofuchsin-Kit zügig aufgetragen und nach einer kurzen

Inkubationszeit von 5 Minuten wieder mit Tris-Puffer abgespült werden. Danach

wurden die Präparate mit Hämalaun gegengefärbt (3 Minuten) und in wasserlöslicher

Glyceringelatine eingedeckt. Sämtliche Färbeschritte erfolgten bei Raumtemperatur in

der feuchten Kammer.

Bei jeder Färbung liefen zwei Kontrollen mit: bei der Negativ-Kontrolle wurde der erste

Färbeschritt mit dem Primärantikörper ausgelassen, wobei es daraufhin zu keiner

Rotfärbung des Präparates kommen durfte; bei der Positiv-Kontrolle wurde als

Primärantikörper ein monoklonaler Antikörper gegen PCNA (Proliferation Cell Nuklear
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Antigen; Klon PC10, Medac Diagnostika GmbH, Hamburg; PCNA:RPMI-

Medium=1:20) verwendet, wobei hier nur Zellkerne angefärbt werden sollten.

2.3 Auswertung der Schnitte

Die Auswertung der Schnitte erfolgte am Lichtmikroskop mit 250-facher Vergrößerung

(Okular: 10x, Objektiv: 25x). Ein in das Objektiv eingelegtes Raster mit 100

Schnittpunkten erlaubte die Bestimmung des Verhältnisses von gefärbten Tumorzellen

zur Gesamtzahl der gezählten Tumorzellen in Prozent. Die Auszählung der Tumorzellen

erfolgte je Präparat in zwei zufällig ausgewählten Tumorarealen. Das Objektiv wurde

meanderförmig über das jeweilige Tumorareal geführt, wobei 25 Gesichtsfelder pro

Tumorareal, d.h. 50 Gesichtsfelder pro Präparat ausgezählt wurden.

2.4 Statistische Analyse

Die Ergebnisse der Auszählung wurden mittels statistischer Tests auf eine mögliche

signifikante Korrelation zur Prognose der Patienten untersucht. Als Maß für die

Prognose und damit abhängige Variablen dienten die Überlebenszeit und die

rezidivfreie Zeit, jeweils gemessen vom Zeitpunkt der Tumornephrektomie. Die

statistischen Berechnungen wurden für beide Variablen getrennt durchgeführt.

Als unabhängige Variablen wählten wir neben dem potentiellen Prognosefaktor IL-4R

die etablierten Prognostikatoren TNM-Stadium und Malignitätsgrad. Einerseits konnten

wir durch die univariate Analyse dieser beiden Faktoren zeigen, daß es sich bei dem

untersuchten Tumormaterial um einen repräsentativen Querschnitt handelt. Des

Weiteren dienten sie in der bivariaten Analyse der näheren Untersuchung des fraglichen

Prognosefaktors IL-4R.

Unter Verwendung der Überlebensraten nach Kaplan-Meier wurde zunächst mit log-

rank Tests (paarweiser Gruppenvergleich nach Cox; Peto und Pike, 1973) und Tests

auf einen Trend in Gruppen nach Tarone (Tarone, 1975) jede einzelne Variable

hinsichtlich ihrer Bedeutung für Überlebenszeit und rezidivfreie Zeit untersucht. Dann
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wurden mittels Kendall´s tau-Korrelation und Chi-Quadrat Test die unabhängigen

Variablen paarweise auf eine mögliche Abhängigkeit untereinander untersucht.

Aufgrund der dadurch gewonnenen Ergebnisse mußte auf eine multivariate

Prognoseanalyse verzichtet werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Expression von IL-4Rα im untersuchten Tumormaterial

186 von den 198 ausgewerteten Tumoren waren IL-4Rα positiv, 12 Tumore zeigten

keinerlei Anfärbung. Die Werte der IL-4Rα positiven Schnitte lagen zwischen 0,1 %

und 92,9 %.

95 % der ausgezählten Schnitte ergaben IL-4Rα Werte unter 64,58 %. Die Hälfte der

Schnitte lag bei Werten unter 6,65 % (=Median).

Abb.1): Die Ergebnisse der Auszählung.
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Die nun folgenden Abbildungen einiger ausgewählter Schnitte (Abb. 1-5) sollen

veranschaulichen, wie das Tumormaterial nach Inkubation mit dem anti-IL-4Rα-

Antikörper durch die unterschiedliche Anfärbung ausgewertet werden konnte. Die

fotografierten Ausschnitte mögen dabei nicht unbedingt repräsentativ für das

Gesamtergebnis der jeweiligen Auszählung sein.

