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1.1

Einleitung

Das Nierenzellkarzinom - eine Einfiihrung

Das Nierenzellkarzinom (NZK) gehort zu einer Gruppe von epithelialen Tumoren, die
schon bei geringer Grofie und geringgradigen zytologischen Verinderungen metastasieren
konnen (Thones et al, 1986). In diesem Stadium ist die klinisch-diagnostische
Nachweisbarkeit auf 10% der Patienten beschrinkt, da sich das Tumotleiden nur in
wenigen Fillen durch eine Frihsymptomatik erkennen ldt. Hiufig werden die Tumore
zufillig im Rahmen anderer diagnostischer Mal3nahmen entdeckt.

Auch nach radikaler Entfernung des Primirtumors konnen Metastasen des Nierenzell-
karzinoms nach einem langen Zeitintervall plotzlich wieder in Erscheinung treten.

Die bisher verwendeten klassischen Parameter wie Grading, histopathologisch definierte
Tumorart, Alter und Allgemeinzustand des Patienten, Anzahl, Lokalisation und Zeitpunkt
des Auftretens von Metastasen und der Zeitpunkt einer frihen radikalen Nephrektomie,
besitzen nur eine begrenzte prognostische Aussagekraft.

Allerdings gibt es bisher auch keine sicheren molekularen oder zytogenetischen Priadiktoren,
die sowohl iber den weiteren klinischen Verlauf als auch die jeweils geeignete
Therapiestrategie eindeutig Aufschluss geben kénnten (Mejean et al., 2003).

Auch das meist verwendete Klassifikationssystem fiir maligne Tumore, das TNM-Staging,
das auf der Beurteilung der Tumorgrofie, des Lymphknotenbefalls und der Metastasierung
beruht, 146t keine sichere Vorhersagbarkeit fir den Verlauf der Tumorerkrankung zu
(Goodley et al., 2002).

In den letzten Jahrzehnten wurde dieses System zwar immer wieder an die klinischen und
histologischen Beobachtungen angepasst und fiithrte auch zu einem erweiterten klinischen
Verstindnis mit einer frihzeitigen Behandlung des Tumors durch eine radikale
Nephrektomie (Guinan, 1997).

Dennoch konnte in vielen Studien wiederum nicht eindeutig geklirt werden, welche
Tumorgrofie und Metastasierungsparameter deutliche prognostische Unterschiede zwischen
den Tumorstadien pT1 und pT2, wie auch zwischen pT2 und pT3 ergeben
(Javidan et al., 1999; Minervini et al., 2001).

Neben Tumorgrosse und -ausdehnung scheinen beim NZK auch histologische Kriterien
wichtig zu sein, die im TNM-Staging keine Berticksichtigung finden. Allgemein stellen
NZK eine sehr heterogene Gruppe von epithelialen Neoplasien dar, die auch durch
groBe Unterschiede in der Fihigkeit zur Metastasierung charakterisiert sind
(Gelb et al., 1993; Renshaw et al., 1995).

Die kombinierte Beurteilung der NZK nach der derzeitigen international akzeptierten histo-



morphologischen Einteilung in klarzellige, papillire (chromophile) und chromophobe
Tumorsubtypen (Moch et al., 2000) und nach der neuen TNM-Klassifzierung scheint eine
gute Abgrenzung prognostisch relevanter Guppen zu ermoglichen.

Nach Aussage von Renshaw et al. (1999) sollen sich histologisch definierte Subtypen des
NZK in ihrem praferentiellen Muster der Organmetastasierung unterscheiden.

Bisher ist der genaue zellulire Ursprung der NZK ungeklirt. Man konnte jedoch
beobachten, dafl Tumore, die vermutlich von epithelialen Zellen der Sammelrohre
ausgingen, zu den aggressivsten Karzinomen der Niere zihlen und meistens schnell eine
systemische Tumorerkrankung entwickeln (Moch et al., 2000; Dimopoulos et al., 1993).
Die Invasivitit und das Metastasierungspotential beim NZK scheint auch von
komplexen molekularen Faktoren abzuhidngen. Dazu zdhlen Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Wechselwirkungen, die Giber spezifische Zelladhdsionsstrukturen reguliert werden. Man geht
davon aus, dal3 diese Interaktionen im Gesunden eine Homoostase der Proliferation und
Differenzierung aufrecht erhalten kénnen, im Tumorgewebe aber einer Dysregulation
unterliegen.

Verschiedene Autoren berichteten bereits ber phinotypische Verinderungen der
Expression von Zelladhdsionsmolekiilen und Liganden der extrazelluliren Matrix beim
Nierenzellkarzinom (Markovic-Lipkovski et al., 1995; Lohi et al., 1998; Shimazui et al., 2000;
Okegawa et al., 2002; Cairns et al., 2003).

Die fehlende Expression eines Adhdsionsmolekiils auf Tumorzellen kénnte dafiir sprechen,
dal3 Stérungen der Zellinteraktion gegeben sind, die Wanderung, Proliferation und Differen-
zierung beeinflussen. Solche Verinderungen kénnten die Metastasierung begunstigen und
mit einer schlechten Prognose einhergehen (Shimazui et al., 1998).

Verschiedene andere molekulare und genetische Mechanismen werden postuliert, die es
NKZ erméglichen, sich lange Zeit der Immunantwort zu entzichen oder auch gegen die
Wirkung zytotoxischer Chemotherapeutika weitgehend resistent zu sein.

Obwohl die aktuell gingigen Therapieformen, die vorwiegend auf chirurgischen und
immuntherapeutischen Ansitzen beruhen, vielversprechend sind, scheint gerade bei einer
Erkrankung mit Metastasen der Langzeiterfolg eingeschrinkt zu sein (Goodley, 2002).
Darum sind geeignete Tumormarker sowohl fiir eine genaue Prognosestellung wie auch fur
die Entwicklung neuer Therapiestrategien in Abstimmung auf klinische und histologische
Merkmale des Tumors erfordetlich.

Unter diesem Aspekt scheint es interessant, das Augenmerk auf die Expressionsmuster
von Adhidsions- und Matrixmolekillen in gesundem und malignem Gewebe des

Nierenzellkarzinoms zu richten.



1.2

1.2.1

Adhasionsmolekiile

Adhisionsmolekiile dienen im Organismus in erster Linie der Zell-Zell- bzw. der Zell-
Matrix-Interaktion. Sie kénnen neben ihrer zelladhisiven auch signalibertragende Wirkung
haben und somit an Proliferation, Differenzierung und Wanderung von Einzelzellen sowie
an der Organogenese beteiligt sein (Gumbiner, 1996; Shimazui et al., 2000).

Die wichtigsten Gruppen von Adhisionsmolekiilen, die in dieser Studie bertcksichtigt

wurden, sollen im folgenden kurz besprochen werden.

Cadherine

Cadherine stellen eine Familie von calciumabhingigen Glykoproteinen dar, die vor allem an
homophilen Zell-Zell-Interaktionen beteiligt sind und eine groBle Rolle in der
Zelladhision und embryonalen Entwicklung spielen (Barth et al., 1997; Vleminckx und
Kemler, 1999; Shimazui et al., 2000).

Der extrazellulire Anteil der Cadherine enthilt eine Reihe von calciumbindenden Dominen
(«Repeats»), deren Anzahl und Ahnlichkeit ihre Zugehérigkeit zu einer spezifischen
Untergruppe bestimmen (siche Abb.1).

Allgemein werden die Cadherine in mittlerweile sechs Subfamilien neben verschiedenen
einzelnen Mitgliedern eingeteilt. Einige Cadherine aus der Untergruppe der klassischen
Typ-1-Cadherine und der Typ-II-Cadherine wurden in dieser Studie analysiert.

Die klassischen Typ-I-Cadherine, wie E-, N- und P-Cadherin, besitzen typischerweise finf
extrazellulire Dominen. Daran schlieft sich eine Transmembranregion und ein
intrazellulirer Abschnitt an (Alattia et al., 1999) (siche Abb.1).

Der intrazellulire Anteil interagiert mit Cateninen, die wiederum eine Verbindung zum
Zytoskelett herstellen kénnen (Vleminckx und Kemler, 1999). Ohne diese intrazellulire
Wechselwirkungen kénnen die Cadherine keine Adhisionsfunktion ausiiben (Barth et al,,
1997). Ebenso ist die Anwesenheit von Calciumionen notwendig (Alattia et al., 1999).
Typ-11-Cadherine, wie VE-Cadherin, sind im Aufbau zu den Typ-I-Cadherinen identisch,
unterscheiden sich aber durch phylogenetische Aspekte und eine geringere Ahnlichkeit
innerhalb ihrer extrazelluliren Dominen aufgrund einer fehlenden spezifischen Protein-
sequenz (Nollet et al., 2000).

Der Cadherin-vermittelte Kontakt zwischen den Zellen ist zwar stabil und fest, kann aber
unter anderem fir den Gewebeaufbau moduliert werden, um normale morphogenetisch
notwendige Zellbewegungen zuzulassen. Ahnlich diesem Vorgang scheint bei der
Tumorentstehung das Auftreten von malignen Zellen mit pathologisch verinderten
interzelluliren Adhisionseigenschaften zu aggressiveren, auch zur Metastasierung

fahigen Phinotypen zu fiihren (Shimazui et al., 2000).



Transmembran-

Extrazellularregion region o
l Praregion |EC1 | EC2 || EC3 || EC4 .
Extrazellulare Doméanen B

Intrazellularer Abschnitt
assoziiert mit Cateninen

Abbildung 1: Molekiilstruktur der Cadherine

(aus: Cell Adhesion Molecules, R&D Systems, 1996)

E-Cadherin

E-Cadherin wurde vorwiegend auf Zellen epithelialen Ursprungs gezeigt. Die
Aufrechterhaltung der Zellpolaritit in den renalen Epithelien, die z. B. den tubuliren
Transport in der Niere erst ermdoglicht, scheint durch E-Cadherin induziert zu werden
(Rabb, 1994).

Im normalen adulten Nierengewebe wird E-Cadherin nicht von proximalen Tubuluszellen
exprimiert, sondern ist ausschlieBlich auf Zellen des Tubulus attenuatus (auch intermediarer
Tubulus genannt) oder des diinnen Teils der Henle’schen Schleife, des distalen Tubulus und
der Sammelrohre beschrinkt (siche Abb.2) (Miller et al., 1996; Shimazui et al., 2000). Eine
Expression in Zellen der Bowmann’schen Kapsel wird in einer Untersuchung beschrieben
(Nouwen et al., 1993).

Im renalen Tumorgewebe, besonders bei NZK hohergradiger Malignitit, konnte eine
Herunterregulierung bzw. ein Fehlen der E-Cadherin-Expression beobachtet werden
(Katagiri et al., 1995; Giroldi et al., 2000), wie auch bei anderen Tumoren, z.B. bei
Magenkarzinomen und Urothelkarzinomen (Becker et al., 1994; Giroldi et al., 1996).

Da der Zellursprung renaler Karzinome noch nicht vollig geklart ist, konnte die Regulation
der Cadherine hier komplexer als bei anderen Tumoren sein.

Nach Shimazui et al. (2000) entstehen NZK aus epthelialen Zellen proximaler Tubuli, die im
Gesunden kein E-Cadherin exprimieren.

Bei E-Cadherin-negativen Karzinomen kénnte dieses Expressionsmuster auf den

Zellursprung des Tumors hinweisen.
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Eine vorhandene E-Cadherin-Expression in Zellen, die sonst im Gesunden dieses Merkmal
nicht aufweisen, scheint unter pathologischen Bedingungen, wie der Tumorentstehung,
auf eine aberrante Regulation der Zelladhision hinzudeuten (Shimazui et al., 2000).
Jedoch konnte nach Aussage von Katagiri et al. (1995) eine erhaltene E-Cadherin-
Expression mit einer besseren Prognose fiir die Patienten mit NZK verbunden sein.

Denn die zusitzliche Untersuchung von Cadherin-6, dessen prognostischer Wert
kiirzlich bestitigt wurde, zeigte bei NZK mit gleichzeitig fehlender E-Cadherin-
und  Cadherin-6-Expression  ein  signifikant hohes  Metastasierungspotential
(Shimazui et al., 1998; Paul et al., 2004).

In der vorliegenden Studie wurde das Expressionsmuster von E-Cadherin mit N-Cadherin,
das wie Cadherin-6 in Zellen des proximalen Tubulus im gesunden adulten Nierengewebe

zu finden ist, verglichen.

N-Cadherin

Das neurale Cadherin (N-Cadherin) wurde zuerst im Muskel und neuralen Gewebe, wo es
unter anderem das Neuritenwachstum und die Synaptogenese reguliert, entdeckt (Rabb,
1994; Nollet et al., 2000). Weitere Funktionen in unterschiedlichen Organen, wie z. B. der
Einfluf} auf die Entwicklung der Retina oder die Nephrogenese, wurden beschrieben
(Paradies et al., 1993; Nouwen et al., 1993).

Im adulten Nierengewebe sind E- und N-Cadherin in unterschiedlichen Abschnitten des
Tubulussystems exprimiert, wobei N-Cadherin auf Epithelzellen des gewundenen und
geraden Teils des proximalen Tubulus beschrinkt ist (siche Abb.2). Nach Shimazui et al.
(2000) soll N-Cadherin ebenso auf dem dunnen Anteil der Henle’schen Schleife entdeckt
worden sein. Dennoch scheint es das dominierende beider Cadherine im gesunden
Nierengewebe zu sein (Miller et al., 1996).

Auch bei NZK scheint die Expression von N-Cadherin dominant zu sein gegentiber
E-Cadherin, dessen Expression in verschiedenen Studien signifikant variiert
(Markovic-Lipkovski et al., 2001; Shimazui et al., 1998).

In vitro konnte gezeigt werden, dafl die Funktion von N-Cadherin unter bestimmten
Bedingungen gestort werden kann, aber gleichzeitig die phinotypische Expression erhalten
bleibt. Demzufolge konnte die N-Cadherin vermittelte Zelladhdsion unter bestehender
Expression im Tumorgewebe eingeschrinkt sein (O’Donnel et al., 1995).

Andere Ergebnisse wiederum zeigen eine deutliche Korrelation zwischen dem Verlust der
N-Cadherin-Expression bei hohergradig malignen NZK und dem Auftreten von
Lymphknotenmetastasen (Heicappel, 1999).

11



Abbildung 2:
Struktur eines Nephron mit Expression von E- und N-
Cadherin entlang dem Tubulusepithel

Das Glomerulum (1) zeigt keine Cadherinexpression, auf dem
gewundenen (2) und geraden (3) Abschnitt des proximalen
Tubulus wird N-Cadherin (grin) exprimiert. E-Cadherin

(gelb) wird dagegen entlang dem dinnen Anteil der

Henle’schen Schleife (4), dem geraden (5) und gewundenen (6)

distalen Tubulus sowie dem Sammelrohr (7) gefunden.

(aus: Taschenatlas der Anatomie, Thieme Verlag, 1991, modifiziert)

P-Cadherin

P-Cadherin oder Cadherin-3 zihlen zusammen mit E- und N-Cadherin zu den klassischen
Typ-1-Cadherinen. P-Cadherin wurde zuerst in der Plazenta bei Mdusen entdeckt. Wihrend
der Entwicklung kommt es voriibergehend in unterschiedlichen proliferativen Geweben vor.
Spiter aber ist P-Cadherin vorwiegend in epithelialen Strukturen, speziell in der
Basalzellschicht, z. B. der menschlichen Epidermis oder der Brustdrise, zu finden
(Rabb, 1994; Nollet et al., 2000).

In der Brustdrise wurde P-Cadherin in myoepithelialen Zellen, am Rand von in situ
Karzinomen und in einem einzelnen Mammakarzinom dargestellt (Rasbridge et al., 1993).
In anderen Studien konnte uberhaupt keine Expression in Mammatumoren festgestellt
werden (Birchmeier et al., 1994).

Eine weitere Untersuchung zeigte hingegen bei einigen infiltrierend wachsenden und wenig
differenzierten ductalen Mammakarzinomen die Expression von P-Cadherin bei gleichzeitig
herunterregulierter E-Cadherin-Expression (Palacios et al., 1995).

Bei Urothelkarzinomen dagegen gibt es Hinweise, dal3 E- und P-Cadherin in vitro direkt
miteinander korrelieren kénnen (Giroldi et al., 1999).

Es gibt nur wenige Studien, die eine P-Cadherin-Expression bei renalen Karzinomen in vivo
beschreiben. Keine oder nur eine sehr geringe Anzahl der untersuchten Tumore exprimie-
ren P-Cadherin (Shimazui et al., 1996; Markovic-Lipkovski et al., 2001)
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1.2.2

VE-Cadherin

VE-Cadherin, auch Cadherin-5 genannt, gehort zur Subfamilie der Typ-II-Cadherine
(Nollet et al., 2000).

Da es ausschlieBlich auf Endothelzellen verschiedener Gefille exprimiert wird, stellt
VE-Cadherin eines der Molekile mit héchster Spezifitit fur Endothelzellen dar
(Liao et al., 2000). Nebst dem Erhalt der normalen Gefal3strukturen ist VE-Cadherin an der
Regulation der endothelialen Permeabilitit, der Zellmigration und der Angiogenese beteiligt
(Brevario et al., 1995; Corada, 1999; Liao et al., 2002).

Die Bildung von Kapillaren aus vorbestehenden Gefidllen ist ein wesentlicher Prozess
fur das Wachstum solider Tumore und deren Metastasen, in welchem - unter anderen -
VE-Cadherin eine besondere Rolle zukommt. Nach Brevario et al. (1995) korreliert die
Migration von Endothelzellen, als ein bekanntermallen wichtiger Vorgang wihrend der
Angiogenese, mit dem Verlust oder der Umverteilung von VE-Cadherin in vitro. So kénnte
wihrend Tumorwachstum und -expansion die Angiogenese mit einer verminderten
Expression von VE-Cadherin einhergehen, wie es auch in Untersuchungen bei NZK gezeigt
wurde (Markovic-Lipkovski et al., 2001). Dagegen ergaben Untersuchungen von Lungen-
und Hautkarzinomen am Mausmodel, dal3 VE-Cadherin auf Gefillen im Gesunden wie im
Tumorgewebe gleichermallen exprimiert wird (Liao et al., 2000).

Da fur renale Tumoren nur wenige Studien dartiber vorliegen, sollte die VE-Cadherin-

Expression beim Nierenzellkarzinom tberpriift werden.

Syndecan-1

Die Syndecane 1 bis 4 bilden eine Familie von Heparan-Sulfat-Proteoglykanen. Das Core-
Protein der Syndecanmolekile besteht, dhnlich den Cadherinen und Integrinen, aus einer
extrazelluldren, einer transmembraniren und einer intrazelluliren Domine (siche Abb.3).
Im Gegensatz zur Transmembran- und zytoplasmatischen Domine weist der extrazellulire
Teil der Syndecanmolekiile nur partiell an den Abschnitten, die mit Seitenketten verkniipft
sind, homologe Aminosiuresequenzen untereinander auf.

Die Seitenketten der Syndecane sind sulphatierte, unverzweigte Kohlenhydratmolekiile, sog.
Glykosaminoglykane (GAGs), die kovalent an die Ectodomine gebunden sind. Thre Anzahl
und Struktur kann je nach Zelltyp variieren, was zu zellspezifischen Bindungseigenschaften
fihrt (siche Abb.3) (Inki und Jalkanen, 1996; Couchman, 2003).

