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Referat und bibliographische Beschreibung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifikation von Merkmalen zur Erfassung
individueller Risikoprofile bel Nierenzellkarzinompatienten nach Tumornephrektomie.
Aufgrund der Immunogenitét des Nierenzellkarzinoms untersuchten wir Merkmale des
humanen MHC-Komplexes. Dazu wurde die Verteilung der HLA-Klasse I- und Klasse Il-
Merkmale unter Nierenzellkarzinompatienten (n = 100) sowie unter 24 im Verlauf
metastasi erten Patienten mittels serologischer und molekulargenetischer (PCR-SSP) Methoden
untersucht und mit der Normalverteilung von gesunden Blutspendern (n = 157) der gleichen

Region verglichen.

Die Anayse der HLA-Phanotypfrequenzen ergab, dass die Merkmale HLA-DRB1*01 und
HLA-DQB1*05 (Haplotyp HLA-DRB1*01:DQB1*05) statistisch signifikant haufiger unter
Patienten mit Nierenzellkarzinom vorkommen. Nach Tumornephrektomie entwickeln die
Patienten mit den Merkmalen HLA-DRB1*01, -DRB1* 15 und -DQB1* 06 signifikant seltener
Metastasen. Bei Vorliegen der Merkmale HLA-A*31, -B*35, -Cw*04 und -DQB1*05
(Haplotyp HLA-B*35:Cw*04:DQB1*05) kommt es hingegen haufiger zur Metastasierung.
Die Ergebnisse aus den Einzelmerkmalen wurden durch die zusétzlichen Untersuchungen der

Freguenzen von Kombinationen zweier bzw. dreier Merkmale unterstiitzt.

Die Merkmale HLA-A*31, -B*35, -Cw*04, -DRB1*01, -DRB1*15, -DQB1*05 und
-DQB1*06 kdnnen zur Erstellung von individuellen Risikoprofilen nach Tumornephrektomie

eingesetzt werden.

Hillig, Felix: Untersuchungen zur Assoziation und dem klinischen Verlauf
des Nierenzellkarzinoms mit Merkmalen des
Haupthistokompatibilitdtskomplexes des Menschen

Halle, Univ., Med. Fak., Diss., 78 Seiten, 2001
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1. Einleitung

Die Aufgaben des menschlichen Immunsystems bestehen im Schutz und Erhalt der Integritét
des menschlichen Organismus durch Abwehr korperfremder sowie pathogener kérpereigener
Einflisse. Voraussetzung dafir ist einerseits die Erkennung und Unterscheidung von
, Korpereigenem* (ICH) und ,,Kérperfremdem” (NICHT/ MEHR/ ICH) sowie andererseits das
Vorhandensein effektiver Abwehrmechanismen, wie mechanische Barrieren (z. B. Haut und
Schleimhéute), eine Vielzahl an Resistenzmechanismen (z. B. Komplementaktivitéten,
Phagozytose), die spezifische, adaptive zeluldare (T-Zellen-Rezeptorspezifitdten) und
humorale Immunitét (Antikorperspezifitéten). Diese verschiedenen Einzelmechanismen
wirken bel der Aufgabe einer Abwehr eng zusammen. Es gibt Vor- und Nachteile der
spezifischen und unspezifischen Abwehrmechanismen. Der wesentliche Vortell der
spezifischen Abwehrmechanismen liegt in ihrer hohen Effektivitat durch die Fahigheit zur
adaptiven Antwort (bedarfsspezifische Regulation) sowie in ihrer immunologischen
Gedachtnisfunktion.

Das HLA-System (HLA: engl. human leucocyte antigen) stellt den Haupthistokompatibilitéts-
komplex (MHC: engl. major histocompatibility complex) des Menschen dar. Wie der Name
ausdriickt, stellt es ein wichtiges System zur Unterscheidung zwischen ,, Kdrpereigenem® und
, Korperfremdem® dar. Es enthédlt die Voraussetzungen fir eine Aktivierung sowie Pragung
der zelluléren und humoralen Immunitét. Weiterhin ist es an jeder neuen Auseinandersetzung
mit pathogenen Molekilen betelligt. Die mit Hilfe des HLA-Systems vordergrindig
aktivierten  Abwehrsysteme bilden spezifisch humorale  Immunglobuline  oder
rezeptorspezifische Effektorzellen. Grundlage der Vermittlung der Spezifitdt fir ein
Immunglobulin oder einen T-Zellrezeptor sind durch die HLA-Klasse I- und HLA-Klasse II-
Antigene vermittelten Erkennungs- und Présentationsvorgange. Nur wenige zellulére
Abwehrmechanismen konnen auf eine vorherige Prasentation vorselektierter Peptide
prozessierter Antigene durch HLA-Klasse-Antigene (Ausnahme z. B. NK-Zellen) verzichten.
Die Tumorimmunologie basiert auf der Erkenntnis, dass in Tumoren oder ihren Metastasen
unterschiedlich viele infiltrierende Lymphozyten nachzuweisen sind. Bel sogenannten
»immunogenen* Tumoren wie dem Nierenzellkarzinom und dem malignen Melanom sind
ausgepragte  Lymphozyteninfiltrationen in den Tumoren besonders haufig beschrieben.
Andererseits beweisen die Effektivitét immuntherapeutischer Behandlungen metastasierter

Patienten die Bedeutung des Immunsystems bei der Abwehr maligner Zellen.



1.1. Raumforderungen der Niere

Tumore des Nierenparenchyms sind grundsdtzlich von den Nierenbeckentumoren
(Urothelkarzinomen) abzugrenzen. In diesem Zusammenhang sind bisher verschiedene
Klassifikationen vorgeschlagen worden, ohne dass ein System algemeine Anerkennung
erlangt hétte. Klinisch bedeutsam ist die Unterscheidung zwischen benignen und malignen

Tumoren.