Abb. 2): Dieses Präparat zeigte v.a. eine starke Anfärbung im gesunden Gewebe

(Vergrößerung 250-fach).
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Abb. 3): Bei diesem Präparat wurden nur 4,8 % der Zellen als positiv gewertet

(Vergrößerung 250-fach)

Abb. 4): Dieses Präparat ergab 23,0 % positive Tumorzellen (Vergr. 400-fach).
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Abb.5): Bei diesem Präparat wurden 28 % der Tumorzellen als positiv gewertet

(Vergrößerung 400-fach).

Abb. 6): Dieses Präparat ergab in der Gesamtauszählung eine positive Anfärbung der

Tumorzellen von 78,9 % (Vergrößerung 250-fach).
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3.2 Statistische Auswertung

3.2.1 Mittelwert, Median und Streuung

Variable Mittelwert (%) Median (%) Streuung (%)

IL-4Rα 14,69 6,65 20,34

Tabelle 2: Für den untersuchten Parameter IL-4R wurden aus den 198 ermittelten

Werten der Mittelwert, der Median und die Streuung berechnet.

3.2.2 Univariate Prognoseanalyse

In der univariaten Prognoseanalyse werden mittels statistischer Tests potentielle

Prognosefaktoren unabhängig voneinander auf eine mögliche signifikante Korrelation

zum postoperativen Krankheitsverlauf untersucht.

Zwei Testverfahren kommen dabei zur Anwendung. Wenn sich das Patientenkollektiv

hinsichtlich des zu untersuchenden prognostischen Parameters in zwei Gruppen

unterteilen läßt, benutzt man den paarweisen Gruppenvergleich nach Cox oder log-rank

Test. Teilt sich das Patientenkollektiv in drei oder mehr Gruppen, wie das

beispielsweise bei Tumorstadium und Malignitätsgrad der Fall ist, wird der Test auf

einen Trend in den Gruppen nach Tarone angewandt. Beide Tests basieren auf dem

Vergleich von Überlebensraten nach Kaplan-Meier, auch bekannt als „product limit

method“ oder „life table analysis“. Dabei zeigt sich, ob eine starke bzw. schwache

Ausprägung des prognostischen Merkmals mit einem schlechteren bzw. günstigeren

Krankheitsverlauf einhergeht.

Um das Patientenkollektiv hinsichtlich der Expression von IL-4Rα in zwei

vergleichbare Gruppen zu teilen, bedienten wir uns der ROC („receiver operating

characteristics“). Als Trennwert oder cutoff-point diente der Wert (9,0 %), bei dem

Sensitivität und Spezifität sowohl im Hinblick auf Überleben als auch auf Rezidiv die

geringste Differenz zeigten. Alternativ hätte auch der Median als Trennwert verwendet

werden können.
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Im Folgenden sind die Ergebnisse der univariaten Prognoseanalyse für Tumorstadium,

Malignitätsgrad und IL-4R bezüglich Überleben und Rezidiv zusammengestellt.

Variable Gruppen-
trennung

Anzahl der Fälle
pro Gruppe

Überleben Rezidiv

TNM-Stadium I

II

III

19

123

56

p=0.0026 p=0.00001

Malignitätsgrad I

II

III

18

158

22

p=0.0039 p=0.000018

IL-4Rα IL-4Rα ≤ 9,0 %

IL-4Rα > 9,0 %

113

85

p=0.18 p=0.13

Tabelle 3: Zusammenfassung der Ergebnisse der univariaten Überlebenstatistik. p ist

die Irrtumswahrscheinlichkeit, mit der ein Zusammenhang zwischen zwei

Variablen nur rein zufällig ist. Ein p≤0.05 bedeutet, daß der

Zusammenhang signifikant ist.
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TNM-Stadium

Erwartungsgemäß korreliert das TNM-Stadium in signifikanter Weise mit dem

postoperativen Krankheitsverlauf, was sowohl das Überleben (p=0.0026) als auch die

rezidivfreie Zeit (p=0.00001) der  Patienten betrifft (siehe Abb. 7a) und 7b)). Nach dem

Kaplan-Meier Schema ergab sich für Patienten mit einem Tumorstadium I eine Fünf-

Jahres-Überlebensrate von 100 %. Die Überlebensrate von Patienten mit einem

Tumorstadium II sank dagegen auf 95 %, die von Patienten mit einem Tumorstadium

III auf nur 84 %. Ähnliche Ergebnisse erbrachte die Analyse der rezidivfreien Zeit.