Das in dieser Studie untersuchte Syndecan-1 wird wihrend bestimmter Stadien der
Organogenese voriibergehend in verschiedenen embryonalen Strukturen gefunden, die sich
zu adulten, Syndecan-1 positiven Epithelien ausdifferenzieren.

Syndecan-1 spielt hierbei eine wichtige Rolle, da es unter anderem mit einer Vielzahl von
Wachstumsfaktoren, Zytokinen, Enzymen, Matrix- und Zelladhidsionsmolekiilen

interagieren kann (Carey, 1997; Couchman et al., 2001).
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Wichtige Funktionen von Syndecan-1 im normalen Gewebe sind, z.B. bei der Wundheilung,
die Stabilisierung der epithelialen Zellschichten durch Bindung von Wachstumsfaktoren und
extrazelluliren Matrixmolekilen sowie sein Einflu3 auf Wundproteasen (Kainulainen et al.,
1998).

Auch ohne offensichtliche Matrixliganden ld3t sich Syndecan-1 in Plattenepithelien, wie
Epidermis und Mundschleimhaut, auf der gesamten Zelloberfliche, aber vor allem in
den Zellzwischenrdumen nachweisen. Das koénnte auf eine Beteiligung an homophilen
Zell-Zell-Interaktionen hindeuten (Inki und Jalkanen, 1996).

Ebenso konnte Syndecan-1 im normalen Gewebe der Dickdarmschleimhaut einerseits
basal als Matrixrezeptor, aber auch an der lateralen Zelloberfliche in Ko-Expression mit
E-Cadherin lokalisiert werden.

Dagegen ist unter zunechmender Malignitit, wie es bei der Karzinogenese vom kolorektalen
Adenom zum Karzinom gezeigt wurde, die Expression beider Proteine riickliufig und damit
die intakte Zelladhdsion aufgehoben (Day et al., 1999). Auch am Larynxkarzinom konnte
mit signifikanter Korrelation zu TumorgréBe und histologischem Grading diese
Beobachtung bestitigt werden (Li et al., 2004).

In weiteren Untersuchungen an Plattenepithelkarzinomen (Antonnen et al., 1999),
Mesotheliomen (Kumar-Singh et al., 1998) und Cholangiokarzinomen (Harada et al., 2003)
gingen ungiinstige Uberlebensrate und schlechte Prognose mit geringer oder fehlender
Syndecan-1-Expression einher.

Hirayabashi und Mitarbeiter (1998) konnten aber bei Miusen nach Re-Implantation von
Plattenepithelkarzinomen der Lunge zeigen, dal3 gerade Syndecan-1 positive Zellen ein
groferes Potential zur Bildung von Tumoren und Metastasen aufwiesen als Syndecan-1
negative.

Ebenso war bei Mammakarzinomen eine starke Syndecan-Expression mit hoherer
Malignitit, groflerer Tumorausdehnung und weiteren ungunstigen Faktoren assoziiert
(Barbareschi et al., 2003). Diese kontroversen Ergebnisse erfordern weiterfiihrende immun-
histochemische Analysen im Bereich der bisher auf Syndecan-1 untersuchten Tumoren.
Da Syndecan-1 in frihen Entwicklungsphasen, auch in den embryonalen Nierenanlagen,
und im normalen adulten renalen Gewebe vorkommt, scheint es interessant, zu beobachten,
ob fiir NZK spezifische Anderungen in der Expression von Syndecan-1 auftreten koénnen.
Fir diese Entitit von Tumoren liegen bislang keine bekannten Untersuchungen iber die

Syndecan-1-Expression in vivo oder dessen prognostischen Wert vor.
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1.2.3

Abbildung 3:
Molekiilaufbau der Syndecane
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(aus: Salmivirta, M. und Jalkanen, M.: «Syndecan family of cell surface proteoglycans: developmen-
tally regulated receptors for extracellular effector moleculesy, Experientia 51, Birkhduser Verlag,

1995)

Integrine

Zur Familie der Integrine gehéren heute 24 Glykoproteine, die homologe Strukturen
aufweisen. Sie sind sowohl an heterophilen Zell-Zell- als auch Zell-Matrix-Interaktionen
beteiligt und kénnen ebenso Bindungen mit Plasmaproteinen eingehen.

Die Molekile werden entweder in Vesikeln im Zytoplasma gespeichert, oder direkt an die
Zelloberfliche transportiert, wo sie transmembranir mit einem langen extrazelluliren und
einem kurzen zytoplasmatischen Anteil, der meist weniger als 50 Aminosduren lang ist, in
die Zellmembran verankert werden.

Als Heterodimere bestehen sie jeweils aus einer - und einer B-Kette, die nicht-kovalent
miteinander verbunden sind. Aufgrund ihrer B-Kette werden die Integrine in
Untergruppen eingeteilt, wobei heute mittlerweile 8 verschiedene B- und 18 o-Ketten
bekannt sind (Hillis und MacLeod, 1996; Hynes, 2002).

Die in dieser Arbeit untersuchten B1-Integrine, die auch VLA («very late activationy)-
Integrine genannt werden, finden sich auf zahlreichen Zellarten, wie z. B. Lymphozyten,
peripheren Nervenzellen und ebenso im Mesangium der Niere (Rabb, 1994).

Sie bestehen aus der B1-Kette (CD29) und werden in Kombination mit den meisten der
18 bekannten o-Ketten, wie ot1-06 (CD49a-f), o7-011 oder ov (CD51), vorgefunden
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(siche Abb. 4) (van der Flier, 2001).

Wichtige Liganden der Pl1-Integrine sind unter anderen Molekiile der extrazelluliren
Matrix, wie Kollagene, Laminine, Tenascine, Fibronektin (Klein et al., 1995; Panizzut et al.,
1997; van der Flier et al., 2001; Rissanen et al., 2003).

Kinstlich transformierte Zellen zeigen eine geringe Integrinexpression mit spezifischen
Verinderungen des Zytoskelettes und folglich eine gestérte Adhisionstihigkeit, so dal3 sie
sich von der extrazelluliren Matrix 16sen konnen. Dabei kann es zum Verlust wichtiger
Interaktionen kommen, die den natirlichen Zellzyklus mitbestimmen und zur
Aufrechterhaltung der normalen Zellfunktion beitragen (Glukhova et al., 1995).

So konnten Integrine durch eine feste Verankerung von Zellen in der Matrix der
Tumorenstehung entgegen wirken. Andererseits wurde beschrieben, daf3 Integrin vermit-
telte Funktionen in verschiedenen Stadien des Tumorwachstums und der Metastasierung zur
Progression des Tumors genutzt werden kénnten (Glukhova et al., 1995; Giancotti et al.,
1999; Varner et al.,1990).

Brenner et al. (2000) beobachteten bei Zelllinien von NZK die Invasion von Zellen in das
umgebende extrazellulire Gewebe. Dieser Vorgang war deutlich von der Anwesenheit von
B1-Integrinen abhingig, denn unter Zugabe eines gegen CD29 gerichteten Antikérpers
wurde die Zellmigration zu 88% reduziert. Auf Tumorzellen von Metastasen von
Melanomen konnte eine stirkere VLA-2-Expression nachgewiesen werden als auf den pri-
miren Melanomzellen (Anastassiou et al.,1995). Dieses Expressionsmuster wurde auch bei
NZK und deren Metastasen beobachtet (Droz et al., 1995).

Weitere Untersuchungen an Zelllinien des proximalen Tubulus und von NZK niedriger
Malignitit (G1) konnten zeigen, dafl die Adhidsion dieser Zellen an verschiedene Laminine
(LN 1, LN 10, LN 11) hauptsichlich iiber a1 B1-Integrin, neben nicht weiter definierten
Integrinen, vermittelt wird. Dagegen schienen Tumorzellen hoherer Malignitit die
Zelladhision tber o3 B1-Integrin zu steuern (Rissanen et al., 2003).

Auch Integrine, die im gesunden adulten Nierengewebe immunhistochemisch nicht
nachgewiesen wurden, wie VLA-4- und VLA-5-Integrin, konnten in NZK beobachtet
werden. Auch fir eine Zunahme der Expression von VLA-ov-Integrin bei héhergradig
malignen Tumoren scheint es Hinweise zu geben (Markovic-Lipkovski et al., 2001).

Nach wie vor gilt es herauszufinden, in wie weit die Expression verschiedener Integrine
mit dem Tumorgrading und der Prognose korrelieren kann (Droz et al., 1995;

Markovic-Lipkovski et al., 2001).
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1.3

131

Abbildung 4: Struktur der Integrine
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Integrine bestehen aus einer o-Kette mit Kationenbindungsstellen und einer B-Kette. Die Spezifitit
fiir einen bestimmten Liganden wird vorwiegend durch die o-Untereinheit bestimmt.

(aus: Tumour progression: the role of cadherins and integrins, Molecular Medicine Today, 1995)

Matrixmolekiile

Komplexe Interaktionen zwischen Tumorzellen und dem umgebenden Tumorstroma
werden iiber Integrin-Rezeptoren sowohl in die Zelle als auch an verschiedene Liganden der
extrazelluliren Matrix vermittelt (van der Flier et al,, 2001; Lohi et al., 1998). Dieses
Phinomen ist als «inside-out-» und «outside-in-signalling» bekannt.

Die extrazellulire Matrix ist ein komplexes Netzwerk aus interstitiellen Proteinen hohen
Molekulargewichts und Polysacchariden, die von den Zellen selbst sezerniert und organisiert
werden.

Das Tumorstroma variiert in der Zusammensetzung der extrazelluliren Matrix.

Im folgenden soll deshalb auf einige extrazellulire Proteine, wie Laminin, Perlecan,
Tenascin, Kollagen und Fibronektin eingegangen werden, die im neoplastischen
Microenvironment vorkommen und mitverantwortlich sein koénnen fur Proliferation,

Differenzierung und vaskulire Versorgung von Tumorzellen (ILohi et al., 1998).

Tenascin

Von den fiinf Mitgliedern der Tenascin-Familie ist Tenascin-C schon am lingsten bekannt.
Das Glykoprotein wurde 1983 zuerst in umgebendem Stroma von bestimmten
Hirntumoren, den Gliomen, und im Sehnengewebe entdeckt.

Mittlerweile konnte nachgewiesen werden, dal3 es von verschiedenen Zellen, unter anderem

von der Neuroglia, Osteoblasten sowie Fibroblasten des Tumorstromas produziert und in
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die ECM sezerniert werden kann (Chiquet-Ehrismann, 2004b).

Tenascin-C ist aus sechs identischen Untereinheiten aufgebaut, die jeweils an den
amino-terminalen Enden durch Disulfidbriicken miteinander verbunden sind und so die
Form eines Hexamers bilden (siche Abb. 5) (Chiquet-Ehrismann and Chiquet, 2003).

Die Untereinheiten enthalten jeweils vier verschiedene, aneinander gereihte Proteinmodule,
die aus Heptad-Motiven, EGF- und Fibronectin-Typ-III-dhnlichen Dominen und einer
Fibrinogen-homologen Domine am C-terminalen Ende des Proteins bestehen (Jones und
Jones, 2000). Die einzelnen Tenascine unterscheiden sich in der Anzahl ihrer Untereinheiten
und in der Zahl der Repeats der jeweiligen Déminen.

Durch alternatives Spleilen der mRNA finden sich verschiedene Isoformen des Tenascin-C
mit variablen Wiederholungen speziell in den FN-dhnlichen Dominen (siche Abb. 5).

Die verschiedenen Spleiivarianten scheinen fiir eine unterschiedliche Affinitit von
Tenascin-C zu spezifischen Rezeptoren oder Liganden, unter anderem zu ovP3- und o5p1-
Integrinen, Fibronektin und Syndecan-4 verantwortlich zu sein.

Dadurch kénnen gegensitzliche Funktionen von Tenascin-C mit gleichzeitig férdernder
oder hemmender Wirkung auf Adhiésion, Migration oder Proliferation unterschiedlicher
Zellen verbunden sein (Jones et al., 2000).

So scheint diese paradoxe Wirkung tber die Interaktion mit anderen ECM-Molekiilen, wie
Syndecan-1 und Fibronektin, vermittelt zu werden. Tenascin-C kann durch Hemmung der
Bindung von Syndecan-4 an Fibronektin das Zellwachstum von Tumorzellen anregen, aber
die Proliferation von normalen Zellen unterdriicken (Chiquet-Ehrismann and Tucker, 2004a;
Huang et al., 2001).

Die stirkste Expression von Tenascin-C findet sich in der Embryonalentwicklung vor allem
in neuronalen, mesenchymalen wie auch in einigen epithelialen Strukturen. Dabei ist es
sowohl an der Formgebung einzelner Zellen wie auch an der Bildung von Geweben
beteiligt. Wihrend der Organogenese wird es nur vorriibergehend exprimiert, in
entwickelten Organen dagegen schwach oder gar nicht mehr. Im adulten Organismus lif3t
sich Tenascin-C besonders in hoch regenerativen Geweben - wie z.B. Periost, Haut, Darm,
Knochenmark, glatte Muskulatur und Teilen des ZNS - nachweisen (Chiquet-Ehrismann,
2004b). Unter pathologischen Bedingungen kann es in verschiedenen Organen zur Re-
Expression des Proteins kommen (Chiquet-Ehrismann, 1995).

So ist die in der gesunden Niere ausschlieBlich auf das medullire Interstitium beschrinkte
Expression unter den pathologischen Verinderungen einer Nephritis oder einer
interstitiellen Fibrose zusitzlich auf Glomeruli und tubulointerstitielle Regionen ausgewei-
tet (Truong et al., 1996; Okada et al., 1990).

Bei NZK scheint die Tenascin-C-Expression bei niedrig malighen Tumoren nur noch auf

bestimmte Strukuren - wie die Basalmembran und den Stromabereich um Blutgefile -
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beschrinkt zu sein. Dagegen wurde Zunahme der Malignitit eine verstirkte, bis weit in das
Tumorstroma ausgedehnte Expression festgestellt (Lohi et al., 1995).

Mammakarzinome zeigten ebenso eine Zunahme der Expression bei steigendem Tumor-
grading und ausgedehnter lokaler Infiltration (Adams et al., 2002 ). Bei vielen weiteren
Untersuchungen, unter anderem an Gebidrmutter- und Owvarialkarzinomen, sowie
Plattenepitheltumoren des Larynx, schien eine starke Expression von Tenascin-C auf eine
schlechte Prognose und hohe Invasivitit hinzudeuten (Wilson et al., 1996; Regezi et al.,
2002). Pilch et al. (1999) stellten jedoch fest, dal} einige Fille hoch maligner, aber
Tenascin-C negativer Ovarialkarzinome eine besonders schlechte Prognose zeigten.

Zwar kommt Tenascin-C bei bestimmten Hirntumoren schon eine gewisse diagnostische
und therapeutische Funktion zu, dennoch liegen gerade fir das NZK und fur andere

Tumorarten nur wenige Daten wie auch einige kontroverse Ergebnisse vor (Chiquet-
Ehrismann and Chiquet, 2003).
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Abbildung 5: Strukturmodel von Tenascin-C

A) Einzelne Tenascin-C Untereinheit aus Heptad Domine, EGF- und Fibronectin TypIII (FNIII)
dhnlichen Dominen sowie C-terminal einer globuldren fibrinogenartigen Region.
Neben 8 konstanten Dominen kénnen durch alternatives mRNA-Spleiien 9 weitere variable
FNIII-Dominen (schwarz) zu grofleren Molekulvarianten fihren.

B) Elektronenmikroskopische Darstellung des Tenascin-C-Hexamers

(aus: Chiquet-Ehrismann and Chiquet: «Tenascins: regulation and putative functions during pathologi-
cal stressy, Journal of Pathology, 2003)
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1.3.2 Perlecan
Perlecan gehort zur Familie der Heparan-Sulfat-Proteoglykane. Es besitzt ein grofes
Core-Protein, welches in finf Dominen unterteilt werden kann, die weitgehend zu denen
anderer bekannter Makromolekiile, wie z.B. Laminin oder Agrin, homolog sind. Am
N-terminalen Ende der Hauptkette befinden sich drei Glykosaminoglycan-Seitenketten
(siche Abb. 6) (Olsen, 1999; Jiang et al., 2003).
Perlecan wird von Epithelzellen, aber ebenso von mesenchymalen Zellen wie den
Hautfibroblasten synthetisiert. Als eine der Hauptkomponenten der Basalmembran bildet
es ein hoch organisiertes molekulares Geriist gemeinsam mit Kollagen und Lamininen.
Es entsteht eine extrazellulire Versorgungs- und Schutzschicht, die Endothel- und
Epithelzellen basalseitig umgibt und dort verschiedene Funktionen austibt (Kurokawa et al.,
2003). Die Seitenketten des Proteins kdnnen verschiedene Wachstumsfaktoren und Enzyme
binden, die bei Bedarf kontrolliert freigegeben werden koénnen, um Mechanismen zur
Signaliibertragung zwischen Epithelzellen und der Basalmembran zu regulieren.
Eine Vielzahl von Molekilen, z.B. Heparin, Laminin-1, Fibronektin, FGF-7 («keratinocyte
growth factor), FGF-2 («fibroblast growth factor) konnen direkt an das Core-Protein von
Petlecan binden, ebenso Rezeptoren, wie 1/P3-Integrine, die adhisive Interaktionen
zwischen den Zellen und der ECM vermitteln (Olsen, 1999).
Im Gegensatz zu Fibroblasten und Endothelzellen wurden fiir hamatopoetische Zellen auch
anti-adhisive Eigenschaften von Perlecan beschrieben (Klein et al., 1995).
In der Tumorgenese scheint Perlecan tiber ein wachstumsférderndes Potential zu verfiigen.
An Melanomen und Kolonkarzinomen konnte gezeigt werden, dafl eine Herunter-
regulierung der Expression von Perlecan das invasive Verhalten der Tumorzellen in vitro
und die lokale Tumorausbreitung und Vaskularisation in vivo hemmen kann (Reiland et al.,
2004; Sharma et al., 1998).
Eine vegleichende Studie an Mamma- und Larynxkarzinomen zeigte, dal3 es bei
Mammatumoren unabhingig vom Tumorgrading zu einem Verlust der Expression aller BM-
Komponenten, inclusive Perlecan, kommt. Dagegen war die Expression von Petlecan
sowie anderer Basalmembranstrukturen beim vorwiegend loko-regional wachsenden
Larynxkarzinom noch erhalten, nahm aber mit héherer Malignitit ab (Netlich et al., 1998).
Diese kontroversen Ergebnisse tiber die Funktion von Perlecan deuten darauf hin, da} das
komplexe Zusammenspiel von Basalmembranen und Tumorzellen von vielen weiteren
Faktoren, wie der Wirkung von Wachstumsfaktoren, Enzymen und Enzyminhibitoren mit-
bestimmt wird.
Fir die Entwicklung von Tumoren der Niere, die ebenfalls von der Intaktheit der
Basalmembranen vermutlich beeinfluf3t werden, stehen weitere Untersuchungen aus. Bisher

liegen keine veroffentlichten immunhistochemischen Analysen von Perlecan bei NZK vor.
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Abbildung 6: Molekiilstruktur von Perlecan
Perlecan wird in funf verschiedene Proteinmodule eingeteilt. Nur die N-terminale Domine enthalt
Glycosaminoglycan-Seitenketten (schwarze Wellen).

Die Domine IV enthilt insgesamt 21 Ig-dhnliche Motive (angedeutet).