Tabelle 1: Einteilung von Nierentumoren nach Lakey 1975 (53)

Gutartige Nierentumoren: Bosartige Tumoren:

Angiomyolipom Nierenzellkarzinom

Fibrom Sarkom

Lipom - Fibrosarkom

Leilomyom - Liposarkom

Angiom - Leilomyosarkom

Rhabdomyom - Osteogenes Sarkom

Neurofibrom Lymphoblastom

Dermoid - Lymphom

Endometriose - Myelom

Adenom Nephroblastom (Wilms-Tumor)
Sekundéare maligne Tumoren

1.1.1. Maligne Tumoren

Die priméar malignen Tumoren des Nierenparenchyms werden von den Nierenzellkarzinomen
(Synonyme: Adenokarzinom, Hypernephrom, Gravitz-Tumor) zu mehr a's 80 % dominiert. Es
ist der dritthaufigste urologische Tumor. Manner erkranken ungeféhr doppelt so haufig wie
Frauen (9). Der Tumor tritt am haufigsten in der 5. und 6. Lebensdekade auf (81). Eine
Zunahme der Inzidenz von Nierentumoren wurde vor alem in den Industrienationen
beobachtet. WHITMORE (121) vermutete aufgrund der steigenden Inzidenz in
industrialisierten Landern im Vergleich zu der niedrigen Inzidenz in Dritte-Welt-Landern,
dass Umwelteinflisse bel der Entstehung des Nierenzellkarzinoms kritische Faktoren
darstellen. Das seltene familidre Nierenzellkarzinom tritt sowohl in Verbindung mit als auch
ohne Morbus von HIPPEL-LINDAU auf (84). Bel den erkrankten Familienmitgliedern

wurden in fast allen Fallen Chromosomen-Aberrationen am Chromosom 3 festgestellt.



Diese chromosomalen Veranderungen konnten nachtréglich auch bei dem nicht familidren
Nierenzellkarzinom gefunden werden (22). Weiterhin ist ein signifikant gehauftes Auftreten
des Nierenzellkarzinoms bei Patienten mit terminaler Niereninsuffizienz (17) festzustellen.
Die Nierenzellkarzinome werden pathohistologisch hinsichtlich ihres Zelltyps und ihrer
Wachstumsform unterschieden (Tabelle 2).

Tabelle 2: Einteilung von Nierenzellkarzinomen (112)

Zdltyp Klarzellig
Chromophil
Chromophob
Spindel-/ polymorphzellig

Wachstumsform Kompakt
Tubulo-papill&r
Zystisch

Ca. 80 bis 85 % der Nierenzellkarzinome sind dem , klassischen hellzelligen Nierenzellkar-
zinom* mit kompakter Wachstumsform zuzuordnen.

Bel Kindern und Jugendlichen sind maligne Nierentumoren in der Mehrzahl Nephroblastome
(Synonym: Wilms-Tumor). Diese Tumoren enthalten embryonales Mischgewebe. Die
Prognose von Wilms-Tumoren ist vor allem bel frihzeitiger Diagnose und Therapie sehr
gunstig (insgesamt 80 % Langzeitremissionen). Die Gruppe der Nierensarkome umfasst
maligne mesenchymale Tumoren, die in einem Prozentsatz von weniger als 5 % unter den
Raumforderungen der Niere zu verzeichnen sind. Die Sarkome werden eingeteilt in
Fibrosarkome, Liposarkome, Leiomyosarkome und osteogene Sarkome. Prognostisch gilt fir
alle Nierensarkome eine sehr frihzeitige Metastasierung in ale Organsysteme.

Als seltene Sonderform des Nierenzellkarzinoms wurde das Duct-Bellini-Karzinom erfasst
(110). Diese Sonderform tritt in weniger als 1 % der Nierenzellkarzinome auf. Das Duct-
Bellini-Karzinom geht vom distalen Tubulusapparat aus. Prognostisch bedeutsam ist die
frihzeitige Metastasierung in ale Organsysteme. Ein gesichertes therapeutisches Konzept zur

Behandlung des metastasi erten Ductus-Bellini-Karzinoms existiert bisher nicht.




1.1.2. Benigne Tumoren

Angiomyolipom

Angiomyolipome der Niere kdnnen als eigensténdige Erkrankung vorkommen, werden aber
auch gehauft bei Patienten mit tuburéser Sklerose beobachtet. Angiomyolipome oder
Hamartome treten bei diesen Patienten auch in Hirn, Auge, Herz, Lunge und Knochen auf (5).
Aus diesem Grunde gehort zur Untersuchung von Patienten mit tuburdser Sklerose obligat
eine Untersuchung der Nieren mit bildgebenden Verfahren. Angiomyolipome treten haufig
bilateral und multifokal auf, jedoch wurden Fernmetastasen nicht beobachtet (11). Mit grof3er
Sicherheit erlaubt der hohe Fettgehalt der Tumoren in der Computertomographie als auch
Sonographie eine préoperative Artdiagnose. Eine operative Therapie ist nur im Falle eines

progredienten Wachstums bzw. einer Grof3e von mehr as 4 cm notwendig.

Fibrom

Fibrome der Niere konnen von Parenchym, Nierenkapsel und perirenalem Fettgewebe
ausgehen. Diese seltenen Tumoren sind grundsétzlich gutartig, jedoch ist gelegentlich in der
Schnellschnittuntersuchung  eine  differentialdiagnostische  Abgrenzung vom  hoch-
differenzierten Fibrosarkom problematisch. Wegen der unklaren Artdiagnose besteht die
Behandlung in einer radikalen Nephrektomie.