Nach fünf Jahren waren 100 % der Patienten mit einem Tumorstadium I, 92 % der

Patienten mit einem Tumorstadium II und 70 % der Patienten mit einem Tumorstadium

III ohne Rezidiv.
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Abb. 7a): Univariate Prognoseanalyse des TNM-Stadiums in Bezug auf die

Überlebenszeit.

Test nach Tarone: p=0.0026
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Rezidivfreie Zeit
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Abb. 7b): Univariate Prognoseanalyse des TNM-Stadiums in Bezug auf die

rezidivfreie Zeit.

Test nach Tarone: p=0.00001
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Malignitätsgrad

Auch der Malignitätsgrad der Karzinome zeigte eine signifikante Korrelation

hinsichtlich Überleben (p=0.0039)  und rezidivfreier Zeit (p=0.000018) (siehe Abb. 8a)

und 8b)). Für Patienten mit einem Tumor Grad I ergab sich eine Fünf-Jahres-

Überlebensrate von 94 %, 95 % für Patienten mit einem Tumor Grad II und 71 % für

Patienten mit einem Tumor Grad III. Dieser Widerspruch löst sich auf, wenn man

berücksichtigt, daß die Überlebensrate der Patienten mit Grad I Tumoren nach 10

Jahren noch 85 %, bei Patienten mit Grad II Tumoren jedoch nur noch 54 % betrug. 94

% der Patienten mit einem Tumor Grad I waren fünf Jahre nach der Operation

rezidivfrei, wogegen diese Rate bei Patienten mit einem Tumor Grad II auf 90 % und

bei Patienten mit einem Tumor Grad III auf nur 50 % absank.
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Abb. 8a): Univariate Prognoseanalyse des Malignitätsgrades in Bezug auf die

Überlebenszeit.

Test nach Tarone: p=0.0039
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Rezidivfreie Zeit
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Abb. 8b): Univariate Prognoseanalyse des Malignitätsgrades in Bezug auf die

rezidivfreie Zeit.

Test nach Tarone: p=0.000018



23

IL-4Rα

Für die Menge der auf Zellen des Nierenzellkarzinoms exprimierten IL-4 Rezeptoren

ergab sich kein Zusammenhang zum postoperativen Krankheitsverlauf.

Der Trennwert der beiden verglichenen Gruppen wurde mithilfe der ROC auf 9,0 %

festgelegt. Zur statistischen Analyse wurde der log-rank Test verwendet.  Sowohl

hinsichtlich des Überlebens (p=0.18) als auch der rezidivfreien Zeit (p=0.13) konnte für

IL-4Rα statistisch keine signifikante Korrelation zur Prognose der Patienten ermittelt

werden (siehe Abb. 9a) und 9b)).
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Abb. 9a): Univariate Prognoseanalyse von IL-4Rα in Bezug auf die Überlebenszeit.

log-rank Test: p=0.18
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Rezidivfreie Zeit
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Abb. 9b): Univariate Prognoseanalyse von IL-4Rα in Bezug auf die rezidivfreie Zeit.

log-rank Test: p=0.13



25

3.2.3 Bivariate Analyse

Während in der univariaten Analyse die Variablen einzeln auf ihre prognostische

Aussagekraft hinsichtlich des postoperativen Krankheitsverlaufes untersucht werden,

soll die bivariate Analyse mögliche Abhängigkeiten der Variablen untereinander

aufdecken. Mittels statistischer Tests werden jeweils zwei Variablen zueinander in

Beziehung gesetzt. Es wird der Grad der Abhängigkeit und dessen Signifikanz ermittelt,

ohne daß dabei eine Aussage über Ursachen oder Auswirkungen dieser Abhängigkeit

getroffen wird. Wenn eine statistisch signifikante Abhängigkeit besteht, bedeutet das,

daß bei bekannten Werten einer Variablen auf die Werte der anderen Variablen

geschlossen werden kann. Konsequenzen für die Prognose des Patienten ergeben sich

daraus nicht.