(aus: Olsen: «Life without perlecan has its problems», The Rockefeller University Press, 1999)
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1.3.3 Laminin-10/11
Von der Glykoproteinfamilie der Laminine sind mittlerweile 15 verschiedene Isoformen
bekannt, die aus je einer -, B- und einer y-Kette von bislang elf identifizierten
Untereinheiten (fiinf o, drei B- und drei y-Ketten) aufgebaut sind. Laminin-10 und -11
bestehen jeweils aus einer 0.5-, einer B1- bzw. 2-Kette und einer y1-Kette, die aus untet-
schiedlichen Dominen gebildet werden (siche Abb. 7).
Laminine kommen ubiquitir in allen Geweben vor und kénnen zur Anordnung von
Basalmembranen in eine supramolekulare Architektur beitragen. Innerhalb dieser Struktur
koénnen Lamininmolekiile sowohl untereinander grole maschenartige Polymere formieren
als auch in Wechselwirkung zu anderen netzartigen Polymeren (z.B. Netzen aus Kollagen
IV) und vielen einzelnen Komponenten der ECM stehen (Colognato and Yurchenco, 2000).
Fiir Laminine sind als zellulire Rezeptoren und rezeptorihnliche Molekiile verschiedene 31-
und PB4-Integrine, Heparan-Sulphat-Proteoglykane und andere Zelloberflichenproteine
nachgewiesen worden. Die Interaktionen von Lamininen mit zelluliren Rezeptoren und
Matrixmolekiilen kénnen zu Substratbindung, Migration und Differenzierung der Zellen
mal3geblich beitragen. Diese Funktionen scheinen auch besonders wihrend der embryona-
len Entwicklung, vor allem beim Nervenzellwachstum, und bei der Zellregeneration wichtig
zu sein (Luckenbill-Edds, 1997).
Das Vorkommen im Tumorgewebe scheint die meisten Karzinome einzuschlieBen. Zellen
verschiedener menschlicher Tumore weisen durchwegs eine Lamininexpression auf, aber es
werden unterschiedliche Varianten gefunden (Wewer et al., 1994).
Vor allem Laminin-10 konnte in einer Vielzahl humaner Karzinomzelllinien nachgewiesen
werden. Der jeweilige Adhisionsmechanismus zwischen der Zelle und den Lamininen 10
und 11 wird Zelltyp-spezifisch iiber unterschiedliche Rezeptoren, wie a3B1- bzw.
06B1-Integrin, reguliert (Tani et al., 1999).
In Versuchen zur Chemotaxis von NZK-Zellen konnte gezeigt werden, dal3 es unter dem
Einflu} von Komponenten der ECM, wie Laminin, Kollagen IV und Fibronektin, und in
Anwesenheit von Bl-Integrinen zu einem betrichtlichen Anstieg der Invasivitit von
Tumorzellen kommt (Brenner et al., 2000).
Eine andere immunhistochemische Untersuchung konnte feststellen, dal3 ein Verlust in der
Expression von Laminin und E-Cadherin sowohl mit der Zunahme der TumorgréBie als
auch hoéherem zelluliren Grading signifikant korrelierte (Morell-Quadreny et al., 2003).
Bei NZK scheint jede Tumorart (hier: klarzellig, chromophil bzw. papillir, chromophob)
fir sich charakteristische extrazellulire Komponenten zu exprimieren (Droz et al,
1994).Untersuchungen an NZK sind erforderlich, um diese Ergebnisse, die kontroverse

Funktionen von LN zeigen, weiter zu differenzieren.
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LN-1 wird héufig im Tumorgewebe exprimiert, jedoch in der Zusammensetzung mit einer
o1-Kette als Untereinheit scheint es nur in wenigen Tumorzellinien vorzukommen, unter
anderem aber in NZK und in wenigen anderen malignen epithelialen Geweben. Es wurde
gezelgt, dal} proximale Tubuluszellen der Niere ot1-Untereinheiten produzieren, weshalb im
Vergleich zu Oncozytomen auf einen vorwiegenden Zellursprung vor allem der klarzelligen

NZK ausgehend vom proximalen Tubulusepithel ausgegangen wird (Rissanen et al., 2003).

ad

Abbildung 7: Struktur von Laminin-10/11

Die Laminine 10 und 11 bestehen aus einer a5, B1 bzw.
B2 und einer y1-Kette. Unterschiedliche Dominen sind
durch Kugeln und Streifen angedeutet.

(aus: Colognato and Yurchenco: «Form and function: the laminin family of heterotrimersy,
Developmental Dynamics, 2000)
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1.4 Zielsetzung
Wie schon erwihnt, stellen NZK ecine besondere Entitit von Tumoren dar, die sich klinisch
oft erst in fortgeschrittenen Stadien der Metastasierung manifestieren. Zur Optimierung
deren Therapie und Langzeitprognose sind heute molekulargenetische prognostische
Parameter notwendig;
In der vorliegenden Arbeit sollten verschiedene Adhisions- und Matrixmolekule immunhi-
stologisch analysiert werden, da ihre vielfiltigen Interaktionen fiir das Verhalten der
Nierenzellkarzinome pathogenetisch relevant zu sein scheinen.
Dabei sollte die zellulire Expression der untersuchten Molekile gezeigt und deren
Konstellation untereinander erfal3t werden.
Die immunhistochemischen Merkmale der Tumore wurden mit dem TNM-Staging
verglichen, um die Frage zu beantworten, ob bestimmte Expressionsmuster dieser Molekiile
mit entsprechenden Stadien der Tumorausdehnung korrelieren kénnen. Hierbei wurde die
vierte Version der WHO-Klassifikation von NZK von 1992 verwendet, da die in den
letzten Jahren immer wieder vorgenommenen Revisionen noch offen lassen, ob
Verinderungen im Stagingsystem den prognostischen Wert und die Therapieplanung
tberhaupt beeinflussen und verbessern kénnen (Moch et al., 2000).
Um Aussagen dartber treffen zu kdnnen, in wie weit spezifische Expressionsmuster mit der
Malignitit der NZK korrelieren, wurde die histopathologische Klassifikation nach Thoenes
verwendet, da sie insbesondere Zelltyp, Wachstumsmuster und den zytologischen
Malignititsgrad erfal3t (Thoenes et al., 1980).
Aufgrund der besonderen histopathologischen Heterogenitit der NZK wurden auch
histologische Klassifizierungen immer wieder gedndert, zuletzt 1997 mit Einbezug
genetischer Merkmale.
Die Einteilung nach Thoenes scheint auch fiir einen phinotypischen Vergleich zwischen den
Tumorzellen und ihren vermuteten Vorliuferzellen besonders geeignet zu sein, vor allem im
Vergleich mit der Expression von verschiedenen Cadherinen, die Hinweise auf den
Zellursprung der Tumore liefern kénnten (Shimazui et al., 2000).
Desweiteren wurde die Expression von Adhisions- und Matrixmolekiilen in Gefal3zellen im
Hinblick auf einen moglichen Einflu3 dieser Proteine auf die fiir das Tumorwachstum

wichtige Neovaskularisation beobachtet.
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2.1
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2.2 Reagenzien

2.3

Aceton Merck
Aqua bidest. laboreigen
Bovines Serum Albumin (BSA) Bohringer
3’-3’-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB) Merck
4’,6-Diamino-2-Phenylindol-Dihydrochlorid (DAPI) Merck
Elvanol mit 1,4-Diazabicyclo-[2,2,2]-Oktan Merck

(DABCO) als Antifadingreagenz

Humanes AB-Serum

Blutspender der Blutgruppe AB

Mayer’s Himalaun Losung

Merck

HCl Merck

H,0,, 30%-ig Merck
Kaninchen-anti-Maus-IgG, DAKO
Peroxidase-konjugiert

Kaninchenserum, normal DAKO
Natriumchlorid Merck
Phosphate buffered saline (PBS) laboreigen
Schnelleindeckmedium «Entellan» Merck
Schwein-anti-Kaninchen-IgG, DAKO
Peroxidase-konjugiert

Schweineserum, normal DAKO

Tris Merck
Materialien

Deckgliser Langenbrinck
Einfrierrohrchen Greiner
Eppendorfrohrchen 1 ml Eppendorf
Falcon Tube Falcon
Kimwipe Tiicher Kimberley und Clark
Inkubationskammer laboreigen
Markierstift «PAP Pen» SCI
Objekttriger unbehandelt Langenbrinck
Pipetten 1-10 pl, 10-100 pl, 200-1000 pl Eppendorf
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2.4

2.5

2.5.1

2.5.2

Pipettenspitzen weil3 (1-10 pl) Greiner
Pipettenspitzen gelb (10-100 ul) Greiner
Pipettenspitzen blau (200-1000 ul) Greiner
Sterilfilter Millex HA 0,45 um Millipore
Tauchbecken laboreigen
Tauchstinder laboreigen

Tissue Tek Merck

Tuncsten 64 ASA Diapositiv Film Kodak Company
Gerate

Auflichtmikroskop «Axiophot» Zeiss
Gefriermikrotom «Frigocut» Mod 2700 Leica

pH-Meter WTW
Magnetruhrgerit IKA Labortechnik
Waage Sartorius

Vortex Bend und Hobein

Verwendetes Gewebe

Herkunft

Die Gewebeproben wurden in der Zeit von 1994 bis 1996 bei Tumornephrektomien ent-
nommmen und freundlicherweise von der Urologischen Abteilung der Universititsklinik
Tubingen fir diese Studie mit dem Einverstindnis der Patienten zur Verfigung gestellt.

Die wesentlichen Anteile des entfernten Tumorgewebes wurden fiir die routine-
miBige histologische Analyse verwendet. Restproben aus eventuell gesunden Anteilen der
Niere sowie aus Tumorgewebe wurden fir die weitere immunhistologische Untersuchung

eingesetzt.

Aufbewahrung
Die bereitstehenden Priparate wurden bis zur Verarbeitung in Gefrierréhrchen bei

-194°C in flissigem Stickstoff gelagert.
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2.5.3 Histopathologische, morphologische und klinische Beurteilung
Die in dieser Arbeit hergestellten Tumorschnitte wurden dankenswerterweise von Frau Prof.
Dr. J. Markovic-Lipkovski (Pathologisches Institut der Universitit Belgrad) beurteilt und

nach den histologischen und zytologischen Kriterien nach Thoenes klassifiziert (Thoenes et

al., 1980).
Tumorzellart Praparat Morphologie Zellularer TNM-Staging
(Histologie) Tumorgrad (G)
klarzellig S1779 solide T2 NO MX
S 1987 solide/trab./tub. 1 T1 NO MO
S 1989 solide T2 NO MO
S 2337 solide 1-2 T3b NO MX
S 2315 zyst./solide/trab./pap. 1-2 T3 NX MX
S 2197 solide/trab./zyst. T2 NX MX
S 2393 solide/trab./pap. T2 NX MX
S 2431 solide T3a NX MX
S 2374 solide/trab. T2 NX MX
$2199 (10 solide/tub./zyst. T2 NX MX
S 2333 (11 trab./zyst./solide T2 NX MX
S 2381 (12 trab./solide 2 T2 NO MX
S1931 (13 solide/tub./pap. T3a NX M1
S1922 (14 solide/zyst. T1 NO MO
S 2037 (15 solide/zyst./trab./tub. T2 NX M1
S 836 (16 solide/tub./pap. T2 NO MX
S1745 (17 solide T3a NX MX
S2310 (18 solide/tub./azinds 3 T2 NX MX
chromophil (eo $1933  ( solide/tub./pap. T1 NO MX
( S 2356 tub./zyst./solide 2 T2 NX M1
(b S 2435 pap./azinds/tub. T2 NO MX
(e S 2702 azinods/trab./solide T2 NX MX
chromophob S 1461 solide 2 T3b N2MX
S 2157 solide/tub./pap. 2-3 T2 NX MX
spindelzellig S 2355 trab./solide/tub. T3a N2 MX
S 2277 solide 3 T3 NO MX
S 2471 trab./solide T2 NX M1

Tabelle 1: Einteilung der Tumorpriparate nach Thoenes (1986) nach zytologischen und

histologischen Kriterien unter Einbezug des Tumorstaging
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2.6 Verwendete Antikorper

2.6.1 Einteilung und Spezifitit der Antikorper

monoklonale | Klon Nomenklatur Spezifitat Verdinnung | Bezug

Antikorper

E-Cadherin HECD-1 E-Cadherin 1:30 Takara,
Biomedicals

N-Cadherin GC-4 N-Cadherin 1:400 Sigma

P-Cadherin 56 P-Cadherin 1:10 Transduction

VE-Cadherin BV 6 CD144 Cadherin-5 1:5 VIVA

VLA-1 HP2B6 CD49a o1-Integrin 1:10 Immunotech

VLA-2 Gi9 CD49% o2-Integrin 1:40 Immunotech

VLA-3 M-KID 2 CD49c a3-Integrin 1:100 Immunotech

VLA-4 HP2/1 CD49d o4-Integrin 1:5 Immunotech

VLA-5 SAM 1 CD49e a5-Integrin 1:5 Immunotech

VLA-6 4F10 CD4of oa6-Integrin 1:50 Serotec

oV AMF 7 CD51 owv-Integrin 1:50 Immunotech

Syndecan BB-4 CD138 Syndecan-1 1:20 Biermann

Tenascin DB7 Tenascin-C 1:200 Biohit OY

polyklonale Lot

Antikorper

Laminin FJ9BO3 Laminin-10/11 1:250 GibcoBRL

Perlecan Perlecan 1:500 G.Klein

Tabelle 2: Einteilung und Spezifitit der Antikorper zur Darstellung von
Adhisions- und Matrixmolekiilen
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2.7

2.71

2.7.2

Antikérper als Positiv- und Negativkontrolle

W6/32.HL: Monoklonaler Antikorper, der die schwere Kette der HLA-A, -B, -C-
Antigene bindet. Dieser Antikrper diente hier unverdiinnt als Positiv-
kontrolle (Barnstable et al., 1978; Ziegler und Milstein, 1979).
Laboreigen (Prof. Dr. C. A. Miiller)

W6/32.HK: Inaktive Variante von W6/32. HLK, die ebenso unverdinnt als
Negativkontrolle eingesetzt wurde (Ziegler und Milstein, 1979).
Laboreigen (Prof. Dr. C. A. Miiller)

Zweitantikorper konjugiert mit Peroxidase

Kaninchen-anti Im Kaninchen produzierter polyklonaler Antikérper, der zur Detektion

Maus-IgG: der Bindung der monoklonalen murinen Primirantkérper 1:20 ver-
dinnt verwendet wurde (siche Tab. 2).

Schwein-anti- Im Schwein produzierter polyklonaler Antikorper, der zur Detektion

Kaninchen-IgG: der Bindung von polyklonalen Erstantkérpern, die im Kaninchen pro-
duziert wurden, in einer Verdinnung von 1:20 eingesetzt verwendet
wurde (siche Tab. 2).

Immunhistochemie

Die indirekte Immunperoxidasefirbung

Das Prinzip der indirekten Immunperoxidasefirbung beruht darauf, dafl ein unkonjugierter
Antikorper, auch Primir- oder Erstantikérper, im Priparat an ein Antigen bindet.

Um diese Anlagerung lokalisieren zu kénnen, wurde ein Enzym-konjugierter Zweitanti-
korper benutzt, der mit dem konstanten Anteil des Erstantikorpers eine Bindung eingeht.
Fir dieses Verfahren wurden in der vorliegenden Arbeit Zweitantikdrper verwendet, an die
das Enzym Meerrettichperoxidase (HRP) gekoppelt worden war. Unter Zusatz von H,O,
und einem Chromogen (DAB) als Substrat bildeten sich Farbmolekdile aus.

Hierbei entstand eine braune Firbung, die zeigte, wo die Bindungsreaktion des Erst- und
Zweitantikorpers stattgefunden hatte.

Der Zweitantikbrper mufite gegen Immunglobuline der Tierspezies gerichtet sein, aus wel-

cher der Primirantikérper gewonnen wurde (siche Kap. 2.6.1).
Vermeiden von Hintergrundfirbungen

Vor der eigentlichen Firbung wurde eine Inkubation der Schnitte mit einer Serumldsung

durchgefiihrt, die verhindern sollte, dal sich Primir- bzw. Sekundirantikérper unspezifisch
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2.7.3

an Gewebestrukturen im Priparat anlagerten.

So sollten insbesondere durch die Serumimmunglobuline unspezifische Reaktionen der

Testantik6rper mit Fc-Rezeptoren blockiert werden. Auch mogliche andere unspezifische

Interaktionen der Testantikbrper mit Gewebeproteinen sollten damit verhindert werden.

Fir die Behandlung der Gewebeschnitte wurden daher zur optimalen Blockierung

unspezifischer Bindungen Seren aus Tieren ecingesetzt, in denen die verwendeten

Zweitantikorper hergestellt worden waren.

Um auch bei den weiteren Inkubationsschritten falsch positive Bindungsreaktionen

ausschlieBen zu konnen, wurden fur die Verdunnung der Erstantikfrper noch

Rinderserumalbumin (BSA) und fiir diejenige der Zweitantikbrper mannliches Humanserum

der Blutgruppe AB, das vor Anwendung mit Filtern (Millipore 0,45 um) aufgereinigt wurde,

zugefigt.

Losungen und Puffer

Stamml6sung:

Spulpuffer:

Verdinnungspuffer fir

das Blocking-Reagenz:

Verdinnungspuffer fir

die Primidrantikérper:

Verdinnungspuffer fir

die Zweitantikérper:

DAB-Lésung:

6 g Tris und 5,8 g NaCl wurden in 1000 ml Aqua bidest. gelést
und anschliefend mit 1 M HCl auf pH 7,4 eingestellt

1 Teil Stammlésung wurde mit 9 Teilen 0,9 %iger NaCl-Losung

gemischt

Das entsprechende Tierserum (vom Schwein bzw. Kaninchen)
wurde zur Vermeidung unspezifischer Antikérperbindungen mit

Spulpuffer 1:10 verdiinnt verwendet.

0,1% BSA wurde einer 1%igen PBS-L6sung hinzugefugt.

Zunichst wurde menschliches AB-Serum 1:5 mit Spilpuffer
verdinnt und mit 0,1 M HCI auf pH 7,4 eingestellt. Im Ver-
hiltnis von 1:20 wurde der entsprechende Zweitantikbrper

anschlieffend zugegeben.

Es wurde 1 Tabl. DAB in 10 ml Aquadest, in einem lichtge-
schutzten (Alufolie) Falcon Tube, aufgelost. Kurz vor der
Firbung wurden 3 pl von 30%igem H,O, zugegeben und die

Losung geschiittelt.
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2.74

2.7.5

Herstellen der Gefrierschnitte

Die Tumorbiopsien wurden aus den Stickstofftanks entnommen.

Um das Material dann moglichst gewebeschonend aus den Gefrierréhrchen herausschieben
zu kénnen, wurde jeweils der Schraubverschluf3 entfernt, das ins Lumen ragende Gewinde
mit Klemme und Skalpel abgetrennt und das Ende des Rohrchens eréffnet.

Damit das Gewebe wihrend dieses Vorgangs nicht auftaute, wurden die Ampullen immer
wieder in einen kleinen Sticksstoffbehilter eingetaucht.

Das Tumormaterial konnte nun bei einer Temperatur von -25°C im Gefriermikrotom wei-
terbearbeitet werden. Die Objekthalterung selbst war auf -20°C eingestellt.

Mit ein paar Tropfen Einbettmedium (Tissue Tek) lieB3 sich das Gewebe darauf befestigen
und dann mit einem Vorschub von 3-5 um schneiden.