Lipom

Reine Lipome der Niere sind aulRerordentlich selten. Ihr Ursprung ist unklar, doch kénnten sie
aus Fettzellen in Kapsel oder Parenchym hervorgehen. Lipome treten tberwiegend bei Frauen
in der 4. oder 5. Lebensdekade auf und haben oft eine erstaunliche Gréfle (28). Lipome
werden von einigen Autoren auch als Variante des Angiomyolipoms eingestuft. Die
Behandlung besteht in ihrer vollstéandigen Resektion. Dabei ist aufgrund der Gréle der
Tumoren in vielen Féllen eine Nephrektomie erforderlich. Gelegentlich ist auch hier im
Schnellschnitt eine Abgrenzung zum hochdifferenzierten Liposarkom nicht méglich. Ein

radikal es operatives Vorgehen wie beim Liposarkom ist dann zwingend erforderlich.



1.2. Dielnzidenzentwicklung des Nierenzellkarzinoms

Das Nierenzellkarzinom (NZK) ist mit einem Anteil von 85 Prozent der haufigste maligne
Tumor der Niere (71). Bis zum Ende der 80-er Jahre ist vor allem in den Industrienationen
geschlechterunabhangig eine Zunahme der Inzidenz von Nierenzellkarzinomen beobachtet
worden (121). Ménner erkranken ungefahr doppelt so haufig wie Frauen (81). Der Tumor tritt
am haufigsten in der 5.und 6. Lebensdekade auf (9).

Im bundesdeutschen Krebsregister zeigt jedoch neben der Inzidenz auch die Mortalitdt des
Nierenzellkarzinoms eine steigende Tendenz. Dieser Trend ist bel beiden Geschlechtern zu
beobachten (102).

Auch die MNUC-Studie der Universitdten Halle und Jena (87) zeigte bis 1994 einen Anstieg
der Inzidenz fir das Nierenzellkarzinom in beiden Ballungsgebieten und fir beide
Geschlechter.

Bisin die 80-er Jahre wurde das NZK aufgrund fehlender Friihsymptome nur selten in seinem
Fruhstadium diagnostiziert (71, 92). Schmerzen, Hamaturie und palpabler Flankentumor
gelten zwar as die klassische Symptomtrias, jedoch wird sie lediglich bei 5-32% aller
Patienten beobachtet (83).

Sonographie und Computertomographie kdnnen heute in ca. 95% der Félle die Dignitét einer
renalen Raumforderung korrekt bestimmen (4, 67). Diese technischen Methoden sind in der
ambulanten und stationéaren Betreuung von Patienten zunehmend Routine.

Seit Mitte der 80-er Jahre werden zunehmend Patienten mit sonographischem Zufallsbefund
einer Raumforderung der Niere durch einen Hausarzt oder Internisten primérbefundet.

In gleicher Weise diagnostizieren ambulante Urologen viele Raumforderungen der Niere bel
Vorsorgeuntersuchungen von Maénnern Uber 50 Jahren. So kommt es, dass zur
Tumornephrektomie mehr Patienten mit einem lokal begrenzt wachsenden NZK eingewiesen
werden (87, 96).

Die radikale Tumornephrektomie ist die derzeit einzige anerkannte Therapieform mit
kurativer Intention und gilt daher as die Therapie der Wahl beim loka begrenzten Tumor
(59). In Abhangigkeit vom Tumorstadium bewegen sich die 5-Jahresiiberlebensraten nach
radikaler Tumornephrektomie zwischen 0 und 90 Prozent (3, 40, 75). Fir Patienten mit
metastasiertem Nierenzellkarzinom betragt die 5-Jahrestiberlebensrate unverandert weniger
als 10 Prozent (44).



Weder Radiotherapie noch Chemotherapie (116) konnten die in sie gesetzten Hoffnungen bel
der Behandlung analog anderer Tumore erfullen. Als Grundlage mehrerer Fallkontrollstudien
wurden verschiedene chemische Substanzen hinsichtlich eines ursachlichen Zusammenhanges
mit der Entstehung von Nierenzellkarzinomen untersucht. Zwischen Kadmium, aromatischen
Kohlenwasserstoffverbindungen, Blei, Asbest, Sexualhormonen sowie Nikotin und der
Erkrankung konnten keine klaren Korrelationen aufgestellt werden (81, 87).

Dennoch muss aufgrund der deutlich héheren Inzidenz in den Industrieléndern im Vergleich
zu den Landern der , Dritten Welt“ angenommen werden, dass Umwelteinfllisse im Sinne
eines multifaktoriellen Geschehens al's kritische Faktoren zur Entstehung der NZK beitragen.
Konkret urséchliche Faktoren fur die Entstehung des Nierenzellkarzinoms sind derzeit

weiterhin noch ungeklart.

1.3.  Prognose und prognostische Parameter von Nierenzellkar zinomen

Die Erfassung des Tumorstadiums (Staging) zum Zeitpunkt der Operation als Parameter der
Prognoseabschétzung ist in der Onkologie weltweit anerkannt und fir das Nierenzellkarzinom
durch das Protokoll von ROBSON et a. (97) und die TNM-Klassifikation der UICC
représentiert. Das Staging-Protokoll von ROBSON et al. (97) erfuhr bisher die breiteste
Anwendung, was durch die Publikationen von SKINNER et al. (106), FUSELIER et al. (37),
BAISH et d. (3), GOLIMBU et a. (40) und MEDEIROS et al. (60, 61) belegt werden kann.
Durch den Einsatz des TNM-Stagings wurden 4 Prognosestadien erwartet, jedoch sind in der
Praxis nur 3 Prognosestadien zu erfassen.