Die vier gängigsten bivariaten Tests sind der Chi-Quadrat-Test (χ²-Test), der U-Test,

der Wilcoxon-Test und die Korrelation.

Wir verwendeten den Chi-Quadrat-Test und die Tau-Korrelation nach Kendall.

Der Chi-Quadrat-Test eignet sich für die Korrelationsanalyse bei kategorialen Daten,

d.h. Daten, die in mehrere Klassen aufgeteilt werden können. Er läßt sich aber auch auf

ordinale Daten gut anwenden. Ordinale Daten sind Daten, die sich ordnen bzw. in eine

Rangreihenfolge bringen lassen, z.B. Schweregrade.

Um den Grad des Zusammenhanges zwischen zwei Variablen zu ermitteln, wird der

Kontingenzkoeffizient C ermittelt. Dieser kann einen Wert zwischen 0 und 1 annehmen,

wobei ein von Null verschiedener Wert bedeutet, daß zwischen den Variablen ein

Zusammenhang besteht. Ob dieser Zusammenhang signifikant ist oder nur rein zufällig

besteht, ist aus dem absoluten Betrag von C aber nicht ersichtlich. Zur

Signifikanzprüfung berechnen wir Chi-Quadrat. Wenn Chi-Quadrat größer oder gleich

einem kritischen Vergleichswert ist, dann besteht ein signifikanter Zusammenhang

zwischen den beiden Variablen. Auf detailiertere Erläuterungen zur Berechnung von χ²

und Kontingenzkoeffizient C oder der Festlegung des Signifikanzniveaus p möchte ich

verzichten, da sie den Rahmen dieser Arbeit sprengen würden.
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Der Rangkorrelationskoeffizient Tau nach Kendall wird zur Korrelationsanalyse bei

ordinalen Daten verwendet.

Die Berechnung von Tau beruht auf dem paarweisen Vergleich der Ränge. Dabei kann

Tau Werte zwischen –1 und +1 annehmen, wobei τ=+1 vollständige Abhängigkeit, τ=0

Unabhängigkeit und τ=–1 vollständige inverse Abhängigkeit bedeutet.

Bei τ=±0.3 kann man von einer „gewissen Abhängigkeit“, bei τ=±0.6 von einer „guten

Korrelation“ sprechen.

Je mehr Variablenpaare verglichen werden, desto geringer ist die Wahrscheinlichkeit,

daß es sich um rein zufällige Abhängigkeiten handelt. Mit zunehmender Zahl von

Variablenpaaren sinkt die Irrtumswahrscheinlichkeit p. Bei p<0.05 ist die Abhängigkeit

statistisch signifikant.

Tumorstadium - Malignitätsgrad

Für die Variablen Tumorstadium und Malignitätsgrad konnte mittels Chi-Quadrat Test

und Kendall´s Tau-Korrelation eine statistisch signifikante Abhängigkeit ermittelt

werden.

Aus einem Chi-Quadrat-Wert von 16.6732 kann man schließen, daß Tumorstadium und

Malignitätsgrad mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit p=0.001, d.h. auf einem hohen

Signifikanzniveau, miteinander korrelieren. Durch die Tau-Korrelation nach Kendall

wurde diese Abhängigkeit bestätigt. Es ergab sich ein Korrelationskoeffizient τ=0,2633

(p<0,0001).

Tumorstadium - IL-4Rα

Mit einem Chi-Quadrat-Wert von 12.0588 (p=0.0021) wurde auch für das

Variablenpaar Tumorstadium und IL-4Rα eine statistisch signifikante Abhängigkeit

festgestellt. Auch der Korrelationskoeffizient τ=0,1910 (p=0,0001) nach Kendall spricht

für eine gewisse Abhängigkeit der beiden Variablen.