Die Schnitte wurden direkt vom Messer auf unbehandelte Objekttriger aufgenommen und
zum Trocknen 2,5 Stunden bei Raumtemperatur belassen. Danach erfolgte die Fixierung der
Priparate tiber 10 min. im Azetonbad bei -20°C.

AnschlieBend trockneten die Nierenschnitte nochmals eine halbe Stunde bei
Raumtemperatur.

Die Schnittpraparate konnten so entweder bis zum Gebrauch bei -20°C iber mehrere Tage

aufbewahrt oder gleich gefirbt werden.

Durchfiihrung der Firbung

Vorbereitungen

Die Schnitte wurden mit einem Fettstift (PAP Pen) auf den Objekttrigern umrandet, damit
sich die jeweils aufgetragene Flussigkeit gleichmifig auf den Priparaten verteilte und nicht
so leicht abflieBen konnte.

Um das Gewebe wihrend des gesamten Firbevorgangs vor Austrocknung zu schiitzen und
damit Firbeartefakte zu vermeiden, wurde eine dunkle feuchte Kammer angefertigt

(Glaswanne mit befeuchtetem Zellstoff und Deckel).

Blockierungsreaktion unspezifischer Antikérperbindungen

Die direkt nach dem Azetonbad oder nach dem Auftauen getrockneten Schnitte wurden mit
dem verdiinnten, zum jeweiligen Zweitantikérper passenden Pri-Immunserum bedeckt
(siche Kap. 2.7.3), um eventuelle unspezifische Kreuzreaktionen des Zweitantikrpers mit
dem Gewebe zu unterbinden.

Je nach GroéBe der Praparate war es notig, zwischen 80 und 150 ul der entsprechenden

Losungen aufzutragen, um das gesamte Gewebe gleichmiflig zu bedecken. Sowohl das
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Pipetieren als auch die folgende 30-minttige Inkubation bei Raumtemperatur wurde in der
feuchten Kammer vorgenommen.

Nach dieser Einwirkzeit wurde die Flissigkeit von den Objekttrigern abgeklopft und mit
einem fusselfreien Zellstoff (Kimwipe) am Schnittrand aufgesaugt, ohne jedoch das
Gewebe dabei zu berithren. Der auf diese Weise sehr diinn erhaltene Flussigkeitsfilm
zeigte keinen Verdunnungseffekt beim Hinzuftigen des

Primirantikérpers. Die auf dem Gewebe verbleibende diinne Schicht der Seruml6sung

sollte weiterhin unspezifische Bindungsreaktionen verhindern.

Primérantikérper

Die verschiedenen Erstantikfrper wurden nach den in Tabelle 2 beschriebenen Verdiin-
nungen eingesetzt und kurz vor bzw. frithestens am Tag vor der Firbung mit dem
Verdinnungspuffer gemischt.

Beim Auftragen der Antikorperldsungen und bei der in diesem Schritt ebenso 30-miniitigen
Inkubationzeit wurde wie schon bei der Blockierungsreaktion vorgegangen. Im Unterschied
dazu erfolgte hier nach dem Abkippen des Antikorpers ein griindliches Spilen der
Priparate, um Firbeartefakte aufgrund von ungebundenen Antikérpern zu vermeiden.

Es war ausreichend, die Objekttriger in den Tauchstindern jeweils nach 4 Minuten in das
nichste der 3 mit Spilpuffer gefillten Becken zu geben.

Danach wurde der Spilpuffer aus dem ersten Tauchbecken erneuert, aber dieses Becken
dann als letztes in die Spilreihe wieder eingefiigt, so dal3 bei jedem folgenden Sptlvorgang
am Ende ein frischer Puffer stand. Die iiberschissige Flissigkeit wurde wieder durch
Abklopfen und mittels Zellstoff vorsichtig vom Geweberand entfernt, um den folgend auf-

getragenen Zweitantikdrper nicht weiter zu verdinnen.

Zweitantikorper

Die Inkubationszeit in der feuchten Kammer betrug fir diese Antikérper bei Raum-
temperatur ebenso 30 Minuten. Nach der gleichen Vorgehensweise wie beim Erstantikorper
wurde das Spiilen, Abklopfen und Abtupfen wiederholt. Auch der Zweitantikbrper wurde

frithestens einen Tag vorher verdiinnt (siche Kap. 2.7.3).

Substratlésung

Da die DAB-L6sung nur kurze Zeit verwendbar und sehr lichtempfindlich ist, konnte sie
héchstens 15 Minuten vor Gebrauch hergestellt werden und muflte in einem lichtgeschiitz-
ten Gefil3 aufbewahrt werden.

Hier dauerte die Inkubation 10 Minuten. AnschlieBend wurden die Priparate wieder gesptilt,
aber der restliche Spiilpuffer von den Objekttrigern nur abgekippt, um vor Austrocknung

sicher zu sein.

33



2.7.6

Gegenfirben

Die noch gut befeuchteten Schnitte konnten jetzt im Stinder in das unverdiinnte Himalaun
getaucht werden.

Nach acht Sekunden wurden die Priparate in einem mit Wasser geftllten Becken kurz
geschwenkt und solange in einem zweiten mit flieBendem Wasser belassen, bis keine blaue

Farbe mehr an das Wasser abgegeben wurde.

Eindeckeln der Priparate

Die Schnitte muflten vor dem Auftragen des Eindeckmediums jetzt vollstindig getrocknet
sein. Es gentigte, einen kleinen Tropfen Eindeckmedium mit einer Pipettenspitze moglichst
in die Mitte der Priparate zu applizieren.

Dann sollte das Deckglas, ohne Luftblasen zu bilden, vorsichtig aufgelegt und leicht

angedriickt werden.

Mikroskopische Auswertung und Fotographieren der Priparate

Die Priparate wurden lichtmikroskopisch (Axiophot, Zeiss) bei Vergroferungen von 1:225
bis 1:1000 betrachtet und mit Graufilter und Kondensator bei kleinstmoglicher
Belichtungszeit fotographiert. Die Vergréflerung wurde jeweils unter den Bildern angege-
ben.

Die semiquantitative Beurteilung der Gewebefirbung in den NZK erfolgte jeweils bezogen
auf eine Zellart (meist Tumorzellen, Stromazellen und Zellen Tumor versorgender Gefil3e).
Bei der semiquantitativen Analyse von gesunden Nieren wurde in den Ergebnistabellen die
entsprechend untersuchte Zellart aufgelistet und im Tumorgewebe durch Symbole angege-

ben. Die Firbereaktion wurde nach folgendem Schema dargestellt:

0 : kein Priparat vorhanden
- : keine Anfirbung von Tumorzellen
+ : bis 50% der Tumorzellen bzw. der Zellen einer angegebenen Zellart
in der Normalniere zeigen eine Farbreaktion
++ : dber 50% der Tumorzellen bzw. der Zellen einer angegebenen Zellart
in der Normalniere reagieren
V : Expression auf GefiB3zellen

S: Expression auf Zellen des Tumorstromas
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3.1

Ergebnisse
Expression von Adhasionsmolekiilen

Alle untersuchten Adhidsionsmolekiile wie E-, N-; P- und VE-Cadherin und Syndecan-1
konnten in den NZK mit unterschiedlicher Haufigkeit gefunden werden.

Dabei zeigte sich, dafl besonders E-Cadherin auf einer groflen Zahl von Tumoren und mit
88% deutlich haufiger noch als N-Cadherin (62%) exprimiert wurde. Auch Syndecan-1 war
in fast allen Fallen (95%) positiv und in 75% der Tumoren haufiger mit E-Cadherin im glei-
chen Tumorpriparat als N-Cadherin exprimiert. VE-Cadherin war in 20% der renalen
Karzinome selektiv auf Gefil3zellen positiv (siche Abb.12). P-Cadherin dagegen wurde nur
in einem einzigen Praparat dargestellt (sieche Abb.11).

Korrelierte man die Expression von E- und N-Cadherin zum zelluliren Malignitdtsgrad
(Tumorgrad) ging die Expression mit dem Tumorgrad zuriick. Dabei war der Verlust von
N-Cadherin in 60% der G3 Tumore haufig stirker (++) als bei E-Cadherin ausgeprigt.
Bei Tumoren héherer Malignitit konnte eine Anderung des zelluliren Verteilungsmusters
von E- und N-Cadherin, sowie Syndecan-1 beobachtet werden. In G1-G2 Priparaten war
eine zellmembrangebundene und in G3 Tumoren auch eine diffuse zytoplasmatische
Anfarbung hiufig zu sehen.

Bei Einbezug des TNM-Staging wurde bei gro3erer Tumorausdehnung eher eine Zunahme
der Expression von E- und N-Cadherin sowie von Syndecan-1 festgestellt, wobei der
Unterschied von den T3 zu den T1-T2 Tumoren bei N-Cadherin besonders ausgeprigt war.
Vor allem war bei T3 Tumoren ein gleichzeitiges Vorkommen beider Cadherine deutlich
hiufiger mit einer Anfirbung von vielen Zellen (++) zu finden.

Von den wenigen hier untersuchten E-Cadherin negativen Tumoren (N=3) wiesen zwei bei
Diagnosestellung Metastasen (M1) auf. Gleichzeitig waren diese Priparate N-Cadherin nega-
tiv. Dies schien eine stirkere Invasivitit bei E-Cadherin negativem Expressionsmuster anzu-

deuten.
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3.1.1 Darstellung von Expressionsmustern der einzelnen Cadherine

E- und N-Cadherin

Im normalen Nierengewebe

Eine Anfirbung mit dem E-Cadherin-Antikérper zeigte sich in Schnitten gesunder Nieren
und den Normalanteilen von Tumorbiopsien sowohl am Endteil der Henle’schen Schleife,
dem geraden und gewundenen Anteil des distalen Tubulus, als auch dem Uberleitungsstiick
und den Sammelrohren.

N-Cadherin wurde hingegen von Epithelien der gestreckten und gewundenen proximalen

Tubuli prisentiert (siche Tab.3).

Im Tumorgewebe

In 23 von 26 Fillen (88%) wurde E-Cadherin von den Tumorzellen der verschiedenen
Nierenzellkarzinome exprimiert und 16 Tumore (62%) zeigten eine positive Reaktion fir
N-Cadherin bei gleichzeitigem Vorkommen von E-Cadherin (siche Abb.8,10). Beide

Proteine konnten in 3 Fillen nicht nachgewiesen werden (siche Tab.6).

Vergleich mit dem TNM-Staging

E- und N-Cadherin wurden beide hiufiger in T3 als in T1-T2 Tumoren mit einem starken
Expressionslevel beobachtet, wobei der Unterschied in beiden Staging-Gruppen fur
N-Cadherin deutlich ausgeprigter war:

Wihrend N-Cadherin in 47% der T1-T2 klassifizierten NZK tiberhaupt nicht exprimiert
wurde und nur in einigen Priparaten (37%) eine starke Reaktion zeigte (++), wurde eine
deutlich hiufigere diffuse Expression in 86% der T3 Tumoren festgestellt (siche Abb.10).
E-Cadherin wurde dagegen schon in 82% aller T1-T2 Tumoren dargestellt, von denen wie-
derum 58% (11 aus 19) eine starke Firbereaktion zeigten (siche Abb.9). In den untersuch-
ten T3 Tumoren wurde E-Cadherin in allen Priparaten diffus exprimiert (siche Tab.1,
Tab.0).

Ein Vorkommen beider Proteine im gleichen Tumorpraparat (siche Abb.8, 10) zeigte sich in
beiden Staging-Gruppen mit deutlicher Differenz von 47% bei T1-T2 und 86% bei T3
Karzinomen. 5 von 7 T3 Tumoren (70%) wiesen gleichzeitig eine starke (++) Expression
von E- und N-Cadherin auf.

Die Ausbreitung der T3 Tumore schien loko-regional begrenzt zu sein, da eine
Fernmetastasierung (M1) nur bei einem einzigen T3 Karzinom und regionale

Lymphknotenmetastasen (N2) bei 2 Priparaten dieser Gruppe bekannt waren.
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Da bei den meisten untersuchten NZK zum Zeitpunkt der Diagnosestellung ein
Lymphknotenbefall oder eine Fernmetastasierung unbekannt waren, konnte dies auch auf
eine potentiell geringere Invasivitit von T3 klassifizierten Tumoren mit gleichzeitiger

Expression von E- und N-Cadherin hindeuten.

Vergleich zur Histopathologie

Bei zunehmender zellulirer Malignitit (G1-G3) konnte ein deutlicher Riickgang der
Expression beider Cadherine festgestellt werden:

E-Cadherin war bei G1 und G2 Tumoren zu 100% bzw. 90% dhnlich hiufig positiv (siche
Abb.9) und zu 60% bei G3 Tumoren.

Bei N-Cadherin zeigte sich ein stirkerer Abfall von 80% (4 von 5) bei G1, tiber 63% (10 von
16) der G2, auf nur 40% (2 von 5) bei G3 Tumoren. N-Cadherin war somit bei 60% der
G3 Tumoren haufiger negativ als bei G2 (37%) oder G1 Tumoren (20%).

Von den G1-G2 Tumoren zeigten 70% der Priparate ein gleichzeitiges Vorkommen beider
Cadherine, wovon 45% eine starke Firbereaktion fir beide Proteine vorwiesen.

Da man nur bei 40% der G3 Karzinome ebenso ein starkes gleichzeitiges Vorkommen von
E- und N-Cadherin positiven Tumorzellen (++) feststellen konnte, schien mit zunehmen-
dem zelluliren Malignititsgrad die Expression beider Cadherine abzunehmen.

Die Expression von E-Cadherin lies sich in Priparaten aller morphologisch unterschiedli-
cher Tumorsubtypen nachweisen (siche Abb.8,9). Dagegen wurde N-Cadherin nicht in
chromophoben und nur in geriger Zahl in chromophilen Praparaten gefunden. Auch hier
konnte keine deutliche Korrelation zwischen Zelltyp oder Wachstumsstruktur (solide oder
gemischt solide mit tubulopapilliren Einschlissen) und der Expression von E- und N-
Cadherin nachgewiesen werden (siche Abb.28).

Die meisten Nierenzellkarzinome zeigten eine an die Zelloberfliche gebundene,
umschriebene Expression beider Molekiile. Mit Zunahme der Malignitit anderte sich die
Verteilung der Antikérper innerhalb der Tumorzellen deutlich, sodal bei G3 Tumoren

vorwiegend eine diffuse Anfirbung des Zytoplasmas zu sehen war.
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Abbildung 8: E-Cadherinfirbung von Tumorzellen eines spindelzelligen T3 Priparates (52355)
mit zellulirem Tumorgrad G3, VergréBierung 1:500

Abbildung 9: E-Cadherinfirbung von Tumorzellen ohne Reaktion des Tumrstromas bei einem
klarzelligen T2 Priparat (§2333), TumorgradingG2, VergroBerung 1:500
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Abbildung 10: N-Cadherinfirbung mit Reaktion vieler Tumorzellen (++), T3 Tumorpriparat

(82355) mit zellulirem Tumorgrad G3 und gemischt solider Morphologie, Vergrofierung 1:500
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P-Cadherin

Im normalen Nierengewebe
P-Cadherin wurde auf der Intima groBerer Gefille, auf einigen (+) proximalen

Tubuluszellen sowie auf Zellen im Mesangium des Glomerulums exprimiert (siche Tab.3).

Im Tumorgewebe

In fast keinem der untersuchten Tumoren zeigte sich eine Expression von P-Cadherin, auer
in einem einzigen, extrem malignen Gewebe firbte sich das Zytoplasma von einzelnen
Tumorzellen stark an. Eine diffuse Anfirbung des Zytoplasmas wurde bei NZK hoherer
Malignitit hiufiger beobachtet, wobei eine zusitzliche membranstindige Expression nicht
augeschlossen werden kann. Gefif3zellen zeigten im Gegensatz zum normalen Gewebe im
Tumor keine Reaktion (siche Abb.11).

Der P-Cadherin positive T3 Tumor wies regionale Lymphknotenmetastasen (N2) mit einer
bei Diagnosestellung unbekannten Metatasierung (MX) auf. Der zur Gruppe der
spindelzelligen NZK zihlende Tumor zeigte massive Zellkernatypien (G3)(siche Abb.11)

und ein gemischtes, vorwiegend trabekulér-solides Wachstum .

Abbildung 11:  P-Cadherinfirbung eines spindelzelligen Tumorpriparates (S2355) mit

Anfiarbung des Zytoplasmas, Vergro3erung 1:1000
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VE-Cadherin

Im normalen Nierengewebe
Eine positive Reaktion fiir VE-Cadherin lie3 sich auf Endothelzellen von gréBeren arteriel-
len Blutgefiflen, den meisten Kapillaren im Interstitium und ebenso von Glomeruli finden

(siche Tab.3).

Im Tumorgewebe

Nur bei 5 von 24 Priparaten (20%) wurde eine Firbung des GefiBlendothels durch VE-
Cadherin-Antikérper erhalten, wobei sich die Verteilung gewohnlich auf Blutgefil3e in nur
einem Teil des Tumors konzentrierte (siche Tab.6, Abb.12).

Endothelzellen einzelner, isoliert liegender Gefille war selten positiv fiir VE-Cadherin.
Tumorzellen zeigten keine Reaktion fir VE-Cadherin.

Aufgrund der geringen Zahl positiver Fille konnte keine Aussage tiber eine Korrelation
zum TNM-Staging oder zum zelluliren Grading und den histomorphologischen Merkmalen
getroffen werden.

Einzig auffillig schien zu sein, daB3 nur G1 und G2, vorwiegend klarzellige Tumore, positiv
reagierten und kein G3 Tumor unter diesen Priparaten zu finden war (siche Abb.28). Die

Anzahl positiver Tumore war allerdings zu gering fiir eine signifikante Aussage.
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Abbildung 12: VE-Cadherinfirbung von Endothelzellen gruppierter Blutgefil3e eines klarzel-
ligen G2 Tumors (52333), VergroB3erung 1:500
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3.1.2 Darstellung von Syndecan-1

Im normalen Nierengewebe
Im Gesunden war Syndecan-1 auf allen Tubulusabschnitten (proximal, Henle’sche Schleife,
distal und auf Sammelrohren) stark exprimiert (++). Im Stroma zeigten auch einzelne

Fibroblasten eine Anfirbung mit dem Syndecan-1-Antikorper (siche Tab.3).

Im Tumorgewebe

Bis auf ein Priparat exprimierten 95% aller Nierenzellkarzinome Syndecan-1 auf
Tumorzellen (19 von 20), von denen wiederum 70% eine schwache und 25% eine starke
Anfiarbung zeigten. Das Fiarbemuster war haufig fokal auf Gruppen einiger Tumorzellen

begrenzt und nicht diffus verteilt (siche Abb.13).

Vergleich zum TNM-Staging
Von den T1 und T2 Tumoren zeigten nur 13 % eine starke Syndecan-1-Expression

(2 von 15), dagegen waren es bei den T3 Tumoren 60% (siche Abb.13).

Vergleich zur Histopathologie

Beim Vergleich zum zelluliren Tumorgrading ergab sich eine leichte Zunahme der
Syndecan-1 Expression bei Tumoren hoherer zellulirer Malignitit, denn nur 19% (3 von 10)
der G1-G2 eingestuften Tumore (siche Abb.13) und 50% aller G3 Tumore waren stark, aber
eben soviele G3 Karzinome schwach positiv (2 von 4).