Die Trennschérfe zwischen den Stadien 1 und 2 bleibt, wie bet HERMANEK und SCHROTT
(44) bereits 1990 gezeigt und trotz der Revision von 1997, mittels TNM-Staging
unzureichend. Die Uberlebenskurven z. B. publiziert von STORKEL et a. (110) zeigen im
Vergleich von ROBSON- und TNM-Klassifikation Ubereinstimmende Verlaufe bezogen auf
die Stadien 2 und 3 einschlieRlich des Uberlappens der Kurven nach 5 Jahren (37, 47, 110).
Die Literatur belegte durch POSSINGER et al. (91) und LJUNGBERG et al. (54), dass dem

Faktor Veneneinbruch keine grof3e prognostische Bedeutung zukommt.



Wichtig scheint hingegen der Nachweis einer Infiltration des perirenalen Fett- und
Bindegewebes (54, 91), wobei dem Durchbruch der peritumordsen Bindegewebskapsel das
grofdte Gewicht zukommt (54, 91, 104).

Das Grading ist ein weiterer wesentlicher Parameter zur Prognoseabschétzung. In der Literatur
gibt es eine Fulle von Vorschlégen, wovon die von THOENES et a. (112), HERMANEK et
a. (45 und FUHRMAN e a. (36) ewant werden sollen. Kombinierte
makroskopi sche/histol ogische/zytol ogische Gradingsysteme wie z. B. von HERMANEK et al.
(45) konnten sich aufgrund nicht sicher reproduzierbarer Kriterien (110) nicht durchsetzen.
Der wichtigste Vortell der dreistufigen Klassifikation von THOENES et al. (112) gegentiber
der vierstufigen von FUHRMAN et al.(36) ist die klare Abgrenzbarkeit aller drei Gruppen.
Die subjektive Gradingeinteilung von THOENES et a. (112) konnte durch morphometrische
Untersuchungen wie z. B. Kernflachenbestimmungen durch KAGAWA et al. (48) und TOS|
et a. (114) sowie durch die Erfassung der Kernchromasie mittels Durchflusszytometrie (85,
109) objektiviert und bestdtigt werden. In gleicher Weise ist die Detektion des
Proliferationmarkers Ki-67 oder die Beurteilung der Aneuploidie einzustufen, da die
Ergebnisse von BAISH et a. (3) und LOY et al. (55) letztlich das Kerngrading bestétigten.

Der Wert der histologischen und zytologischen Merkmale, insbesondere die Bedeutung der
verschiedenen Zelltypen, wird in der Literatur kontrovers diskutiert (36, 37). STORKEL et al.
(110) weist auf den nicht zu vernachlassigenden Unterschied zwischen klarzelligen und
chromophilen Nierenzellkarzinomen hin, jedoch wird stérker auf die schlechte Prognose des
Duct-Bellini-Karzinoms und des spindelzellig/polymorphen Nierenzellkarzinoms hinge-
wiesen. Auch immunologische Marker, wie ICAM-Expression von PORTRATZ et a. (90)

publiziert, konnten sich fir die Prognosebeurteilung nicht etablieren.

Der Mainzer-Prognose-Score (110, siehe Abb. 1/ Seite 8) ist der bisher umfassendste Ansatz

zur Prognoseabschétzung bei Patienten mit Nierenzellkarzinom.



Abb. 1. Mainzer-Prognose-Score (110)
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1.4. Der Haupthistokompatibilitatskomplex

Bei der experimentellen Untersuchung zur allogenen Gewebetransplantation bei M&usen
(41, 107) kam es zur Entdeckung der murinen Haupthistokompatibilitdtsantigene. Zwischen
Spender und Empfanger wurde das Allo-Transplantat bei Diskrepanz dieser starken
Transplantionsantigene abgestol3en. Die genetische Kodierung letzterer erfolgt durch Gene

des gleichnamigen Haupthistokompatibilitdtskomplexes (MHC).




Erst in den 50-er Jahren folgte die Beschreibung des ersten menschlichen Leukozytenanti-
gens Mac (spéter HL-A2 genannt) durch Dausset (24, 25), van Rood (117) und Payne (86).
Seit der Entdeckung des MHC wurden und werden umfangreiche Erkenntnisse Uber die
Funktion und Regulation des Immunsystems gewonnen, durch die sich wiederum weitere
notwendige Erklarungen fir Pathomechanismen in der Humanmedizin ergeben.
MHC-Molekile sind entscheidend an der Prdgung des Immunsystems, der Aktivierung
spezifischer Abwehrmechanismen und somit an der Auseinandersetzung mit
Proteinantigenen korperfremden (allogener, xenogener) sowie kérpereigenen Ursprunges
beteiligt. Um eine antigenspezifische Immunantwort auszuldsen, ist die Aktivierung von
spezifischen T-Lymphozyten aus ihrem Ruhezustand notwendig. Die Erkennung eines
Peptidantigenes erfolgt jedoch erst nach Prozessierung und Bindung als Proteinbruchstiicke
(Peptide) an die Zelloberflache antigenprasentierender Zellen. Die unterschiedlichen MHC-
Molekile sind in der Lage, ein Repertoire an differenten Peptiden zu binden. Damit
bestimmt die Bindungsfahigkeit der MHC-Molekile die Zahl der moglichen Peptide, die
prasentiert werden konnten. Durch einen terndren Komplex aus MHC-Molekil, dem
prozessierten und daran gebundenen Peptidantigen sowie dem  spezifisch
antigenerkennenden T-Lymphozyten-Rezeptor kommt es zur gezielten Aktivierung von
praformierten T-Lymphozytenpopulationen. Dieses Phdnomen wird als MHC-Restriktion

bezeichnet.