Malignitätsgrad – IL-4Rα

Auch für das Variablenpaar Malignitätsgrad und IL-4Rα ergab sich mittels Chi-

Quadrat-Test (χ²=10.8113; p=0.0034) eine Abhängigkeit der Variablen, die wiederum

durch Kendall´s Tau-Korrelation mit τ=0.2802 (p<0,0001) bestätigt wurde.
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4 Diskussion

Die Operation ist die einzige kurative Therapie beim lokal begrenzten

Nierenzellkarzinom. Das Risiko der operierten Patienten, im weiteren Verlauf ein

Rezidiv oder Metastasen zu entwickeln, ist jedoch sehr unterschiedlich. Die Prognose

orientiert sich bisher ausschließlich an Stadium und Malignitätsgrad des Tumors. Doch

auch Patienten mit gleichem Tumorstadium und Malignitätsgrad können derart

unterschiedliche Krankheitsverläufe zeigen, daß die Prognosestellung allein anhand

dieser zwei Kriterien unzureichend erscheint. Es werden neue Prognosefaktoren

benötigt, um die Risikogruppen genauer zu differenzieren und dadurch eine

individuellere Anpassung der adjuvanten Therapie und Nachsorge zu ermöglichen.

Beispielhaft zeigen sich derartige Bemühungen beim Prostatakarzinom. Das Serum-

PSA (=prostataspezifisches Antigen) erwies sich als ausgezeichneter Prognostikator und

hielt Einzug in die Routinediagnostik (Bostwick et al., 2000). Beim Mammakarzinom

gibt neben TNM-Stadium und histologischem Grad des Tumors vor allem der Östrogen-

Rezeptor-Status Hinweise auf den weiteren Krankheitsverlauf (Fitzgibbons et al.,

2000).

Wie bereits in der Einleitung erwähnt, werden auch beim Nierenzellkarzinom

verschiedene Gewebeeigenschaften des Primärtumors auf ihre Prognoserelevanz

geprüft. Diese Versuche befinden sich noch in der Experimentierphase. Für einige

dieser potentiellen Prognosefaktoren konnte jedoch schon mehrfach eine signifikante

Korrelation zum Überleben und zur Rezidivfreiheit der Patienten ermittelt werden. Ich

möchte an dieser Stelle noch einmal EGF-r (=epidermal growth factor receptor) und den

Proliferationsmarker Ki-67 erwähnen. Eine starke Expression dieser  beiden

Oberflächenmoleküle auf Tumorzellen wurde in verschiedenen Studien mit einer

schlechten Prognose in Zusammenhang gebracht (Sakamoto et al., 1997; Moch et al.,

1997; Hofmockel et al., 1995; Rioux-Leclercq et al., 2000).

IL-4R ist ein membranständiger Cytokinrezeptor und läßt sich auf allen Geweben des

menschlichen Organismus nachweisen. Sein Ligand, das Interleukin-4, fördert die

Eosinophilenreifung und -aktivierung, die Differenzierung von Th2-Zellen und die

Induktion von IgE und ist damit ein wichtiger Faktor im Bereich des Immunsystems.
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Seine Schlüsselfunktion bei der Allergieentstehung wird eingehend untersucht und

bietet Ansatzpunkte für neue Therapien (Duschl et al., 1995). Auch im Rahmen eines

Tumorgeschehens kann es zu einer vermehrten intratumoralen Produktion von IL-4 und

anderen Cytokinen der Th2-Zellreihe kommen, wie Onishi et al. (1999) am Beispiel

des Nierenzellkarzinoms demonstrierten. Diese Studie zeigte eine signifikante

Korrelation  zwischen Tumorstadium bzw. Malignitätsgrad des Tumors und der

Cytokinproduktion, welche als Hinweis auf eine intratumorale humorale

Abwehrreaktion gewertet werden könnte.

Obiri et al. wiesen 1993 IL-4 Rezeptoren auf Zellen des Nierenzellkarzinoms nach.

Auch auf den Zellen verschiedener anderer Malignome konnten IL-4 Rezeptoren

nachgewiesen werden, beispielsweise beim Melanom, beim Mammakarzinom und beim

Ovarialkarzinom (Obiri et al., 1994), bei kolorektalen Karzinomen (Lahm et al.,

1994), beim Magenkarzinom (Morisaki et al., 1992) und bei verschiedenen

leukämischen Erkrankungen wie der Akuten Myeloischen Leukämie.

Die Arbeitsgruppen stellten fest, daß IL-4 einen antiproliferativen Effekt auf die Zellen

der untersuchten Malignome besitzt. In vitro Versuche von Hoon et al. zeigten bereits

1991, daß IL-4 das Zellwachstum von Nierenzellkarzinomen hemmt.