Bei den G3 Tumoren vom Spindelzelltyp fiel eine diffuse zytoplasmatische Anfarbung auf,

im Gegensatz zur membranstindigen Expression der tibrigen NZK.
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Abbildung 13: Syndecan-1-Expression auf mehr als 50% der Tumorzellen (++) eines G1-2
und T3 klassifizierten NZK (§2315), VergréBerung 1:1000
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3.2. Expression von Integrinen

Die hier untersuchten B1-Integrine wurden alle in NZK gefunden, wobei die Hiufigkeit
positiver Tumorpriparate zwischen 13% bei der 04-Kette und 92% bei der owv-Kette
variierte. 03 und 0.6 wurden dhnlich hiufig exprimiert wie ovP1-Integrin, aber ot3-Integtin
zeigte dabei in weit mehr als 50% der positiven Fille eine starke, diffuse Expression.
Auch im normalen Nierengewebe konnte eine Expression der ol-06-Untereinheiten in
B1-Integrinen festgestellt werden: 0.1 und a6 wurden auf allen Tubulusabschnitten gefun-
den, 02 und o3 wurden dagegen auf distalen und Ov vorwiegend auf proximalen
Tubulusepithelien exprimiert.

04 und o5 waren in der Normalniere nur sehr schwach in der Media gréBerer und o5
zusitzlich in Endothelzellen arterieller Blutgefi3e unterschiedlicher GréBe zu beobachten.
In den Tumorpriparaten wurden alle Integrine, mit Ausnahme oOv-Kette, neben den
Tumorepithelien auch von Zellen im Stroma und auf Gefilendothelien exprimiert. VLA-4
zeigte in diesem Bereich mit 96% die haufigste Expression.

Bei histomorphologischen Vergleichen konnte gezeigt werden, da3 VILA-2 in der Mehrzahl
klarzelliger NZK (69%) deutlich herunterreguliert war gegeniiber anderen histologischen
Tumorsubtypen.

Die Abwesenheit von bestimmten Integrinen war haufiger in Tumorpriparaten mit einem
gemischten als einem rein soliden Wachstumsmuster zu beobachten. Dennoch wurde als
einziges Integrin VLLA-2 in rein soliden NZK deutlich weniger oft exprimiert (66%) als in
gemischt gewachsenen (42%) Priparaten.

Bei zunehmender zellulirer Malignitit der Tumoren fiel sowohl ein Verlust von VLA-1 als
auch eine deutliche Zunahme der Expression der otv-Kette auf.

Zum einen war eine Zunahme in der Expressionsintensitdt mit einer schwachen Firbung
von G1 Tumoren (66%), aber einer starken Firbereaktion schon bei 47% der positiven
G2 Tumoren (76%) und bei 100% der G3 Priparate zu sehen.

Zum anderen konnte neben den Unterschieden im Expressionsniveau auch das zelluldre
Expressionsmuster in Relation zum Tumorgrading variieren. So wurde bei G1 Karzinomen,
die noch eine erhaltene Zellpolaritit aufwiesen, eine membranstindige, basal lokalisierte und
bei G3 Tumoren eine diffus im Zytoplasma verteilte Expression beobachtet. Bei VLA-6
konnte in einem einzigen spindelzelligen G3 Priparat ein diffuses Fiarbemuster festgestellt
werden. Eine Korrelation zum zelluliren Grading war nicht beobachtbar. Auch fir VLA-2
sowie fiir VLA-5, das auf Tumorzellen der beiden chromophoben Malignome, einem spin-
delzelligen und einem klarzelligen zu finden war, konnte nur eine geringe Verdnderung mit

zunehmender zelluldrer Malignitit festgestellt werden.
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Der Vergleich der verschiedenen TNM-Staging-Gruppen zeigte fur Tumore grof3erer
Ausdehnung die Tendenz, VLA-1 mit 17% deutlich weniger hdufig zu exprimieren als
T1/T2 Tumore mit 44%. Unter Ausschlul von G1 Tumoren zeigte sich fiir T3 Karzinome
mit héherer Malignitit hdufiger (75%) eine starke diffuse Expression der ov-Kette als bei
T1/T2 Tumoren (53%).

Die Analyse der Integrin-Untereinheiten 0t2-06 ergab in Relation zum TNM-Staging nur

geringe Verinderungen.

3.2.1 Darstellung der Expressionsmuster der einzelnen Integrine

VLA-1

Im normalen Nierengewebe
Im gesunden Gewebe zeigte sich eine deutliche Anfarbung aller Tubulusstrukturen und eine

leichte Farbung im Mesangium von Glomeruli sowie in der Media grof3erer arterieller
Gefale.

Im Tumorgewebe
VLA-1 zeigte sich schwach positiv auf Tumorzellen bei 11 von 24 Priparaten (45%) (siehe
Tab.7). Mit einer Haufigkeit von 63% konnte es in Stromazellen und Gefillendothelien

nachgewiesen werden (15 von 24).

Vergleich zum TNM-Staging

In 5 von 6 T3 Karzinomen (83%) konnte keine Expression von VLA-1 in den Tumorzellen
festgestellt werden. Zellen des umgebenden Tumorstromas und der Gefille im Stroma
waren in 33% der T3 Tumoren positiv, wie in Abb.14 zu sehen ist. Das dargestellte
Karzinom veranschaulicht als einziges T3 Praparat neben VLA-1 positiven Stroma- und
Gefil3zellen auch positive Tumorzellen (siehe Tab.7).

Im Gegensatz dazu exprimierten T1/T2 Tumore deutlich haufiger VLA-1 in Tumorzellen
(55%) und zu 72% in Stroma- und Gefil3zellen (13 von 18). Dies konnte zeigen, daf3

Tumore von grof3erem lokalen Ausmall VLLA-1 weniger hiufig exprimieren.
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Vergleich zur Histopathologie

In keinem der G3 Karzinome wurde VLA-1 von Tumorzellen exprimiert und in 25% der
Tumorproben waren Stromazellen positiv, dhnlich der Verteilung bei T3 Tumoren. Somit
konnte ein deutlicher Verlust von VLA-1 auf Tumorzellen im hohergradig malignen

Gewebe festgestellt werden. Beim Vergleich solider oder gemischter Wachstumsformen

konnte fiir VLA-1 kein eindeutiger Unterschied beobachtet werden.

Abbildung 14: VLA-1-Expression in einem gemischt-solide gewachsenen G1-2 NZK (S2315).
Einziges T3 eingestuftes Tumorgewebe, daf3 neben positiven Gefdl3- und Stromazellen auch eine

Anfirbung fir VLA-1 auf Tumorzellen (+) zeigt. Vergrofierung 1:500
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VLA-2

Im normalen Nierengewebe
In der normalen Niere wurde 0i2-Integrin im Mesangium schwach sowie auf den Epithelien
der Henle’schen Schleife im gesamten distalen und intermediiren Tubulus (Uberleitungs-

stiick) stark exprimiert (siche Tab.4).

Im Tumorgewebe
o.2-Integrin wurde in 13 von 25 Fillen auf Tumorzellen exprimiert (52%) und in 68% auf
Stroma- und GefilB3zellen, dhnlich der Verteilung von VLA-1(siche Tab.1, Tab.7).

Vergleich zum TNM-Staging

Hier konnten keine deutlichen Unterschiede der Expressionshaufigkeit bei T1/2 und
T3 Tumoren festgestellt werden, wie sie fir die Expression von VLA-1 vorzuliegen schie-
nen (siche Tab.7).

Vergleich zur Histopathologie

Tumore der verschiedenen zellulidr definierten Tumorgrade wiesen in der Anfirbung von
Tumorzellen keine deutlichen Unterschiede auf. Stromazellen firbten sich in einem einzigen
G3 Priparat, wohingegen die Mehrzahl der G1/2 Tumore fur VLA-2 auf Stroma- und
Gefil3zellen (80%) positiv war. Die meisten klarzelligen Nierenzellkarzinome waren auffal-
lend hidufig negativ (69%) oder nur schwach positiv. Dagegen zeigten alle chromophoben
und chromophilen Tumore eine positive Firbereaktion, ebenso die Mehrheit spindelzelliger
Priparate (66%)(siche Abb.10).

Bei diesen Tumorzellarten konnte auch hiufiger eine stirkere Firbereaktion festgestellt wer-
den als bei klarzelligen Karzinomen.

Abb.16 zeigt eine Anfirbung vieler Tumorzellen (++) eines spindelzelligen Priparates im
Vergleich zur vorwiegenden Anfirbung von positiven Stroma- und GefiB3zellen in einem
klarzelligen NZK (siche Abb.15, Tab.7).

Desweiteren schienen rein solide gewachsene Tumoren weniger oft VLA-2 (33%) zu expri-

mieren als NZK mit gemischtem Wachstum (58%).
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Abbildung 15: VLA-2-Firbung in einem klarzelligen NZK (51922) vom zelluliren Tumorgrad
G2, vorwiegend Expression auf Stroma- und Gefil3zellen, Vergréfierung 1:500

Abbildung 16: VLA-2-Firbung eines spindelzelligen G3 Tumors mit hiufiger Expression auf
Tumorzellen (§2355), Vergroflerung 1:500
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VLA-3

Im normalen Nierengewebe

VLA-3 wurde von Endothelzellen der Glomeruli und dhnlich wie VLLA-2 von Epithelien des
distalen Tubulus exprimiert. Eine schwichere Anfirbung zeigten Sammelrohre und interme-
didre Tubulusabschnitte (siche Tab.4).

Im Tumorgewebe

Unabhingig vom zelluliren Grading, weiteren histomorphologischen Merkmalen und
TNM-Staging zeigten fast alle Karzinome (92%) eine starke positive Reaktion mit einer vor-
wiegend hidufigen (++) Expression auf Tumorzellen in den jeweiligen Priparaten .

Die Verteilung von VLLA-3 in den einzelnen Tumorzellen war auf die Zellmembran lokali-

siert (siche Abb.17). Zusitzlich fanden sich VLLA-3 positive Zellen im Tumorstroma (13 von
24) und einzelnen Blutgefilen (siche Tab.7).

Abbildung 17: VLA-3-Firbung eines klarzelligen NZK (S2337), zellulirer Tumorgrad G1-2,

membranstindige Fiarbung von Tumorzellen, VergroBerung 1:1000
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VLA-4

Im normalen Nierengewebe
In der Normalniere fand sich eine Expression von VLA-4 auf wenigen Zellen der Media

groflerer arterieller Gefille (sieche Tab.4).

Im Tumorgewebe

VLA-4 konnte hauptsichlich auf Zellen des Stromas und in Blutgefi3en bei fast allen unter-
suchten Tumoren gezeigt werden (22 von 23), wobei in einigen Priparaten auch isoliert nur
Gefillzellen (siche Abb.18) oder Stromazellen angefarbt waren.

In 13% der Praparate exprimierten wenige(+) Tumorzellen VLLA-4 (siche Abb.19).

Es konnte fir VLLA-4 keine Korrelation zur Histopathologie und -morphologie oder zellu-
lirem Grading festgestellt werden. Dennoch gehorten 2 von 3 der wenigen, schwach positi-

ven Tumore zur Gruppe der T3 klassifizierten NZK (siehe Tab.1, Tab.7).
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Abbildung 18: VLA-4-Expression vorwiegend auf Gefillendothelien. Klarzelliges, solides
Tumorpriparat (82431), Vergroflerung 1:225
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Abbildung 19: VLA-4-Expression auf wenigen Tumorzellen und Stromazellen. Klarzelliges,
rein solides NKZ (8§2337), zellulires Grading G1-2, VergroBerung 1:500
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VLA-5

Im normalen Nierengewebe

Im normalen Gewebe war die Expression von VLA-5 dhnlich der Expression von VLA-4
auf wenige Gefil3zellen beschrinkt. Im Unterschied zu VLLA-4 waren nicht nur Zellen der
Media groBerer Gefil3e positiv fiir VLA-5, sondern auch Endothelzellen groB3erer und klei-

nerer arterieller Blutgefi3e (siche Tab.4).

Im Tumorgewebe

Im Tumorstroma wurde VLA-5 mit 57% (13 von 23) weniger hdufig nachgewiesen als
VLA-4 (siche Tab.7). Aber auch hier variierte die Verteilung auf Stroma- und Gefid3zellen.
Einige Priparate zeigten eine Expression nur auf Gefilendothelien (siche Abb.21).

Bei der Expression auf Tumorepithelien zeigten sich in der Anzahl positiver Priparate keine
deutlichen Unterschiede zu VLA-4. VLA-5 konnte ebenso nur auf wenigen Tumorzellen
einer geringen Anzahl von Nierenzellkarzinomen (4 von 24) nachgewiesen werden (siche
Abb20).

Vergleich zur Histopathologie

Bei der Expression von VLA-5 auf Tumorzellen handelte es sich bei 66% (2 von 3) dieser
positiven Karzinome um Tumoren héherer Malignitit (G3) vom chromophoben und
spindelzelligen Subtyp, wobei keine G1 Tumoren darunter waren. Tumorzellen klarzelliger

NZK waren nur in einem einzigen Fall positiv (siche Abb.20).

Vergleich zum TNM-Staging

Auch beim Vergleich zum Tumorstaging konnte gezeigt werden, dal3 sich unter den positi-
ven Tumoren, die VLA-5 auf Tumorzellen exprimierten, NZK groflerer lokaler
Ausdehnung (T2/7T3) befanden (sieche Tab.1). Aufgrund der geringen Fallzahl positiver

Priaparate (N=3) konnte keine Korrelation abgeleitet werden.
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Abbildung 20: VLA-5-Firbung von wenigen positiven Tumorepithelzellen, sowie Stroma-
und Gefilizellen. Klarzelliger Tumor mit zellulirem Tumorgrading G2 und TNM-Staging T2
(82393), Vergroflerung 1:500

Abbildung 21: VLA-5-Expression ausschliellich auf Gefilendothelien. Klarzelliges G2 und
T3 eingestuftes Karzinom (5§2431), VergroBBerung 1:225
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VLA-6

Im normalen Nierengewebe

Im Gesunden konnte keine Expression auf Blutgefilen festgestellt werden. Dagegen
firbten sich wenige Zellen(+) des Mesangium und des parietalen Blatts der Bowmann’schen
Kapsel an. Epithelzellen proximaler Tubulusabschnitte sowie distale Tubulusepithelien
zeigten eine starke Firbung (++), die besonders im proximalen Bereich auf den basalen

Zellpol und die Basalmembran lokalisiert war (siche Tab.4).

Im Tumorgewebe
In fast allen Tumorpriparaten (21 von 23) konnte die Expression der 06-Kette auf
Tumorzellen und zu 61% der untersuchten Priparate im Tumorstroma und auf

Gefillendothelien festgestellt werden (siche Tab.7).

Vergleich zur Histopathologie

Das Verteilungsmuster von VLA-6 variierte mit zunehmender zelluldrer Malignitat.

In Geweben von weniger malignen klarzellligen G1 (siche Abb.22) wie auch G2 klassifizier-
ten Tumoren fiel eine umschriebene, an die Zellmembran gebundenene Expression von
VLA-6 auf.

Eine diffuse Anfirbung des Zytoplasma zeigte sich bei einzelnen extrem malignen Tumoren
vom chromophoben und spindelzelligen Subtyp. Dennoch konnte keine Korrelation zum

zelluliren Grading und zum TNM-Staging beobachtet werden.
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Abbildung 22: Basale VLLA-6-Expression auf Tumorzellen eines klarzelligen G1 eingestuften
NZK (81987) bei weitgehend erhaltener Zellpolaritit, Vergro3erung 1:225
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av-Integrin

Im normalen Nierengewebe

Priparate gesunder Nieren zeigten eine Anfirbung von proximalen Tubuluszellen fur
ov-Integrin. Zusitzlich waren wenige Zellen des Mesangiums und des parietalen Blatts der
Bowmannschen Kapsel der Glomeruli fur VLA-0v positiv, sowie einige Kapillaren und die

Media groBerer arterieller Blutgefidle im Interstitium (siche Tab.4).

Im Tumorgewebe

ov-Integrin wurde in 21 von 23 untersuchten Karzinomen mit 91% dhnlich hdufig expri-
miert wie VLA-3 und VLA-6 (siche Tab.7). Es konnte hier jedoch keine Anfirbung von
Stroma- und Gefil3zellen festgestellt werden (siche Abb.23).

Vergleich zur Histopathologie

In der semiquantitativen Analyse zeigte sich eine Korrelation zwischen der Expression der
ov-Kette, dem intrazelluldren Verteilungsmuster und dem zelluliren Tumorgrading:
Nierenzellkarzinome vom Tumorgrad G1 zeigten eine schwache Anfirbung von wenigen
Zellen(+). Fur diese im zelluliren Grading als niedrig maligne eingestufte Gruppe von
Tumoren konnte eine membrangebundene und - bei z.T. noch erhaltener Zellpolaritit -
basale Expression festgestellt werden. Abbildung 23 stellt die membrangebundene
Expression der ov-Kette bei einem klarzelligen G1-2 klassifizierten Tumor dar. Dabei waren
von den G1 klassifizierten renalen Karzinomen 66% zwar positiv, aber die Expression war
nur auf wenigen Tumorzellen zu finden (+).

Unter den 76% positiven G2 Tumoren zeigten 41% (7 von 17) der Priparate eine hiufige
Firbereaktion der Tumorzellen (++) mit mehr als 50% reagierender Tumorzellen (siche
Tab.7). Dagegen wurde Ov-Integrin in allen hochgradig malignen G3-Tumoren (100%)
stark exprimiert (++) mit einer Firbereaktion in mehr als 80% der Tumorepithelien jedes

NZK. Dabei konnte eine diffuse zytoplasmatische Anfirbung beobachtet werden.

Vergleich zum TNM-Staging

T1/T2 Tumore zeigten mit 47% in dhnlicher Hiufigkeit eine starke Expression von ow-
Integrin wie T3 klassifizierte NZK (50%), sodal3 hieraus keine deutliche Korrelation zum
TNM-Staging abgeleitet werden konnte (siche Tab.7). Um hohergradig maligne NZK in
ihrer Tumorausdehnung beurteilen zu koénnen, zeigte sich unter Ausschlufl von G1
Tumoren eine Zunahme der diffusen Expression unter den T3 Priparaten von 50% auf
75% und bei den T1/T2 Tumoren von 47% auf 53%, so dal3 sich unter den ov-Integrin

positiven maligneren NZK eine grofiere lokale Ausdehnung andeuten koénnte.
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Abbildung 23: Expression von ov- Integrin auf der Zellmembran weniger Tumorzellen (+).
Klarzelliges G1-2 klassifiziertes NZK (§2337), VergroBerung 1:1000
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3.3 Expression von extrazellularen Matrixmolekiilen

Um eine gestorte Adhision zwischen Zellen und Matrix bei NZK genauer zu analysieren,
wurden in der votliegenden Untersuchung die Expressionsmuster von Laminin-10/11
(Wewer et al., 1994), Perlecan (Klein et al., 1995) und Tenascin (Truong et al., 1994) vergli-
chen. Alle diese Komponenten der extrazelluliren Matrix waren in der tiberwiegenden
Anzahl der untersuchten NZK zu finden.

Gut differenzierte Tumoren zeigten die Tendenz, dhnlich dem gesunden Gewebe,
Basalmembranen mit Laminin- und Perlecanexpression auszubilden. In diesen Fillen schie-
nen die einzelnen Tumorzellen ihre epitheliale Polarisierung beizubehalten, da auch
bestimmte Liganden, wie 0l6-Intergrin, eine basale oder basolaterale zellulire Expression
aufwiesen.

Bei wenig differenzierten Tumoren dagegen schien diese Zell-Matrix-Interaktion zum einen
dadurch verloren zu gehen, dafl 0l6-Integrin entweder nicht mehr oder nur begrenzt auf der
Zelloberfliche prisentiert wurde oder aber Laminin-10/11 fehlte.