1.4.1. Der menschliche HL A-Genkomplex

Bezogen auf den Menschen wird der Maor Histocompatibility Complex als HLA-Genkomplex
bezeichnet (engl.: human leucocyte antigen). Der HLA-Genkomplex ist auf dem kurzen Arm des
Chromosoms 6 lokalisert. Er bestent aus ca. 3.500 Kilobasenpaaren. Der Komplex umfasst
verschiedene Untergruppen. Hierzu gehoren die HLA-Genloci im engeren Sinne fur die HLA-
Klasse | und Klasse Il und die Loci der as Klasse I11 bezeichneten heterogenen Gruppe von Genen
(Abb. 2 / Seite 10). Die Gruppe der Klasse I11-Gene enthdlt einersaits Gene, deren Produkte
Funktionen im Rahmen der korpereignen Abwehr Ubernehmen (z. B. Komplementfaktoren C2,
C4A, C4B, Bf, Tumornekrosefaktoren TNF-a und -3, Hitzeschockproteine HSP70-1/2) as auch
Gene, deren Genprodukte nicht direkt an immunologischen Ablaufen beteiligt sind

(z. B. Steroid-21-Hydroxylasen CY P21A/B, Vayl-tRNA-Synthetase). Ein weiterer Teil der Gene
kodiert fUr derzeit noch nicht bekannten Genprodukte oder ist ohne Funktion (21, 121).



Abb. 2: Der Haupthistokompatibilitétskomplex des Menschen
Schema der Anordnung der HLA-Klasse I, Il und I11-Genregion nach (21, 119)
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Vom Zentromer ausgehend reihen sich nacheinander die Regionen der HLA-Klasse 11-Gene,
denen sich die Klasse I11-Region und weiter telomerwarts die Region der HLA-Klasse |-Gene
anschlief¥, auf. Die HLA-Klasse I-Region umfasst die Genloci fur die a-Ketten der
klassischen HLA-Klasse I-Merkmale (HLA-A, -B, -C). Dazwischen liegen Genorte, die
entweder wie z. B. HLA-H- und HLA-J-Pseudogene sind, oder die funktionelle Produkte
kodieren wie z. B. HLA-E, HLA-F oder HLA-G. Diese sind aber nicht in alen Geweben
nachweisbar (12).

Die HLA-Klasse II-Region ist aus Subregionen aufgebaut. Die hier wesentlichste Region ist
die der Gene fur die HLA-DR, -DQ und —-DP-Merkmale. Andere Subregionen kodieren fir
Produkte, wie z. B. HLA-DM, die eine Bindung des Peptides an das MHC-Molekil
vermitteln. Wieder andere kodieren fur solche Molekile, die an der Antigenprozessierung
beteiligt sind, wie z. B. die Genorte fir Transporterproteine (engl. Transporter associated with
antigen processing) sowie Gene fir Proteosomeinheiten (engl. Large multifunctional protease)
(21).
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1.4.2. Aufbau und Funktion der HLA Klasse |- und Klasse | I-Moleklile

AuRerlich bestehen Ahnlichkeiten zwischen den HLA-Klasse I- und Klasse II-Molekdilen,
jedoch Uberwiegen die Unterschiede. Die Differenzen liegen sowohl in ihrem Aufbau, in ihrer
Gewebeverteilung als auch in ihrer Funktion (119).

Klasse I-Molekile sind Heterodimere. Sie bestehen aus zwel Ketten. Die schwere a-Kette, ein
glycosiliertes Protein von 44 kD, ist transmembrandr und polymorph. Die leichte Kette, das
32-Mikroglobulin von 11,5 kD, liegt extrazelluldr und ist nicht polymorph. Der Genort fir
das B2-Mikroglobulin liegt auRerhalb des MHC auf Chromosom 15. Der extrazellulére Teil
der a-Kette besteht aus den 3 Domanen al, a2 und a3. Auf den Doméanen al und a2
befinden sich die hypervariablen Regionen.

DieKlasse II-Molekile sind glycosilierte transmembranére Proteine. Die von ihnen gebildeten
Dimere bestehen aus zwei Polypeptidketten. Die a- und die B-Kette sind beide in der MHC-
Region genetisch kodiert. Das Molekulargewicht der a-Kette betrdgt 28 kD und das der [3-
Kette 33 kD. Jede der beiden Polypeptidketten besteht jewells aus zwe extrazellulér
gelegenen Doménen. Diese a1- und a2-Doméanen weisen hypervariable Regionen auf.

Bel den Klasse I- wie bel den Klasse II-Molekilen sind die hypervariablen Regionen die
Grundlage fur deren Polymorphismus und das jeweilige Repertoire des Peptidbindungsortes.
Aus der unterschiedlichen Gewebeverteilung der Klasse |- und Klasse 1I-Molekile kénnte
man auf eine unterschiedliche Funktion schlussfolgern.

Auf alen kernhaltigen Zellen und Thrombozyten sind in mehr oder weniger starkem Ausmal}
Klasse I-Molekile exprimiert. Eine Ausnahme bilden die Trophoblasten der Plazenta,
Spermien und neuronalen Zellen. Durch die Klasse I-Molekile werden Peptide mit einer
Lange von 8 bis 9, in seltenen Féllen bis 13 Aminosauren an die CD8+ zytotoxischen bzw.
suppressorischen T-Lymphozyten prasentiert. Im endoplasmatischen Retikulum werden die
Peptide an die MHC-Molekile gebunden. Diese Peptide stammen aus der Zelle selbst. Sie
stammen von zytoplasmatischen Proteinen der Zelle ab, wie z. B. Auto-Peptide und von
intrazellul&r synthetisierten Fremdproteinen, z. B. viralen Genprodukten. Somit kommt es bei
der Aktivierung der zeluldren Immunitdt mit 2zytotoxischen T-Lymphozyten als

Effektorzallen zur Klasse |-Restriktion.
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Auf unterschiedlichen Geweben werden HLA-Klasse |I-Moleklle eingeschrankt oder gar
nicht exprimiert. Primér treten sie auf B-Lymphozyten auf. Andererseitssind sieauf den  T-
Lymphozyten nur nach Aktivierung zu finden. Auch antigenprasentierende Zellen, wie z. B.
dendritische Zellen, Langerhanszellen der Haut und Alveolarmakrophagen werden im Zuge
der Aktivierung zur HLA-Klasse Il-Expression angeregt (119). Durch HLA-Klasse Il-
Molekule werden Peptide mit einer grof3eren Lange zwischen 12 und 26 Aminosduren an
CD4+-T-Helfer-Lymphozyten présentiert.