Die genaue Funktion des IL-4 Rezeptors auf Tumorzellen, insbesondere hinsichtlich der

antiproliferativen Wirkung seines Liganden IL-4, ist noch unklar. Obiri et al (1993),

Lahm et al. (1994) und Morisaki et al. (1992) nahmen an, daß IL-4 direkt über seinen

Rezeptor hemmend auf das Wachstum von Tumoren einwirkt. Gooch et al. (1998)

führten die Wachstumshemmung durch IL-4 auf eine rezeptorvermittelte Induktion des

programmierten Zelltodes zurück.

IL-4 ist in der Lage, über seinen Rezeptor viele unterschiedliche Signalkaskaden in

Gang zu setzen, von denen bisher erst wenige eingehend erforscht sind. Chang et al.

(2000) konnten demonstrieren, daß dem molekularen Mechanismus, der beim

Kolonkarzinom zu einer Wachstumshemmung durch IL-4 führt, eine Aktivierung von

STAT-1 (=signal transducer and activator of transcription-1) zugrunde liegt. Dies

könnte möglicherweise auch bei anderen Tumoren und ebenso beim

Nierenzellkarzinom der Fall sein.
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Obiri et al. (1993) stellten fest, daß IL-4 durch Internalisierung des Rezeptorkomplexes

eine Verminderung der Rezeptordichte auf den Tumorzellen bewirkt, wogegen B- und

T-Zellen unter Einfluß von IL-4 vermehrt Rezeptoren exprimieren (Ohara et al., 1988).

Es wäre denkbar, daß eine rezeptorvermittelte Funktion von IL-4 das Tumorwachstum

zwar hemmt, diesem Effekt jedoch durch Internalisierung des Rezeptorkomplexes

entgegen gewirkt wird. Damit würde theoretisch eine geringe Rezeptordichte auf den

Tumorzellen für eine schlechte Prognose sprechen. Jedoch könnte die

Rezeptorverminderung selbst Teil eines Mechanismus sein, der bei bestimmten

Tumoren wie auch dem Nierenzellkarzinom zu einer Wachstumshemmung führt.

Demnach würde eine geringe Rezeptordichte auf den Tumorzellen für einen günstigen

Krankheitsverlauf sprechen.

Bislang wurde jedoch die Frage, ob das Vorhandensein von IL-4 Rezeptoren auf

Tumorzellen und die Menge des vorhandenen Rezeptoren sich überhaupt in irgendeiner

Weise auf die Prognose der Patienten auswirkt, noch nicht näher untersucht. Wäre eine

rezeptorvermittelte Wirkung von IL-4 an der körpereigenen Tumorabwehr beteiligt, so

könnte man eine Korrelation mit dem weiteren Krankheitsverlauf erwarten.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir 198 Präparate von lokalisierten

Nierenzellkarzinomen. Die univariate Analyse ergab jedoch keine statistisch

signifikante Korrelation zwischen dem Ausmaß der IL-4Rα Expression auf den

Tumorzellen und Überleben oder Rezidivfreiheit der Patienten.

In der bivariaten Analyse konnten wir jedoch eine gewisse Abhängigkeit zwischen der

Menge des nachweisbaren IL-4Rα und dem Tumorstadium sowie dem Malignitätsgrad

feststellen. Dabei korrelierte ein hoher Prozentsatz an rezeptortragenden Zellen mit

einem hohen Malignitätsgrad und einem fortgeschrittenen Tumorstadium. Indirekt

würden diese Ergebnisse darauf hinweisen, daß eine große Menge an IL-4Rα eher für

einen schlechten Krankheitsverlauf spricht. Tendentiell ließ sich bei Patienten, deren

Tumore nur eine geringe IL-4Rα Expression aufwiesen, auch ein günstigerer

Krankheitsverlauf beobachten (s. Abb. 9a) und 9b)). Für diesen Zusammenhang ließ

sich jedoch wie oben bereits erwähnt keine statistische Signifikanz berechnen. Demnach

eignet sich IL-4Rα beim Nierenzellkarzinom nicht als Prognosefaktor.
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Interessant bleibt jedoch die Frage, weshalb mit zunehmender Entdifferenzierung des

Tumors die Menge an IL-4Rα nicht sinkt, sondern eher ansteigt. Im Gegensatz dazu

konnte nämlich für verschiedene andere Genprodukte nachgewiesen werden, daß ihre

Expression mit zunehmender Entdifferenzierung der tumorös entarteten Zelle nachläßt.