Das Expressionsmuster von Tenascin-C variierte untereinander und innerhalb einzelner
Tumorpraparate.

Tenascin-C wurde hiufig ebenso im Bereich der die Tumorzellen umgebenden
Basalmembran lokalisiert und in einem dem Laminin-10/11 dhnlichen Netzmuster expti-
miert. Es konnte aber auch beobachtet werden, da3 Tenascin-C auch in fibrotischen
Arealen, in denen Laminin-10/11 negativ wat, exprimiert wurde.

Zusitzlich zeigte sich im Vergleich zur Normalniere eine deutlich schwichere Expression
von Perlecan in den entdifferenzierteren NZK, was auf weitere Verinderungen in den

Komponenten der Basalmembran hinwies.
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3.3.1 Darstellung von Expressionsmustern der einzelnen Matrixmolekiile

Laminin-10/11

Im normalen Nierengewebe

Im Bereich glomerulirer Strukturen wurde Laminin-10/11 von Zellen des Mesangiums und
der parietalen Basalmembran exprimiert, sowie der Basalmembran der gesamten tubuliren
Abschnitte. In der Media groBerer arterieller Blutgefil3e zeigte sich ebenfalls eine Anfirbung
fur Laminin-10/11 (siche Tab.5).

Im Tumorgewebe

In allen analysierten Priparaten wurde Laminin-10/11 in der Basalmembran von
tumorversorgenden Gefillen mit einem vom zelluliren Grading und vom Staging unabhin-
gigen Verteilungsmuster exprimiert (siche Abb.24).

Bei einigen Nierenzellkarzinomen zeigte sich ein sehr dichtes, zum Teil einzelne oder
wenige Zellen, auch Nester von Tumorzellen umgebendes Netzmuster. In einigen Fillen
war auch eine feine filamentartige Verteilung um maligne Zellen zu sehen (siche Abb.24).
In den meisten Tumoren konnte eine Korrelation in der Expression von o6-Integrin und
Laminin-10/11 gezeigt werden. Eine Ausnahme bildeten drei Priparate:

Gewebe eines jeweils klarzelligen und eines chromophoben G2 eingestuften NZK zeigten
eine feine Netzstruktur des Laminins um Tumorzellen verteilt, ohne aber 0/6-Integrin zu
exprimieren.

Ein einziger hohergradig maligner klarzelliger G3 Tumor wies dagegen eine starke, diffuse
Anfirbung fur o6-Integrin bei gleichzeitig fehlender Expression von Laminin-10/11 auf
(siche Tab.7, Tab.8).
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Abbildung 24: Expression von Laminin-10/11 in der Basalmembran von Blutgefilen und in
einem Basalmembrannetz, das vorwiegend Gruppen von Tumorzellen umgibt. Niedrig malignes

klarzelliges NZK (S1987), zellulires Grading G1, Tumorstaging T1, VergroBerung 1:225
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Tenacin-C

Im normalen Nierengewebe
In der normalen Niere wurde Tenascin-C stark im Mesangium exprimiert, dem parietalen
Blatt der Bowmann’schen Kapsel, in der Media arterieller Blutgefil3e und teilweise in der

extrazelluliren Matrix (siche Tab.5).

Im Tumorgewebe

Die ebenso netzartige Expression von Tenascin-C war meist auf die Basalmembran von
Tumor versorgenden oder umgebenden Blutgefillen beschrinkt (siehe Abb.25).

Trotz der Ahnlichkeit zur Expression von Laminin-10/11 erschien die Netzstruktur von
Tenascin-C um Tumorzellen herum teilweise schwicher (+) und in wenigen Priparaten
stitker als bei Laminin-10/11 ausgeprigt zu sein (siche Abb.26, Tab.8).

Fibrotische Areale und Septen jedoch, die in vielen Tumorpriparaten auffielen, firbten sich
besonders stark mit dem Antiképer gegen Tenascin-C an.

Bei Tumoren, in deren Stroma sich kein Tenascin nachweisen lieB (N=3), konnte keine

Korrelation zum zelluliren Grading oder TNM-Staging festgestellt werden.
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Abbildung 25: Tenascin-C-Expression in der Basalmembran tumorversorgender Gefil3e.

Klarzelliges G2 eingestuftes Tumorpriparat, Tumorstaging T3a (§2431), Vergroflerung 1:500

Abbildung 26: Starke Tenascin-C-Expression um Tumorzellen herum. Klarzelliges NZK,
Tumorgrad G2, Staging T2 (52381), Verg6Berung 1:225
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Perlecan

Im normalen Nierengewebe

Ahnlich der Expession von Laminin-10/11 wurde Petlecan im Bereich glomerulirer
Strukturen von Zellen des Mesangiums und dem parietalen Blatt der Basalmembran expri-
miert, sowie der Basalmembran der gesamten tubuliren Abschnitte.

In der Media groBerer arterieller Blutgefille zeigte sich ebenfalls eine Anfirbung fiir
Petlecan (sieche Tab.5)

Im Tumorgewebe

In gut ausdifferenzierten NZK waren die Netzmuster der mit Laminin und Perlecan
reagierenden Basalmembran der Tumor versorgenden Gefisse sehr dhnlich oder identisch
(siche Abb.27). Bei wenig differenzierten Geweben dagegen zeigten sich bei der
Perlecanfirbung, verglichen mit Laminin, nur spirliche Netzstrukturen um maligne Zellen

herum.

Abbildung 27: Expression von Perlecan vorwiegend in der Basalmemran von Blutgefi3en.

Klarzelliges G2 eingestuftes NZK mit einem T2 Tumorstaging (S2431), VergroBerung 1:500
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Histologische Strukturen Cadherine Syndecan-1
= N P VE

Glomerulum
Mesangium ++
Endothel +
Bowmann'sche Kapsel
visceral/parietal

Basalmembran
visceral/parietal

Tubuli

proximal ++ + ++
distal ++ ++
Henle'sche Schleife ++ ++
Sammelrohre ++ ++
arterielle Blutgefasse
grossere
Endothel/Media - |++/- 4+
kleinere
Endothel/Media T+
Stroma
interstitielle Matrix
Kapillaren ++
Fibroblasten +

Tabelle 3: Expression von Cadherinen und Syndecan-1 in der normalen Niere

Erlduterungen:
- : keine Anfirbung von Zellen

+ : bis 50% der Zellen der angegebenen Struktur in der Normalniere zeigen eine Farbung
++: tber 50% der Zellen der angegebenen Struktur in der Normalniere reagieren
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Histologische Strukturen Integrine
VLA-1 |VLA-2 |VLA-3 |VLA-4 |VLA-5 | VLA-6 |VLA-ov

Glomerulum
Mesangium + + + +
Endothel + +
Bowmann'sche Kapsel
visceral/parietal -/+ -/+

Basalmembran
visceral/parietal

Tubuli

++/BM | ++
++ ++ ++

proximal

distal

Henle'sche Schleife

Sammelrohre
arterielle Blutgefasse

grossere

Endothel/Media -/+ +/+ -/+ +/+ -/+

kleinere

Endothel/Media +/-
Stroma

interstitielle Matrix

Kapillaren

Fibroblasten

++ + ++

+ |+ |+ |+

Tabelle 4:  Expression von Integrinen in der normalen Niere

Erlduterungen:

- keine Anfirbung von Zellen

+ : bis 50% der Zellen der angegebenen Struktur in der Normalniere zeigen eine Farbung
++: tber 50% der Zellen der angegebenen Struktur in der Normalniere reagieren
BM: Anfirbung der Basalmembran
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Histologische Strukturen Matrixstrukturen
Tenascin-C Perlecan Laminin-10/11
Glomerulum
Mesangium ++ ++ +
Endothel
Bowmann'sche Kapsel
visceral/parietal -/+
Basalmembran
visceral/parietal -/+ -/+
Tubuli
proximal +BM +BM
distal +BM +BM
Henle'sche Schleife +BM +BM
Sammelrohre +BM +BM
arterielle Blutgefasse
grossere
Endothel/Media -/++ -/+ -/+
kleinere
Endothel/Media
Stroma
interstitielle Matrix +
Kapillaren
Fibroblasten

Tabelle 5: Expression von Matrixmolekiilen in der normalen Niere

Erlauterungen:

- ¢ keine Anfirbung von Zellen

+ : bis 50% der Zellen der angegebenen Struktur in der Normalniere zeigen eine Farbung
++: tber 50% der Zellen der angegebenen Struktur in der Normalniere reagieren
BM: Anfirbung der Basalmembran
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Praparat Cadherine Syndecan-1
E N P VE

klarzellig
$1779 (1) + |- |- |V 0
51987 (2) ++ |++ | - - +
51989 (3) =+ |+ | - - +
52337 (4) ++ |+ - 0 0
52315 <5> ++ ++ - - ++
52197 (6) + | ++ | - - +
$2393 (7) + |+ |- R N
52431 (8) ++ [+ |- v +
S2374 (9) + |+ R - ++
S2199 (10) ++ | ++ - - +
52333 (11) =+ |- |- |v +
$2381 (12) ++ |4+ | - |V -
S1931 (13) + |4+ | - R N
S$1922 (14) + ++ - - 0
2037 (15) A I N N
$836  (16) + |+ |- |- +
51745 (17) 0 0 0 0 0
52310 (18) A I N N

chromophil
51933 () ++ |++ | - - +
$2356  (Il) | - R v 0
$2435 (Ill) | - 0 ] N
52702 (IV) + |- |- |- 0

chromophob
51461 (V) =+ | - |- |- N
S2157 (V) + - 0 R N

spindelzellig
52355 (V”) ++ ++ ++ - ++
52277 (VIII) ++ |++ | O 0 0
$2471 (IX) A I N —

Tabelle 6: Expression von Adhisionsmolekiilen in Nierenzellkarzinomen

Erlauterungen:

0 : kein Praparat vorhanden

-+ keine Anfirbung von Tumorzellen

+ : bis 50% der Tumorzellen zeigen eine Farbreaktion
++:  iber 50% der Tumorzellen zeigen eine Farbreaktion
V: Expression auf GefiB3zellen

S : Expression auf Zellen des Tumorstromas
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Abbildung 28: Expression von Cadherinen in Nierenzellkarzinomen in Korrelation

zum histologischen Subtyp

Erlduterungen:

Die farbigen Balken stellen jeweils die Gesamtzahl der untersuchten NZK eines spezifi-
schen Tumorsubtyps dar. Die mit Punkten innerhalb des einzelnen Balkens markierten
Flichen sollen die Anzahl der fir das entsprechende Cadherin positiven NZK aufzeigen.
Die Zahlen iber den Balken geben jeweils an, wieviele Tumoren von der Gesamtzahl der
untersuchten NZK positiv waren.

In dieser Darstellung soll die Verteilung der Cadherine auf die unterschiedlichen Tumorzellarten
verdeutlicht werden. E-Cadherin wird in allen histologischen Unterarten von NZK in hohem
MalBle exprimiert, wihrend N-Cadherin vorwiegend in klarzelligen und spindelzelligen
Priparaten zu finden ist. Von den weniger hiufig exprimierten Cadherinen scheint VE-Cadherin
tendenziell hiufiger in klarzelligen Tumoren prisentiert zu werden. Der einzige fiir P-Cadherin

positive Tumor war in einem spindelzelligen Praparat zu finden.
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Praparat Integrine
VLA-1 |VLA-2 |VLA-3 |VLA-4 |VLA-5 | VLA-6 |VLA-av
klarzellig
S1779 (M +SV -V ++S -SV -V +V 0
$1987 (2) - +SV +4S -SV -V +V +
S1989 3) + -V ++ -SV -SV +V +
S2337 4) - - ++S +S -V +V +
S2315 (5) +SV - +4S -V - + +
S2197 (6) +SV +V ++S -SV -SV +V -
S2393 (7) -SV +SV ++S -SV +SV + ++
S2431 (8) -V -V +4S -V -V +V ++
S2374 9) -SV -SV ++S -V - + ++
S2199 (10) +SV + ++S -SV -V + +
S2333 11 +SV +SV +4S -SV -SV +V +
S2381 (12) +SV -SV ++S +S - +V ++
S1931 (13) - -S ++S -V - +V +
$1922 (14) +SV -SV - SV -SV -SV -V +
S2037 (15) 0 -V 0 0 0 0 +
S836 (16) - 0 ++ 0 0 0 0
S1745 (17) 0 0 0 0 0 0 0
S2310 (18) - - ++ -SV - ++ ++
chromophil
S1933 ) +V | 4++SV ++ -SV - +V ++
S2356 (I +SV +V ++ -S - +V -
S2435 (I -V +V -V -S -V +V +
S2702 (IV) -SV + ++ -V - + ++
chromophob
S1461 V) - ++V ++V -SV + - ++
S2157 (V1) -SV +S ++V - +SV + ++
spindelzellig
S2355 (VIn) - ++ ++ +SV +SV +V ++
S2277 (VI 0 + 0 0 0 0 0
S2471 (IX) + - ++ -V - ++ ++
Tabelle 72 Expression von Integrinen in Nierenzellkarzinomen
Erlduterungen:

0 : kein Praparat vorhanden
-+ keine Anfirbung von Tumorzellen

+:  bis 50% der Tumorzellen zeigen eine Farbreaktion
++:  dber 50% der Tumorzellen zeigen eine Farbreaktion
V: Expression auf Gefil3zellen

wn

Expression auf Zellen des Tumorstromas
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Praparat Matrixstrukturen
Tenascin-C Perlecan Laminin-10/11
klarzellig
S1779 (1) -V 0 -V
S$1987 (2) +V £V 2V
S$1989 (3) -V -V -V
S2337 (4) -SV 0 +V
S2315 (5) - -V 0
S2197 (6) 0 +V +4+V
S2393 (7) +V -V -V
S2431 (8) -V -V -V
S2374 9) - +V +V
S2199 (10) -SV -V +V
S2333 (11) -V +V -V
S2381 (12) ++V 0 -V
S1931 (13) -S -V -V
S$1922 (14) +V & +V
S2037 (15) 0 + 0
S836 (16) 0 0 0
S1745 (17) 0 0 0
S2310 (18) +SV +V -
chromophil
S$1933 () +V +V 2V
S2356 (I -SV 0 -V
S2435 (I - -V -V
S2702 (V) +V +V -V
chromophob
S1461 V) +V +=V ek
S2157 (V1) -SV 0 +V
spindelzellig
S2355 (VI -SV +=V -V
S2277 (VI 0 0 0
S2471 (IX) 4V 0 +V

Tabelle 8: Expression von Matrixmolekiilen in Nierenzellkarzinomen
Erlduterungen:

Um in dieser Tabelle die Firbereaktion von Basalmembranen von der Expression auf den
Zellen unterscheiden zu koénnen, wurden die Symbole fir die entsprechende von BM umgebe-
ne Zellart konturiert dargestellt.

0 : kein Priparat vorhanden

-+ keine Anfirbung der BM um Tumorzellen

4 :  bis 50% der dieTumorzellen umgebenden BM zeigen eine Farbreaktion
4 Uber 50% der dieTumorzellen umgebenden BM zeigen eine Farbreaktion
V' Expression der BM von Gefil3zellen
S : Expression der BM von Zellen des Tumotstromas

70



4 Diskussion

Adhisionsmolekiile kénnen sowohl am Tumorwachstum als auch an der Metastasierung
beteiligt sein (Bussemaker et al., 1996; Cairns et al., 2003). In der hier vorliegenden Arbeit
wurde die diagnostische Relevanz der verinderten Expression von E-, N-; VE- und
P-Cadherin, sowie der Integrinketten ol-06 und o bei NZK unterschiedlicher
Malignititsgrade untersucht. Die Ergebnisse wurden mit der Verteilung extrazellulirer
Matrixkomponenten, die ebenso in die normale epitheliale Zelladhision und -proliferation
involviert sind, wie Tenascin, Laminin und Perlecan, verglichen. Die Expression des Pro-
teoglycans Syndecan-1, dem ebenso eine wichtige Rolle bei der Zelladhision und bei der
Differenzierung von Epithelzellen in der Entwicklung der gesunden Niere zukommt
(Couchmann et al., 2001), wurde als ein weiterer moglicher Marker fiir die epitheliale

Umwandlung in malignes Nierengewebe untersucht.

4.1 Expression von Adhasionsmolekiilen
4.1.1 Expression von E- und N-Cadherin

Expression in normalem Gewebe

Auf normalen Epithelzellen der Niere sind E- und N-Cadherin in ihrem typischen
Expressionsmuster entlang des Tubulus zu finden. In der hier vorgelegten Studie wurde
E-Cadherin von epithelilen Zellen des diinnen Mittelteils der Henle’schen Schleife, des auf-
steigenden und gewundenen distalen Tubulus und der Sammelrohre (Tubulus rectus dista-
lis, Tubulus contortus distalis, Tubulus renalis colligens) exprimiert. Nach Nouwen et al.
(1993) kénnen wohl auch Zellen der Bowmann’schen Kapsel fur E-Cadherin positiv sein. In
keiner weiteren Untersuchung wurde dieses Expressionsmuster bestitigt, sondern eine
streng auf die Epithelien des Tubulussystems begrenzte Expression von E-Cadherin im
Gesunden beschrieben (Heicappel, 1999).

Die Expression von N-Cadherin zeigte sich hingegen im proximalen Tubulus (Tubulus
contortus proximalis, Tubulus rectus proximalis). In einer Untersuchung von Biddlestone
et al. (1991) war N-Cadherin als das dominierende Cadherin der Niere gezeigt worden. Wie
in der vorliegenden Studie konnte auch in nachfolgenden Analysen eine Expression sowohl

von N- als auch E-Cadherin immunhistochemisch festgestellt werden (Heicappel, 1999).

71



Expression in Tumorgewebe

Die Tumorprogression impliziert hiufig einen Verlust oder eine verinderte Expression
verschiedener Cadherine (Shimazui al., 1996). N-Cadherin scheint auch im Tumorgewebe
renaler Karzinome das vorherrschend exprimierte Cadherin zu sein, denn in verschiedenen
Untersuchungen konnte ein Verlust bzw. Fehlen der E-Cadherin-Expression beobachtet
werden (Katagiri et al., 1995; Shimazui et al., 2000).

In dieser Arbeit wurde E-Cadherin mit 88% dennoch hiufiger exprimiert als N-Cadherin,
das nur bei 62% der Tumore positiv war.

Auch bei Prisenz von E- und N-Cadherin konnte ein Verlust normaler interzellulidrer
Adhision stattfinden, wie bei in vitro Experimenten zu sehen war (O’Donnel et al., 1995).
In frihen Analysen wie auch in dieser Studie wurde jedoch nicht durch entsprechende
Doppelfirbung eindeutig belegt, daf3 die in den Tumorpriparaten beobachteten E- und N-
Cadherin positven malignen Zellen diese Molekdle tatsichlich auf ihrer Membran immer
co-exprimierten (Shimazui et al., 1996; Tani et al., 1995; Markovic-Lipkovski et al., 2001).
Verschiedene NZK schienen auch maligne Zellen zu enthalten, die nur fir E- und N-
Cadherin Positivitit aufwiesen und damit vielleicht eine unterschiedliche Differenzierung

von tubuldren Epithelien reprisentierten.

Vergleich mit dem Tumorstaging

In Korrelation zum TNM-Staging konnte hier beobachtet werden, dal besonders T3
Tumore beide Cadherine auf mehr als 50% der Zellen (++) exprimierten. Selbst bei
Ausschlufl von G1 eingestuften Priparaten zeigten die aggressiveren G2 und G3 Karzinome
innerhalb der T3 Gruppe deutlich ein gleichzeitiges Vorkommen beider Proteine.