Peptide, die aus dem Abbau (Processing) von in den Intrazellularraum durch Phagozytose
eingebrachte Fremdproteine stammen, werden in den spdten Endosomen bzw. frihen
Lysosomen an die MHC-Molekule gebunden und an der Zelloberflache présentiert. Unter
HLA-Klasse Il-Restriktion kommt es dadurch zur Aktivierung von T-Helfer-Lymphozyten,
die unerlasslich fur die Generation von Plasmazellen und damit der humoralen Immunitét
sind. Die Prasentation von Peptiden bzw. Antigenen durch die verschiedenen HLA-Molekl-

Klassen hat unterschiedliche Effektormechanismen zur Folge.

1.4.3. HLA-Polymorphismus und Kopplungsungleichgewicht

Der Grofdteil der DNA-Sequenzen sowie die daraus resultierenden Proteinsequenzen des
MHC-Komplexes weisen ausgepragte Homologien auf. Funktionell steht dem ene
aul3erordentlich hohe Variabilitét gegentiber. Die Variabilitét ist im Wesentlichen durch den
genetischen Polymorphismus fur die hypervariablen Regionen bedingt. Hinzu kommen die
kodominante Vererbung als auch Expression sowie die Lokalisierung in den verschiedenen
Genloci. Wenn man die Allelausstattung von jeweils einem Chromosom an den verschiedenen
Genorten fur das MHC-System eines Menschen zusammenfasst, dann erhd@lt man den
entsprechenden HLA-Haplotyp. Daim Bereich des HLA-Komplexes Rekombinationen selten
zu beobachten sind (< 3%), werden einzelne Hapl otypen normalerweise als Einheit vererbt.
Das Gen fur die B2-Mikroglobulinkette der Klasse I-Merkmale weist keine polymorphen
Regionen auf. Der Bereich der a-Kettengene der HLA-Klasse |-Merkmale (HLA-A, -B
und -C) besitzt jeweils einen polymorphen Abschnitt, der das Allel spezifiziert. Die Klasse
I1-Region gliedert sich in die Subregionen HLA-DR, -DQ und -DP, von denen jede eigene a-
Ketten und B-Kettengenloci besitzt.
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Die a-Kette der DR-Region, DRA-K ette genannt, und entsprechend das a-K etten-Gen aus der
HLA-Klasse II-Genregion ist bel allen DR-Merkmalen gleich bzw. nichtpolymorph. Die [3-
Genkettenregion besitzt mehrere polymorphe Kettengene (DRB1-DRB9). Aktuell ist bei
DRB2 und DRB6-9 von Pseudogenen auszugehen. Das DRB1-Gen kodiert fur die
phanotypischen Merkmale DRL1 bis 18, das DRB3-Gen fir die DR52-Gruppe, das DRB4-Gen
fur die DR53-Gruppe und das DRB5-Gen fur die DR51-Gruppe.

Die Subregion HLA-DQ enthélt 5 Genorte, von denen DQA1 und DQB1 exprimiert werden,
jedoch DQA2, DQB2 sowie DQB3 Pseudogene darstellen. In gleicher Weise sind in der DP-
Region 4 Genorte, von denen DPA1 und DPB1 exprimiert werden und DPA2 wie DPB2
Pseudogenen entsprechen.

Das Kopplungsungleichgewicht (engl.: linkage disequilibrium) ist ein wesentliches Merkmal
des HLA-Genkomplexes. Dies bedeutet eine Kopplung von Allelen raumlich und funktionell
verschiedener Genorte. So werden typischerweise Allele der HLA-Klasse | mit HLA-Klasse I
als Einheit (en bloc) vererbt. Statistisch betrachtet wird jedoch eine Frequenz von gemeinsam
vererbten Merkmalen beobachtet, die vom Erwartungswert abweicht. Der Erwartungswert ist
das Produkt der Allelfrequenzen (gi1;92) der miteinander gefundenen Allele. Die Differenz
zwischen Beobachtungs- und Erwartungswert wird Delta (A) genannt und ist ein Mal3 fur das

Kopplungsungleichgewicht [A = g(1+2) - g(1) x 9(2) ].

1.4.4. Die Nomenklatur des HL A-Systems

Die sich im Verlauf der Zeit immer mehr entwickelnde HLA-Typisierungstechnik ist in
gleicher Weise in der Nomenklatur zu erkennen. Historisch war es nur mdoglich, die HLA-
Antigene as Zelloberflachenantigene von vitalen Zellen durch serologische Techniken zu
erfassen. Heute stehen molekularbiologische Techniken zur genotypischen Erfassung der
Merkmale und Allele im Vordergrund.

Bel den serologischen Bestimmungsmethoden konnen mit spezifischen Antikérpern
Merkmale nachgewiesen werden, die in Haupt- und Feinmerkmale (Splits) gegliedert werden
koénnen. Werden einander dhnliche Antigenstrukturen aufgrund einer gemeinsamen ,, public”
Antigenstruktur von einem Antikorper erkannt, so entspricht dies dem Hauptmerkmal.

Ein Teil der gemeinsam erkannten Hauptmerkmale (z. B. A9) kann zusétzlich eine ,, private"
Antigenstruktur bzw. Feinstruktur besitzen, die durch einen spezifischen Antikorper als
»Split* definiert werden kann (z. B. A9=A23 oder A24).
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In der Gruppe der HLA-B-Merkmale gibt es zudem einen dritten antigenen Bereich, der als

» Supertypische Determinante” in Form des Bw4 oder Bw6 ermittelt wird.