Das gilt z.B. für das Genprodukt des MDR-1-Gens, das P-Glykoprotein, das für die

multiple drug resistance des Nierenzellkarzinoms verantwortlich sein soll (Rochlitz et

al., 1992; van Kalken et al., 1991).

Bei der Auswertung der Tumorpräparate fiel auf, daß der Rezeptor auf tumorös

verändertem Gewebe insgesamt wesentlich schwächer exprimiert war als auf gesundem

Nierengewebe. Wir untersuchten von 80 Tumorpräparaten Anteile gesunden Gewebes

und fanden hier eine positive Anfärbung der distalen und proximalen Tubuli von 95-

100%. Dieses Ergebnis ist leicht nachzuvollziehen, wenn man berücksichtigt, daß die

Tumorzellen den Rezeptorkomplex nach Bindung des Liganden internalisieren. Durch

die immunhistochemische Färbung der Tumorpräparate konnten nur Bestandteile der

Zellmembranen sichtbar gemacht werden. Informationen über im Cytoplasma gelösten

Rezeptorkomplex konnten wir dadurch nicht gewinnen. Statistisch konnten diese

Ergebnisse leider nicht ausgewertet werden, da gesundes Gewebe nur spärlich und bei

den meisten Präparaten überhaupt nicht vorhanden war.

Obwohl sich der IL-4 Rezeptor nicht als Prognosefaktor für Patienten mit

Nierenzellkarzinom eignet, so ist er dennoch Gegenstand intensiver Forschung

hinsichtlich möglicher zukünftiger Therapien von Tumorerkrankungen.

Die Entdeckung eines funktionellen IL-4 Rezeptors auf Tumorzellen und die

Feststellung, daß sein Ligand, das IL-4, möglicherweise direkt über den Rezeptor

wachstumshemmend auf diese Tumoren wirkt, eröffnete neue Möglichkeiten in der

bislang unbefriedigenden Immuntherapie von Malignomen. Und obwohl eine direkte

antiproliferative Wirkung des Cytokins über seinen Rezeptor teilweise in Frage gestellt

wurde (Bosco et al., 1990), ist man sich einig, daß IL-4 und der IL-4 Rezeptor Ansätze

für zukünftige Therapien bieten.

Zum einen zeigt IL-4 eine Anti-Tumor-Aktivität über die Aktivierung und

Degranulation von eosinophilen Granulozyten (Tepper et al., 1992). Außerdem führt
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IL-4 zu einer Zunahme der Expression von MHC-Molekülen auf der Oberfläche von

Tumorzellen (Hoon et al., 1991). Damit erhöht es die Immunogenität des Tumors und

macht ihn für das Immunsystem angreifbarer. Auch die Hemmung der Angiogenese

durch IL-4 ist möglicherweise an der Tumorabwehr beteiligt (Volpert et al., 1998).

IL-4 unterdrückt die Th1-Differenzierung von T-Zellen und damit die Entwicklung der

bisher für die Tumorabwehr verantwortlich gemachten Immunzellen. Eine

möglicherweise effektive Tumorabwehr durch das wirtseigene Immunsystem wird

demnach durch IL-4 geschwächt (Terres et al., 1998). Rodolfo et al. (1999) fanden

jedoch heraus, daß auch Th2-differenzierte cytotoxische T-Zellen eine antitumoröse

Immunantwort auslösen können.

Es wurden in vitro Versuche (Cheon et al., 1996) und Versuche am Maus-Modell

(Younes et al., 1995; Hillmann et al., 1995 und 1997) durchgeführt, wobei IL-4 allein

oder in Kombination mit IL-2, INFα, und TNF appliziert wurde. Der Anti-Tumor-

Effekt von IL-4 konnte durch diese Versuche bestätigt werden: IL-4 allein als auch in

Kombination mit anderen Cytokinen bewirkte dosisabhängig eine signifikante

Wachstumshemmung im Zellkultur-Experiment. Bei erkrankten Mäusen bewirkte die

systemische Applikation von IL-4 eine signifikante Reduktion der Lungenmetastasen.

Dennoch zeigten erste Phase I und Phase II Studien bei Patienten mit metastasiertem

Nierenzellkarzinom nicht den erhofften Erfolg (Stadler et al., 1995; Margolin et al.,

1994).