Die untersuchten T3 Tumore (N=7) schienen lokal begrenzt zu sein, da eine
Fernmetastasierung (M1) nur bei einem einzigen T3 Karzinom und regionale
Lymphknotenmetastasen (N2) bei 2 Priparaten dieser Gruppe zum Zeitpunkt der
Probenentnahme bekannt waren. Ob wie in einer anderen Arbeit beschrieben eine geringe-
re Metastasierungstendenz bei renalen Karzinomen mit Expression von E- und N-Cadherin
zu finden ist, liel3 sich in dieser Studie nicht feststellen (Markovic-Lipkovski, 2001).
Verschiedene Mechanismen, die zur Entstehung dieses Expressionsmusters von E- und N-
Cadherin beitragen kénnten, wurden postuliert. So sollen Cadherine auch an der Regulation
des Apoptoseverhaltens von Tumorzellen beteiligt sein. An humanen Ovarialzellen wurde
gezeigt, dal3 durch die Expression von N-Cadherin auf der Zelloberfliche der Vorgang der
Apoptose verhindert werden konnte, wihrend bei Verlust der Expression die
Zellaggregation vermindert und gleichzeitig die Apoptoserate ethoht wurde (Makrigiannakis
et al., 1999).

Andererseits konnte auch bei Erhalt der Cadherin-Expression die Funktion von Cadherinen

72



aufgehoben sein. Denn durch den Verlust intakter E-Cadherin/Catenin-Komplexe im
Tumorgewebe, kam es in vitro zur Abnahme der Apoptoserate in Karzinomzellen des
Pankreas (Lowy et al., 2002).

Daher konnte das hiufig beobachtete gleichzeitige Vorkommen von E- und N-Cadherin auf
renalen Karzinomen in dieser Studie auf Stérungen der Apoptose vor allem bei T3
Tumoren hinweisen.

Weiterhin koénnen Catenine zu einer Funktionsstérung der Cadherine ohne Verlust des
Expressionsmusters fithren. oi- und B-Catenin kénnen sowohl durch Phosphorylierung iiber
spezifische Tyrosinkinasen wie auch aufgrund von Genmutationen inaktiviert werden
(Hirohashi, 2000).

Bei den hier untersuchten E-Cadherin negativen Tumoren konnte auch keine Expression
von N-Cadherin nachgewiesen werden. 66% dieser Karzinome zeigten bei Diagnosestellung
Metastasen (M1). Dies konnte auf eine erthohte Metastasierungstendenz E- und N-Caderin
negativer Tumore hinweisen. In frithen Untersuchungen von Zellen aus Tumormetastasen
renaler Karzinome wurde ein signifikanter Verlust von E-Cadherin festgestellt (Katagiri et
al., 1995). Cadherin-6, das ebenso wie N-Cadherin in proximalen Tubuluszellen lokalisiert
ist, erwies sich in E-Cadherin negativen Tumoren als ungiinstiger prognostischer Faktor
(Paul et al., 2004). Aufgrund der geringen Anzahl E- und N-Cadherin negativer Priparate

(N=3) konnte in dieser Studie fir N-Cadherin eine solche Aussage nicht getroffen werden.

Vergleich mit der Histopathologie der Tumore

Der Vergleich der Cadherin-Expression mit den histopathologischen Merkmalen der NZK
ergab, daf} die Expression beider Cadherine mit zunehmender zellulirer Malignitidt abnahm.
Alle G1 Tumore waren fiir E-Cadherin positiv, 90% der G2 und 60% aller G3 Tumore. Die
Zahl der N-Cadherin positiven Tumore sank deutlicher mit 80% der G1 Tumore, 60% und
40% bei solchen von héherem Grading;

Obwohl drei G2 bzw. G3 Tumore fiir beide Cadherine tatsichlich negativ waren, war den-
noch bei anderen Priparaten vom selben Malignititsgrad eine recht starke diffuse
Expression zu beobachten. Die geringe Anzahl der untersuchten G3 Tumore lie} keine
Korrelation zwischen dem Herunterregulieren der E- und N-Cadherin Expression und der
zelluliren Entdifferenzierung zu, wie sie in Ergebnissen einiger anderer Untersuchungen
postuliert worden war (Shimazui et al., 1996; Katagiri et al., 1995).

Nach Shimazui et al. (2000) kénnte in Anbetracht der Tatsache, dal E-Cadherin nicht auf
proximalen Tubuluszellen zu finden ist und diese als Tumorursprungszellen postuliert wer-
den, eine fehlende Expression in NZK nicht als Verlust betrachtet werden. In den wenigen
E-Cadherin positiven NZK koénnte die Expression wihrend der Karzinogenese eher
abnorm hochreguliert sein (Shimazui et al., 2000).
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Die Expression von N-Cadherin zeigte ebenfalls keine eindeutige Spezifitit fir eine
bestimmte Tumorzellart oder ein bestimmtes Wachtumsmuster (solide, papillir, tubuldr oder
trabekulir, etc.). Dennoch schien auffillig, dal3 keiner der chromophoben (N=2) und nur
einer der chromophilen (papilliren) Tumore (N=4) N-Cadherin exprimierte (siche Abb.28),

was in weiteren Analysen mit gréBeren Tumorzahlen untersucht werden sollte.

4.1.2 Expression von P-Cadherin

Die Expression von P-Cadherin ist bisher nur bei einer geringen Zahl von menschlichen
Tumoren untersucht worden.

Bei den NZK konnte in der vorliegenden Untersuchung P-Cadherin nur in einem einzigen
hochmalignen Tumor gefunden werden, der ebenso fiir E- und N-Cadherin stark positiv
war. Dieser Tumor wurde in seiner Ausdehnung als T3 mit regionalen
Lymphknotenmetastasen (N2) und in seiner Zellkernatypie als hoch maligne (G3) einge-
stuft.

Es ist nicht bekannt, ob das Auftreten der P-Cadherinexpression die zellulire Umwandlung
zu hoherer Malignitit begleitet oder einen spezifischen zelluldren Ursprung markiert.
Dennoch werden P- und E-Cadherin unter anderem in mehrschichtigen, hochregenerativen
Geweben, wie z.B. in der proliferierenden Basalzellschicht der Haut exprimiert.

Hier kommt E-Cadherin auch in den anderen epidermalen Schichten differenzierter
Epithelzellen vor, wihrend P-Cadherin ausschlieBlich in der basalen Zelllage zu finden ist
(Glukhowva et al., 1995).

Dies konnte andeuten, dafl vor allem P-; aber auch E-Cadherin gleichzeitig in Zellen mit
hohem Proliferationpotential exprimiert werden kénnen. Ein Verlust von P-Cadherin kénn-
te den Zellen die Migration in duflere Zellschichten der Haut erleichtern (Johnson et al.,
1993; Nollet et al., 2000).

Auch im normalen Brustdriisengewebe wird P-Cadherin in der Basalzellschicht exprimiert,
wihrend E-Cadherin wiederum in allen Schichten vorkommt. In der Brustdrise setzt sich
die basale Zelllage aus myoepithelialen Zellen und Vorlduferzellen zusammen. Da
Mammakarzinomzellen cher luminalen Epithelzellen dhneln, schienen diese Zellen
P-Cadherin nicht zu exprimieren (Birchmeier et al., 1994).

Eine weitere Untersuchung zeigte wiederum bei einigen infiltrierend wachsenden und wenig
differenzierten ductalen Mammakarzinomen die Expression von P-Cadherin bei gleichzeitig
herunterregulierter E-Cadherin-Expression. Dieses Expressionsmuster kénnte mit einer
schlechten Prognose bei diesen hohergradig malignen Tumoren einhergehen (Palacios et al.,
1995).

In einigen Melanomen und bei Urothelkarzinomen scheinen E- und P-Cadherin in vitro

miteinander zu korrelieren. Die Expression von P-Cadherin in Urothelzelllinien wurde
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hiufig festgestellt, nicht jedoch in E-Cadherin negativen Zellen (Giroldi et al., 1999).

In diesen Fillen lies sich auch auf molekulargenetischer Ebene keine mRNA der beiden
Cadherine nachweisen. Das konnte daran liegen, dal3 die Genorte beider Proteine auf dem
Chromosom 16 eng benachbart sind und den gleichen Regulationsmechanismen unterliegen
konnten (Bussemakers et al., 1994; Nollet et al., 2000).

Auf NZK-Zelllinien konnte P-Cadherin nicht gefunden und auch keine Korrelation zur
Expression von E-Cadherin festgestellt werden (Shimazui et al., 1996).

Es gibt nur wenige Studien, die sich mit der P-Cadherin-Expression bei renalen Karzinomen
in vivo befa3t haben. Auch hier liel3 sich nur fiir eine sehr geringe Anzahl eine P-Cadherin
Expression aufzeigen (Markovic-Lipkovski et al., 2001).

P-Cadherin kénnte ein Merkmal undifferenzierter epithelialer Stammzellen reprasentieren.
Darin koénnte es anderen im Tumorgewebe hochregulierten Adhidsionsmolekiilen dhnlich
sein (z.B. a4-Integrin), die wihrend spezifischer Entwicklungsphasen im fetalen Gewebe
oder in embryonalen Vorlduferzellen der selben Zellart exprimiert werden und mdoglicher-
weise als onkofetale Marker in Betracht kommen (Glukhova et al., 1995).

Da P-Cadherin auch in der normalen Niere nur auf wenigen proximalen tubuliren
Epithelzellen zu finden war, kénnte seine Bedeutung fir die Tumorgenese beim NZK

begrenzt sein.

4.1.3 Expression von VE-Cadherin
Da das Wachstum solider Tumoren auch von der Neubildung von Blutgetfi3en, der Angio-
genese abhingig ist, war es von Interesse verschiedene Adhidsionsmolekile, die von
Endothelzellen exprimiert werden koénnen, wie VE-Cadherin und einige Integrine, in
Nierenzellkarzinomen zu untersuchen (Corada et al., 1999; Liao et al., 2002)
Im Gesunden war VE-Cadherin auf dem Endothel interstitieller Kapillaren und Glomeruli
zu finden, wohingegen die Mehrzahl der NZK negativ war (79%). In nur wenigen
Priparaten wurde VE-Cadherin auf bestimmten Blutgefilen exprimiert, die im
Tumorgewebe fokal gruppiert waren. Dabei konnte eine Verteilung tber die gesamte
Oberfliche der Endothelzellen beobachtet werden.
Andere Autoren wiederum postulieren eine exklusiv auf spezifische interzellulire
Verbindungsstellen (sog. «adherens junctions») beschrinkte Expression von VE-Cadherin
(Distler et al., 2003). In einer weiteren in vitro Untersuchung schien VE-Cadherin auch auf
der apikalen Zelloberfliche von Endothelzellen einer einfachen Zellschicht exprimiert zu
sein, um einzelne Endothelzellen einer Suspension adhirieren zu kénnen (Breviario et al.,
1995).
Ebenso kann durch Umverteilung oder Verlust der Expression von VE-Cadherin die

Migration der Endothelzellen als ein bekanntermallen wichtiger Vorgang wihrend der
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Angiogenese beeinflult werden, da hierdurch die Loslésung der Zellen begtinstigt wird
(Breviario et al., 1995). Deshalb kénnte eine verminderte Expression von VE-Cadherin auf
den tumorversorgenden Gefillen, wie es bei den meisten NZK hier beobachtet wurde, zur
endothelialen Zellmigration und -proliferation in Beziehung stehen und tber die
Angiogenese das Tumorwachstum begtlinstigen.

Liao et al. (2000) konnte dagegen eine Expression von VE-Cadherin gleichermallen auf
Gefilen im Gesunden wie im Gewebe von Lungentumoren und epidermoiden
Tumorxenografts nachweisen, was fiir eine Angiogenese unter erhaltener VE-Cadherin-
Expression sprechen kénnte. Denn es wurde gezeigt, dal3 es unter dem Einflul von VEGF
zur Phosphorylierung von [B-Catenin kommen kann, was zur Destabilisierung des
Cadherin/Catenin-Komplexes und uber die nachfolgende spezifische Signaltransduktion
zur Zellproliferation fiihrt.

Unter physiologischen Bedingungen wird, sobald die Zellen einen Zellverband formiert
haben, tiber eine Kontaktinhibition die Phosphorylierung drastisch reduziert, sodal3 sich die
Cadherin/Catenin-Komplexe wieder stabilisieren konnen.

In verschiedenen Studien wurde festgestellt, da3 sich TumorgefiB3e durch einen irreguliren
BlutfluB3, auch Merkmale der Unreife, eine gewundene Architektur und durch eine
Hyperpermeabilitit von gesunden Gefillen unterscheiden kénnen (Benjamin et al., 1999;
Liao et al, 2000). Es wurde eine eingeschrinkte Funktion von VE-Cadherin, das die
Intaktheit der GefiBwinde erhilt, postuliert (Distler et al., 2003). Dafiir kénnte ebenso die
verminderte Expression von VE-Cadherin in den untersuchten NZK sprechen.

Es liegen nur wenige immunhistologische Analysen von VE-Cadherin in renalen
Karzinomen vor, dennoch konnten auch andere Autoren das Fehlen von VE-Cadherin in
der Mehrheit der NZK feststellen (Markovic-Lipkovski et al., 2001).

4.1.4 Expression von Syndecan-1

Als Transmembran-Proteoglycan der Zelloberfliche kommt Syndecan-1 eine wichtige
Funktion bei der Signalibermittlung zwischen Zelle und Matrix zu. Es scheint auch
grundlegenden Einfluf} sowohl auf die Zellform als auch auf die Zellproliferation zu haben.
Die Expression von Syndecan-1 verindert sich wihrend der Entwicklung, Karzinogenese
und Geweberegeneration (Salmivirta and Jalkanen, 1995; Couchman et al., 2001).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dal Syndecan-1 in der normalen Niere
in Epithelzellen der verschiedenen Tubulusabschnitte stark exprimiert wird. Im Stroma
zeigten auch einzelne Fibroblasten eine Anfirbung mit dem Syndecan-1-Antikorper.

Eine mégliche Erklirung kénnte darin liegen, dal Syndecane als Co-Rezeptoren fir eine
stabile Bindung zwischen Fibroblasten und Fibronektin benétigt werden, worauf sich die

Zellen ausbreiten und uber aktivierte intrazellulire Mechanismen ihre Zellform andern
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konnen. Hierbei spielen zusitzlich auch Integrine als Zell-Matrix-Rezeptoren eine wichtige
Rolle (Couchman et al., 2001; Chiquet-Ehrismann and Chiquet, 2003).

In einer neueren Studie wurde auch im Tumorgewebe festgestellt, da3 Zellen des tumorum-
gebenden Stroma in verschiedenen Karzinomen Syndecan-1 exprimieren konnen. Diese
spindelzellférmigen Zellen zeigen eine myofibroblastische Differenzierung und kénnten an
der Dedifferenzierung von Tumorzellen beteiligt sein (Mennerich et al., 2004)

Verglichen mit normalem Tubulusepithel, das eine starke Farbung mit dem Antikérper
aufwies, zeigten von 95% aller Syndecan-1-positiven NZK 70% eine schwache Anfiarbung,
welche auf eine Abnahme der Syndecan-1-Expression im Tumorgewebe hinzuweisen
schien. Das Farbemuster war haufig fokal auf Gruppen einiger Tumorzellen begrenzt und
nicht diffus auf alle Tumorepithelzellen verteilt.

Auch in anderen Karzinomen, wie Plattenepithel- oder Rektumkarzinomen wurde im
Vergleich zu den entsprechenden gesunden Strukturen eine Verminderung von Syndecan-1
festgestellt (Inki et al., 1996; Day et al., 1999).

In den hier untersuchten wenigen T3 Tumoren (N=5) fiel aber hiufiger (60%) eine starke
Expression von Syndecan-1 auf als in T1-T2 Tumoren (13%). Ebenso konnte auch fir G3
Tumore eine Zunahme der stark positiven Reaktion beobachtet werden (50%), verglichen
mit G1/G2 Tumoren (19%). Aus diesen Ergebnissen koénnte sich ablesen lassen, dal3 bei
NZK hoheren Malignititsgrades eher eine Zunahme der Syndecan-1-Expression zu finden
ist. Diese Beobachtung wird auch von Untersuchungen an Mammakarzinomen unterstiitzt,
die eine Korrelation zwischen einer starken Expression von Syndecan-1 mit hohem histolo-
gischen Grading, groflerer Tumorausdehnung und weiteren ungiinstigen Faktoren feststel-
len konnten (Barbareschi et al., 2003).

Bei den aggressiveren G3 Tumoren vom Spindelzelltyp fiel aulerdem auch eine diffuse zyto-
plasmatische Anfirbung auf, im Gegensatz zur vorwiegend membranstindigen Expression
bei weniger malignen NZK.

In anderen Studien zur Funktion von Syndecan-1 wihrend der malignen Umwandlung
konnte an Plattenepithelien gezeigt werden, da3 das Merkmal einer membrangebundenen
Expression auf der gesamten Zelloberflache in vitro unter Zunahme der Malignitat zuriick-
ging (Inki et al., 1990).

Es gibt Hinweise, dal3 Syndecan-1 bei Plattenepithelkarzinomen eine gewisse prognostische
Signfikanz zukommt (Antonnen et al., 1999). Fur NZK jedoch sind noch weitere

Untersuchungen mit héheren Fallzahlen nétig,
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4.2 Expression von Integrinen
Die hier untersuchten o-Integrin-Untereinheiten wurden alle sehr unterschiedlich sowohl
im Ausmal3 wie in der Intensitit als auch in der verhaltnismaBigen Verteilung auf Tumot-
und Stromazellen oder Blutgefilen in den untersuchten NZK exprimiert. Das
Expressionsmuster desselben Integrins konnte auch innerhalb einzelner Tumore variieren.
Trotzdem wurden einige Integrine, wie 03, 016 und Otv, scheinbar durchgehend exprimiert.
VLA-4 und VLA-5 wiederum wurden selten und in geringer Stirke auf Tumorzellen der
renalen Karzinome festgestellt. Da diese Integrin-Untereinheiten auch in der Normalniere
ausschlief3lich im Gefilendothel und nicht in spezifischen Epithelzellen, die als mégliche
Tumorursprungszellen postuliert werden, exprimiert wurden, konnte auch im malignen
Gewebe vorwiegend in Tumor versorgenden Gefillen eine Expression beobachtet werden.
Uber die Hiufigkeit der Expression von VLA-4 und VLA-5 bei NZK liegen aus anderen
Studien unterschiedliche Ergebnisse vor: zum Teil wurde das Fehlen beider Integrine fest-
gestellt oder es wurde eines von beiden exprimiert (Markovic-Lipkovski et al., 2001; Tomita
et al., 1995)
Dennoch kénnten die wenigen Priparate mit VLA-4 positiven Tumorzellen die Re-
Expression des Proteins, das sonst nur vorribergehend in einer frihen fetalen
Entwicklungphase in der Niere vorkommt, wiederspiegeln (Glukhova et al., 1995).
Da VLA-4 auch in embryonalen Vorliuferzellen von Melanozyten beobachtet werden
konnte und die Expression in Melanomen im Vergleich zur schwachen oder abwesenden
Expression im normalen Hautgewebe signifikant hochreguliert war, wurde das Integrin als
moglicher onkofetaler Marker postuliert (Glukhova et al., 1995).
Da fir a5-Integrin eine Expression im fetalen renalen Gewebe nicht bekannt ist, konnte die
Expression von VLA-5 auch auf die Fihigkeit von Tumorzellen, aberrante Integrine de
novo exprimieren zu kénnen, hinweisen (Anastassiou et al., 1995).
Eine Korrelation zwischen der Expression von o-Ketten der Integrine und dem
Tumorgrading wurde in verschiedenen frithen Arbeiten postuliert:
Die Ergebnisse der Untersuchung hier konnten die Schlisse von Terpe et al. (1993), daf3
o5-Integrin hauptsichlich im hochgradig malignen Gewebe exprimiert wird, aufgrund einer
geringen Fallzahl (N=3) nur stiitzen, aber nicht eindeutig bestitigen.
Jedoch zeigten auch andere Arbeiten eine signifikante Zunahme der VLA-5-Expression in
G2 und G3 Tumoren (Anastassiou et al., 1995), besonders in Karzinomen, die trotz
héhergradiger Malignitit keine Metastasen aufwiesen (Markovic-Lipkovski et al., 2001).
Diese Beobachtung kénnte u.a. auf der hemmenden Wirkung von VLA-5 auf die
Zellmigration beruhen. An diesem Effekt kénnte auch die Expression von N-Cadherin
beteiligt sein, das in Synergie mit VLA-5 durch Kontaktinhibition die Migration und

Motilitit von Zellen regulieren kann (Huttenlocher et al., 1998).
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SchluB3folgerungen von Terpe et al. (1993), daB3 sich die 0i2-Integrinexpression bei Zunahme
der Tumormalignitit reduziert, konnten die Beobachtungen der vorliegenden Untersuchung
nicht bestitigen. Hier war die Expression sowohl vom TNM-Staging als auch vom
Tumorgrading unabhingig, wie auch von anderen Autoren beobachtet wurde (Droz et al.,
1995; Markovic-Lipkovski et al., 2001).