Die HLA-DRB1-Merkmale (DR1 bis DR18) sind mit bestimmten DR-Supertypen assoziiert
(DR51-DR53 bzw. DRB3-DRB5), die jedoch ein eigenes Molekil bilden. DRB1- und
DRB3/4/5-Merkmale sind durch die gemeinsame genetisch determinierte DRA-Kette
assoziiert und unterscheiden sich durch die Ausprégung weiterer Moleklle, deren DRB-
Ketten auch durch getrennt voneinander auf dem Chromosom liegende Nachbarregionen
determiniert werden.

Das WHO-Nomenklaturkomitee fur Faktoren des HLA-Systems, dass die Benennung neuer
Gene, Allele und serologischer Speziafitéaten festlegt, unterschied im Jahr 1997 serologisch 28
HLA-A-, 61 HLA-B-, 10 HLA-Cw-, 21 HLA-DR- und 9 HLA-DQ-Spezifitéten (12). Die
Merkmale DR51, DR52 und DR53 bilden mit HLA-DR assoziierte supertypische
Determinanten.

Seit dem Einsatz molekulargenetischer Techniken ist die Typisierung unabhéngig von der
Vitalitét des Zellmaterials. Die Reproduzierbarkeit und Genauigkeit ist grof3er und ermoglicht
eine weiterflhrende Differenzierung bekannter Antigene und Splits durch die Beschreibung
neuer Allele.

Im Bereich der Nukleotidsequenzen waren im Jahre 2000 209 HLA-A, 414 HLA-B, 101
HLA-C, 273 HLA-DRB1, 30 HLA-DRB3, 10 HLA-DRB4, 15 HLA-DRB5, 45 HLA-DQB1,
definiert worden (57).

Die Nomenklatur der klassischen serologisch definierten HLA-Merkmale sieht vor: Name des
Genortes (HLA-A, -B, -Bw, -C, -DR, -DQ) und nachgestellt die Nummer des Merkmals (z. B.
HLA-A9). Die Angabe der Nummer eines Splits erfolgt vor dem in Klammern angegebenen
Hauptmerkmal, wie z. B. HLA-A25(10), oder ohne Angabe des Hauptmerkmals (z. B. HLA-
A25).

Entsprechend der Nomenklatur fir ein Allel werden in der Reihenfolge angegeben: Name des
Genortes und Allelnummer, die beide durch ein *getrennt werden. Die ersten beiden Ziffern
der Allelnummer geben die Hauptgruppe, die nachfolgenden beiden Ziffern die Nebengruppe
des Merkmals an (DQB1*0301).
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15. Nierenzellkarzinom und HL A-Assoziationen

Mit der Entwicklung der Transplantationsimmunologie ist die HLA-Typisierung primar
serologisch sehr schnell bis auf die Bestimmung von Splits von HLA-Klasse |- und HLA-
Klasse I1-Antigenen moglich geworden.

Nachdem man Assoziationen bestimmter Erkrankungen, darunter auch maligne Erkrankungen
wie M. HODGKIN, nachweisen konnte, kam es zu einer Vielzahl von diesbeziglichen
Studien. Darunter waren auch Studien, die eine Beteiligung des HLA-Komplexes an der
Entstehung maligner Tumore, darunter auch Nierenzellkarzinome, untersuchten. Jedoch
wurde eine direkte Beteiligung an der Pathogenese des NKZ bzw. eine indirekte Beteiligung
aufgrund unterschiedlicher Patientengruppen kontrovers diskutiert.

1983 beschreiben KANTOR et al. (49) die Verteilung der serologischen HLA-Antigene fur
Patienten mit Nierenzellkarzinom. Die analysierte Gruppe enthdt nur Patienten mit einem
»early onset“ unter 45 Jahren. Die Auswertung ergab nur eine signifikante Verringerung fir
HLA-DR1 (entspricht DRB1*01) sowie HLA-DR8 (entspricht DRB1*08). Hinsichtlich des
Merkmals HLA-DRS ist festzustellen, dass dieses serologisch nur in weniger als 10 % der
Normalpopulation sicher nachzuweisen ist.

1996 verdffentlichte ONISHI et al. (78) die Ergebnisse der HLA-Verteilung von 93
immuntherapierten Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom. Fir die Gruppe von
Patienten mit einem Ansprechen auf Interferon waren B60 (entspricht Split von B*40), DR6
(entspricht DRB1*13+14) und DR8 (entspricht DRB1*08) erhoht. Unter den Patienten ohne
Ansprechen waren B35 (entspricht B* 35), Bw48 (entspricht B*48), Bw60 (entspricht Split zu
B*40), DRw6 (entspricht DRB1* 13+14), DRw8 (entspricht DRB1*08) und DR9 (entspricht
DRB1*09) vermindert. Kombinationen, Kopplungen oder Kopplungsungleichgewichte
wurden nicht ausgewertet.

Durch die Entwicklung molekulargenetischer Analyse-Techniken wurde die HLA-Typisierung
zuverldssiger, und es wurden fir nahezu ale serologischen Merkmae verschiedene
Genotypen (Allele) verifiziert. Unterschiedliche Ansdtze gehen von einer unterschiedlich
genauen Aufschltisselung der HLA-Merkmale aus:. eine ,low-resolution” entspricht dem

Antigen, wahrend eine , high-resolution* dem Allel entspricht.
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1997 publizierte OZDEMIR et a. (80) die Ergebnisse einer PCR-RFLP-Analyse des HLA-
DRB1-Locus bei 96 japanischen NZK-Patienten. Im Ergebnis konnten fir HLA-DRB1*0101
und HLA-DRB1*0405 eine signifikant niedrigere Allel-Frequenz bestimmt werden.
OZDEMIR et al. postulierten die protektive Wirkung dieser beiden Allele.