Auch bleibt zu bedenken, daß IL-4 sowohl die vermehrte Expression als auch die

enzymatische Aktivität von extrazellulären Proteasen, z.B. Aminopeptidase N, induziert

(Riemann et al., 1995). Diese extrazellulären Proteasen bewirken eine Desintegration

des Zellverbandes und fördern dadurch möglicherweise die Tumorprogression und

Metastasierung.

Neuere Studien nutzen den IL-4 Rezeptor als Andockstelle für ein an IL-4 gekoppeltes

Zellgift. Dabei dient IL-4 als Transporter für das Toxin, beispielsweise Diphtherietoxin

oder ein Pseudomonas Exotoxin, dessen cytotoxische Eigenschaften zur Tumorabwehr

genützt werden sollen (Puri, 1999; Kornmann et al., 1999; Husain et al., 1999).
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5 Zusammenfassung

Die Prognose von Patienten mit lokal begrenztem Nierenzellkarzinom nach

Tumornephrektomie kann trotz gleichen Tumorstadiums und Malignitätsgrades sehr

unterschiedlich sein. Um den postoperativen Krankheitsverlauf besser vorhersagen und

Hochrisikopatienten identifizieren zu können, werden neben den etablierten

Prognosefaktoren Tumorstadium und Malignitätsgrad neue prognostische Parameter

betötigt.

Mit dieser Zielsetzung untersuchten wir in der vorliegenden Studie den IL-4 Rezeptor

hinsichtlich seiner prognostischen Aussagekraft. Wir verwendeten eine

immunhistochemische Färbemethode, um die Rezeptoren auf den Zellmembranen der

Tumorzellen sichtbar zu machen. Es wurden 198 Präparate lokal begrenzter

Nierenzellkarzinome ausgewertet. Mittels statistischer Tests unter Verwendung der

Überlebensraten nach Kaplan-Meyer wurden die dadurch erhaltenen Werte zum

Überleben und zur rezidivfreien Zeit der Patienten in Beziehung gesetzt. In dieser

univariaten Prognoseanalyse ergab sich jedoch kein statistisch signifikanter

Zusammenhang zwischen Expression von IL-4Rα und Krankheitsverlauf. Aufgrund

dieses Ergebnisses entfiel die multivariate Prognoseanalyse unter Einbeziehung des IL-

4 Rezeptors.

Um zu zeigen, daß es sich bei den untersuchten Tumoren um einen repräsentativen

Querschnitt handelt, erfolgte auch eine statistische Auswertung der etablierten

Prognosefaktoren TNM-Stadium und Malignitätsgrad. Erwartungsgemäß ließ sich für

diese beiden Parameter eine statistisch signifikante Korrelation zum postoperativen

Krankheitsverlauf der Patienten ermitteln.

Somit bleibt festzustellen, daß der IL-4 Rezeptor sich beim lokal begrenzten

Nierenzellkarzinom nicht zur Verbesserung der Prognosestellung eignet.
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6 Abkürzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

APAAP Komplex aus Alkalischer Phosphatase und Anti-

Alkalische-Phosphatase-Antikörper

Aqua dest. destilliertes Wasser

bzw. beziehungsweise

CRP C-reaktives Protein

DNS Desoxyribonukleinsäure

kDa Kilodalton

IgE Immunglobulin E

IL Interleukin

IL-4R IL-4 Rezeptor

IL-4Rα α-Untereinheit des IL-4 Rezeptors

INF Interferon

JAK Familie von Protein-Thyrosinkinasen

MDR Multiple Drug Resistance

MHC Major Histocompatibility Complex

MNV Mean Nuclear Volume

NaCL Natriumchlorid

NO Stickstoffmonoxid

PAP Komplex aus Peroxidase und Anti-Peroxidase-Antikörper

PCNA Proliferating Cell Nuclear Antigen

ROC Receiver Operating Characterisics

RPMI Zellkulturmedium

PSA Prostata Spezifisches Antigen

STAT DNS Transkriptionsfaktor

Th1-Zellen T -Helferzellen mit Typ-1-Differenzierung

Th2-Zellen T -Helferzellen mit Typ-2-Differenzierung

TNF Tumornekrosefaktor

TNM Stadieneinteilung von malignen Tumoren

UICC Union International Contre Le Cancer

VCAM Adhäsionsmolekül auf Endothelzellen
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VEGF Vascular Endothelial Growth Factor

WHO World Health Organization

ZNS Zentrales Nervensystem
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