Es fiel auf, dal3 VLA-2 als einzige Integrinkette in rein soliden NZK seltener exprimiert
wurde und gegentber anderen histologischen Tumorsubtypen ebenso in klarzelligen NZK
deutlich herunterreguliert war. In einer anderen Arbeit konnte dies bestitigt und ebenso fiir
VLA-6 eine Korrelation zu den histologischen Tumorzellsubtypen festgestellt werden,
wobei hier eine Zunahme der Expression bei klarzelligen Tumoren beobachtet wurde
(Markovic-Lipkovski et al., 2001).

Droz et al. (1995) konnten dhnlich wie in diesen Beobachtungen aufgezeigt, keine
Expression fur VLA-2 in klarzelligen Karzinomen feststellen. Sie postulierten ebenfalls, daf3
die Verteilung von VLA-2 zu den histologisch definierten Tumorsubtypen und nicht zum
zelluliren Malignititsgrad korrelierte und damit Ruckschlisse auf den mdoglichen
Zellursprung zulassen konnte. Es konnte beobachtet werden, daf3 sich die Integrinverteilung
konkordant nach den entsprechenden Integrinliganden und der Zusammensetzung der
Matrix, die spezifisch nach Tumorzellart von den Tumorzellen exprimiert wurde, richtete.
Auch VLA-6 und VLA-3 wurden in dieser Studie unabhingig von der Tumormalignitit und
-ausdehnung in den meisten Tumoren exprimiert. Diese Beobachtungen widersprechen
Befunden von Korhonen et al. (1992), die zwischen der Expression von 0l6-Integrin und
dem Grad der zelluldren Malignitit eine inverse Korrelation ergaben.

VLA-6, VLA-3 und die ow-Kette zeigten alle eine dhnliche hiufige Anfirbung, wobei nur
bei VLA-6 und ov-Integrin mit zunehmender Malignitit vermehrt das Zytoplasma der
Tumorzellen eine positive Reaktion zeigte. Die Anderung der membranstindigen Verteilung
der Expression konnte in dieser Arbeit bei verschiedenen Proteinen, wie E- und N-
Cadherin sowie Syndecan-1, festgestellt werden. Die zytoplasmatische Expression spezifi-
scher Proteine konnte ein mégliches Merkmal von hoch malignen G3 Karzinomen sein, im
Gegensatz zu  G1 Tumoren, die durchweg eine Anfirbung verschiedener
Adhisionsmolekiile nur an der Zelloberfliche zeigten.

Bei zunehmender zellulirer Entdifferenzierung der Tumore fiel sowohl ein Verlust von
VLA-1 wie auch eine deutliche Zunahme der Expression der 0tv-Kette auf. Hieriiber liegen
aus anderen Studien unterschiediche Angaben vor, die zum einen keine Beziehung zwischen
Integrinen und Tumorgrading beschreiben (Droz et al., 1994), und zum anderen aber auch
besonders bei der Expression der Ov-Kette zum selben Schluf3 kommen (Markovic-
Lipkovski et al., 2001). Die gleiche Beobachtung geht auch aus der Studie von Korhonen et

al. (1992) hervor, worin das Auftreten der Ow-Untereinheit mit der histologischen
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Gradeinteilung der zelluliren Maligntit nach traditionellen morphologischen Kriterien
zunimmt.

Im Hinblick auf das TNM-Staging konnte gezeigt werden, dal3 ov-Integrin besonders hau-
fig in den héhergradig malignen Tumoren der T3 Karzinome exprimiert wurde.

Da in Tumoren mit grélerer Ausbreitung eine vermehrte Neovaskularisation stattfindet,
konnte u.a. der fordernde Einflufl von otv-Integrin auf die Angiogenese zu einer stirkeren
Expression fuhren (Varner et al., 1996). Jedoch wurden unterschiedliche Ansichten iiber die
Funktionen von Otv-Integrin geduBlert, die woméglich auch durch die Bindung an verschie-
dene PB-Untereinheiten variieren konnten. So wurde gezeigt, dal es bei Hemmung der
Expression von owvP3- und owP5-Integrinen nicht zur Einschrinkung der Angiogenese,
sondern zu einem verstirkten Gefillwachstum kam, so daf3 auch eine negative Regulierung
der Angiogenese durch diese Integrine postuliert wurde (Hynes, 2002). Weitere Analysen
tiber die Co-Expression der ow-Untereinheit mit unterschiedlichen B-Integrinketten im
Vergleich zum Tumorgrading und -staging kénnten weiteren Aufschluf3 iber die Bedeutung
dieser Integrine beim NZK bringen.

Bei Analysen zur Tumormetastasierung von NZK konnte gezeigt werden, dal} eine
Herunterregulierung der 0.3- und 0t6-Integrinketten bei Tumoren mit Metastasen vorlag und
VLA-5, wie zuvor schon erwihnt, wurde nur in MO eingestuften Tumoren exprimiert
(Markovic-Lipkovski et al., 2001). Obwohl in einer anderen Studie wiederum eine grof3e
Anzahl von Tumoren 0.3-Integrin positiv waren und bei VLA-6 gegensitzliche Funktionen
beobachtet wurden, kénnte die reduzierte Expression von VLA-3 und VLA-6 mit einer
verminderten Bindung zu Basalmembranproteinen einhergehen.

Andere Studien postulierten auch, dafl o4-Integrin fir die Metastasierung der NZK signifi-
kant sein konnte (Tomita et al., 1995; Gilcrease et al., 1996). Keines dieser Ergebnisse konn-
te in der hier vorgelegten Untersuchung bestitigt werden. Ob auch das
Metastasierungspotential von NZK bestimmten Expressionsmustern von Integrinen ein-
deutig zugeordnet werden kann, erfordert weitere immunhistochemische Analysen mit gro-
Beren Fallzahlen. Aufgrund noch vieler gegensitzlicher Daten kdénnen zwar, wie hier
beschrieben, gewisse Tendenzen aufgezeigt werden, dennoch lassen sich aus der beobachte-
ten Expression von Integrinen noch keine eindeutigen prognostischen Faktoren ersehen.
Um also Marker fiir die Tumorprogression der NZK zu charakterisieren, wire es wichtig,
Metastasen und Primidrtumore im Vergleich genauer auf Integrine zusammen mit anderen

Adhisionsmolekiilen zu analysieren.
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4.3 Expression von Matrixmolekiilen
Um eine gestorte Adhidsion zwischen Zellen und Matrix in NZK genauer zu analysieren,
wurden in der vorliegenden Untersuchung die Expressionsmuster von Laminin (Wewer et
al., 1994), Perlecan (Klein et al., 1995) und Tenascin (Truong et al., 1994) verglichen.
Diese Komponenten der extrazelluliren Matrix waren auf einer signifikanten Anzahl von
NZK zu finden. Gut differenzierte Tumoren zeigten die Tendenz, dhnlich dem gesunden
Gewebe, Basalmembranen mit Laminin-10/11- und Petlecan-Expression auszubilden.
In diesen Fillen schienen die einzelnen Tumorzellen ihre epitheliale Polarisierung beizube-
halten. Dies zeigte auch die weiterhin vorhandene basale bzw. basolaterale Expression von
06B1-Integrin, das neben 03B 1-Integrin als spezifischer Rezeptor die Adhision zwischen
den Zellen und Laminin-10/11 reguliert, auf den Tumorzellen (Tani et al., 1999). Ob ein
Funktionsverlust bestimmter Integrine wie VLA-6 durch andere Integrine wie VLA-3 in
ihrer Bindung an Laminin-10/11 in NZK kompensiert werden kann, lie3 sich in dieser
Studie nicht kliren (van der Flier et al., 2001).
Es ist bekannt, daf3 die 0l6-Untereinheit der Integrine mit dem an der Bildung der Tumot-
basalmembran beteiligten Laminin-1 (Droz et al.,, 1994) und Laminin-10/11 interagieren
kann (Colognato and Yurchenco, 2000). Bei wenig differenzierten Tumoren, die in der vor-
liegenden Studie untersucht wurden, schien dagegen diese Zell-Matrix-Interaktion zum
einen dadurch verloren zu gehen, dafl 0l6-Integrin entweder nicht mehr oder begrenzt auf
der Zelloberfliche prisentiert wurde oder aber Laminin-10/11 fehlte. Es konnte bei dem
einzigen Laminin-10/11 negativen Priparat eines hoch malignen Tumors in dieser Studie
auch ein Fehlen von E-Cadherin festgestellt werden. Eine dhnliche Beobachtung wurde in
einer anderen Studie berichtet, die einen signifikanten Verlust von E-Cadherin, Laminin
(Spezifitit nicht definiert) und Kollagen IV bei NZK zeigen konnte, womit eine starke
Fragmentierung der BM und eine starke Expression von spezifischen
Matrixmetalloproteinasen einherging (Morell-Quadreny et al., 2003). Dabei zeigte der
Verlust von Kollagen IV und E-Cadherin einen prognostischen Wert.
Die Expression von Perlecan korrelierte in der vorliegenden Arbeit weitgehend zum
Vorkommen von Laminin-10/11. AuBler in einem stark entdifferenzierten Tumor, in dem
Laminin-10/11 fehlte, wurde Petlecan nur sehr schwach exprimiert. Zusitzlich zeigte sich
im Vergleich zur Normalniere eine deutlich schwichere Expression von Perlecan mit deut-
lich weniger Netzstrukturen als bei Laminin-10/11 in den entdifferenzierteren NZK. Dies
scheint auf weitere Verinderungen in den Komponenten der Basalmembran hinzuweisen.
Eine Herunterregulierung von Perlecan mit zunehmender Malignitit wurde auch in
Untersuchungen von Larynxkarzinomen festgestellt (Netlich et al., 1998)
Tenascin-C, als weiteres Mitglied der Gruppe der Glykoproteine der extrazelluldren Matrix,

wird speziell in Geweben mit hoher Zellregeneration selektiv exprimiert. Unter pathologi-
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schen Bedingungen aber wurde in Nieren eine starke, iber den gesamten Bereich
interstitieller Fibrosen verteilte Expression beobachtet (Truong et al., 1994). In NZK war
Tenascin-C in allen Priparaten zu finden, das Expressionsmuster variierte jedoch zwischen
den verschiedenen histologischen Tumorsubtypen und innerhalb der einzelnen Tumore.
Tenascin-C wurde in einem dem Laminin-10/11 dhnlichen Netzmuster exprimiert und war
im Bereich der Basalmembran um Tumorzellen herum lokalisiert. Im Unterschied zu
Laminin-10/11 aber wurde Tenascin-C in fibrotischen Arealen und Septen, in denen
Laminin negativ war, stark exprimiert.

Lohi et al. (1998) konnten feststellen, daf3 die Tenascin-C Expression besonders bei niedrig-
malignen Geweben vorwiegend noch auf bestimmte Strukuren - wie die Basalmembran und
den Stromabereich um Blutgefile - beschrinkt zu sein scheint. Dagegen wurde unter
Zunahme der Malignitit eine verstirkte, bis weit in das Tumorstroma ausgedehnte
Expression beschrieben. Die vorliegenden Ergebnisse konnten jedoch keine deutliche
Zunahme der Expression mit dem Grad der Entdifferenzierung bestitigen, jedoch zeigten
einige maligne G3 Priparate ausgeprigtere fibrotische Bereiche, in denen vermehrt
Tenascin-C beobachtet werden konnte.

Eine andere Untersuchung zeigte in situ, auf Zelllinien und unter Verwendung von
Xenografts, da3 das Fehlen von Tenascin-C im Tumorstroma mit dem Malignititsgrad
korrelierte (Lohi et al., 1995). Auch Pilch et al. (1999) stellten bei Ovarialkarzinomen fest,
daf3 das Fehlen von Tenascin-C mit héherer Malignitit und besonders schlechter Prognose
korrelieren konnte.

Dagegen schienen Mammakarzinome eine Zunahme der Expression mit steigendem
Tumorgrading und ausgedehnter lokaler Infiltration zu zeigen (Adams et al., 2002). Bei
vielen weiteren Untersuchungen, unter anderem an Gebarmutter- und Ovarialkarzinomen,
sowie Plattenepitheltumoren des Larynx, schien eine starke Expression von Tenascin-C auf
eine schlechte Prognose und hohe Invasivitit hinzudeuten (Wilson et al., 1996; Regezi et al.,
2002).

Es liegen viele weitere Untersuchungen zur Expression von Tenascin-C mit gegensitzlichen
Ergebnissen vor. Hier konnte eine genaue Unterscheidung zwischen den verschiedenen
SpleiBBvarianten von Tenascin-C, die fir eine unterschiedliche Affinitit zu spezifischen
Rezeptoren und Liganden verantwortlich sein kénnen, Aufschluf3 Gber unterschiedliche

Funktionen des Proteins bei der Tumorgenese des NZK wie auch anderer Tumoren geben.

82



Zusammenfassung

Durch die intakte Funktion diverser Adhisions- und Matrixmolekiile wird im Gesunden der
Zellverband organisiert und so eine Homoostase im Zusammenspiel vieler molekularer
Wechselwirkungen zwischen den Zellen und dem extrazelluliren Gewebe hergestellt. Die
spezifische Anordnung der Molekiile sorgt fiir eine normale apikale-basale Polarisation epi-
thelialer Zellen, die im Tumorgewebe hiufig einer Dysregulation unterliegt und die normale
Verbindung der Zellen zur Basalmembran aufheben kann.

In dieser Arbeit wurde untersucht, ob bei renalen Karzinomen ein pathologisch verindertes
Expressionsmuster von Adhisionsmolekiilen in Abhingigkeit vom Tumorstadium, vom zel-
luldren Malignititsgrad und der Histologie aufgezeigt werden kann.

E- und N-Cadherin, die in der normalen Niere im Bereich distaler Tubulusanteile und der
Sammelrohre bzw. auf Zellen des proximalen Tubulusepithels selektiv zu finden sind, wur-
den im Tumorgewebe in den meisten Fillen gleichzeitig exprimiert. Drei Tumore waren fiir
beide Molekiile negativ. Bei einigen entdifferenzierten Tumoren wechselte die Expression
von einer umschriebenen Verteilung auf der Zelloberfliche zu einer diffusen Anfirbung
auch des Zytoplasmas. Die Mehrzahl der NZK zeigte keine VE-Cadherin-Expression. VE-
Cadherin konnte im normalen Nierengewebe auf Endothelzellen verschiedener BlutgefiQe,
interstitieller Kapillaren und Glomeruli, im Tumorgewebe nur im Bereich von fokal grup-
pierten Gefillen detektiert werden. Die meisten Endothelien waren in den NZK vermutlich
als Hinweis fiir ithre geringe Ausreifung fiir VE-Cadherin negativ. P-Cadherin mit einer
beschrinkten Expression auf wenigen proximalen Tubuluszellen, mesangialen Zellen in
Glomeruli und auf der Intima groBerer Gefal3e in der Normalniere, war nur im Zytoplasma
einzelner, epithelialer Zellen eines einzigen extrem malignen Tumors zu finden.
Syndecan-1, das zur kontrollierten Verankerung von Zellen an die umgebende Matrix bei-
tragen kann, zeigte sich in den meisten Tumoren in einer im Vergleich zum gesunden rena-
len Gewebe reduzierten Expression und membranstindiger, fokal begrenzter Anordnung;
In entdifferenzierten NZK konnte aber auch eine diffuse, zytoplasmatische Anfirbung vor-
liegen.

Obwohl die untersuchten Integrine auf den Tumorzellen der verschiedenen NZK individu-
ell variieren konnten, waren 03-, 0t6- und ow-Integrin durchgehend auf Tumorzellen und
04 selektiv auf Stromazellen und Blutgefi3en zu finden.

Wie in den tubuliren Basalmembranen der Normalniere zeigten auch NZK niedrigen
Malignititsgrades Basalmembranen mit Laminin-10/11- und Petlecan-Expression. Ein
Verlust dieser Basalmembrankomponenten zeigte sich bei wenig differenzierten Tumoren,
denen Laminin-10/11 fehlte und in denen Petlecan duBlerst schwach exprimiert wurde.

Tenascin-C hingegen, lie sich als weitere Basalmembrankomponente in einzelnen
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Tumoren, auch bei Fehlen von Laminin-10/11 und Petlecan, im Tumotstroma zeigen.

Insgesamt konnte fir die verschiedenen Adhisions- und Matrixmolekile keine eindeutige
Korrelation zwischen zellulirem Grading der Tumoren und ihrem Expressionsmuster
beschrieben werden. Fir die Beurteilung ihrer Bedeutung in der Tumorgenese des renalen

Karzinoms bedarf es weiterer in situ und funktioneller in vitro Analysen.
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Abkurzungen

Abb.
ba

BM
CD
ECM
EGF
eo
FGF-2
FGF-7
FN III
GAGs
HLA

Kap.
LN
mono
NZK
pap.
poly
pT1-3b

Tab.
TNM

trab.
tub.

VEGF
VLA

Zyst.

Abbildung

basophil

Basalmembran

Cluster of Differentiation
extrazellulidre Matrix

epidermal growth factor

eosinophil

fibroblast growth factor

keratinocyte growth factor
Fibronectin Typ III
Glycosaminoglycane

Human Leukocyte Antigen
Immunglobulin

Kapitel

Laminin

monoklonal

Nierenzellkarzinom

papillar

polyklonal

postoperativ festgelegte TumorgroB3e
Stromazelle

Tumorzelle

Tabelle

Stagingeinteilung nach Tumorgrofie, Anzahl Lymphknoten (nodes) und
Metastasen (metastasis)

trabekuldr

tubular

vessel cell (Zelle des Gefillendothels)
vascular endothelium growth factor
Very Late Activation (Antigen)

zystisch
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