BAIN et a. analysierten 1997 (2) unter 79 NZK-Patienten die Vertellung der Allel-
Frequenzen fir HLA-Klasse | und HLA-Klasse Il. Alle Patienten wurden wegen eines
metastasierten Nierenzellkarzinoms mit Interferon-a immuntherapiert. Als wesentliches
Ergebnis stellten BAIN et a. die erhohte Frequenz fur HLA-A*03 und HLA-A*32 unter
Patienten mit Ansprechen auf die Therapie heraus. Fir die Gesamtgruppe wurden keine

signifikanten Allel-Frequenzabwei chungen angegeben.

2. Problemstellung und Zielsetzung

Das Nierenzelkarzinom ist der haufigste maligne Tumor der Niere. Weder ursachliche Faktoren
bel der Entstehung von Nierenzellkarzinomen noch spezifische Kriterien zur Erstellung
idividueller Risikoprofile nach Tumornephrektomie konnten bisher sicher identifiziert werden. Das
Nierenzellkarzinom gilt aufgrund der typischerweise histologisch  nachweisbaren

tumorinfiltrierenden Lymphozyten asimmunogen.

Das bisherige Prinzip in der Urologie im Zuge von Diagnostik und Therapie des Nieren-
parenchymkarzinoms fihrt Uber die préoperative Diagnostik (Laboruntersuchungen und
Harnanayse, Sonographie, Urographie, Computertomographie und Magnetresonanztomographie)
und die histopathologische Diagnostik zur Eintellung in die klinischen Stadien unter
ausschliefdicher Zuhilfenahme des pathologischen T-, N- und M-Stadiums. Der Mainzer-
Prognose-Score (110) erfasste zusétzlich zytomorphologische Kriterien der Tumorzedlen (G-
Stadium), ihre Wachstumsform sowie das Alter bei Therapie des Patienten. Daraus resultiert eine
Aussage zu drei Gruppen (Abb. 1 / Seite 8), jedoch ist en individueles Risikoprofil weiterhin
nicht abzuleiten.

Die in der Literatur verdffentlichten Assoziationen zwischen HLA-Merkmalen und der
Erkrankung an einem Nierenzellkarzinom beziehen sich auf Kollektive von Patienten nach
Tumornephrektomie in Japan und in Frankreich aufgrund einer Metastasierung unter

Immuntherapie.
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Entsprechend sollte von der Gesamtgruppe der Patienten mit Nierenzellkarzinom aus dem
Einzugsbereich der Halleschen Universitétskliniken die Gruppe mit Metastasen im Verlauf
nach Tumornephrektomie hinsichtlich ihrer Assoziationen zu HLA-Merkmalen separat

untersucht werden.

Aufgrund der in der Literatur vorliegenden differenten Assoziationen in den verschiedenen
Patientengruppen ist anhand der vorliegenden Daten der eigenen Patientengruppe der Frage
nachgegangen worden, ob die fir andere Populationen in Japan und Frankreich beschriebenen
verschiedenen HLA-Assoziationen unter NZK-Patienten aus dem Raum Sachsen-Anhalt

gleichermal3en zu finden sind.

Das Zidl der vorliegenden Arbeit bestand deshalb darin, individuelle Risikoprofile fur NZK-
Patienten aus dem Raum Sachsen-Anhalt zu erstellen. Dazu wurde in einer grof3eren lokalen
Gruppe von NZK-Patienten die Verteilung der HLA-Klasse I- und —Klasse II-Merkmale
mittels serologischer und molekulargenetischer Methoden untersucht und mit der Verteilung
bei gesunden Probanden (Gelegenheitsblutspender) ohne Nierenzellkarzinom verglichen.
Dabel wurde erstmalig fir eine Gruppe deutscher Patienten mit Nierenzellkarzinom eine
komplette Typisierung der HLA-Klasse I- (A, B, C) und -Klasse Il (DRB1/3/4/5, DQB1)-
Merkmale durchgefiihrt. Die Untersuchung hinsichtlich der Assoziationen von
Kombinationen der HLA-Merkmale mit der Erkrankung wurde benutzt, um individuelle
Prognoseprofile bei NKZ-Patienten aufzustellen. Das Auftreten von Nierenzellkarzinomen
und die Metastasierung im Verlauf nach Tumornephrektomie wurden hinsichtlich ihrer
Korrelation mit den HLA-Kombinationen erfasst und statistisch analysiert.

3. Material und Methoden

3.1. DieGruppen der NZK-Patienten und Kontrollpersonen

Im Zeitraum 1. Januar 1992 bis 31. Dezember 1997 wurden 356 Patienten in der

Universitdtsklinik und  Poliklinik der  Martin-Luther-Universitdét  Halle-Wittenberg

transperitoneal tumornephrektomiert.
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100 Patienten wurden zufdlig ausgewahit. Das ergte Kriterium der Auswahl war ein histologisch
gesichertes Nierenzdlkarzinom. Ein weiteres Kriterium war der Zustand nach transperitonealer
Tumornephrektomie.

Hingchtlich des Alters oder des Geschlechtes wurde nicht eingegrenzt. Die histologischen
Sonderformen eines Onkozytoms, eines Angiomyolipoms und eines Ductus-Bellini-Karzinoms
wurden ausgeschlossen.

Alle HLA-typiderten Patienten wurden ambulant in der Nierentumor-Dispensaire-Sprechstunde
der Universtatsklinik und Poliklinik fir Urologie der Martin-Luther-Universitét Halle-Wittenberg
nachgesorgt. Die Nachsorge erfolgte bel planméldiger Abfolge von klinischen, paraklinischen und
bildgebenden Untersuchungen.

Bel Auftreten von Metastasen des Nierenzellkarzinoms wurde eine operative Sanierung der
Tumorerkrankung angestrebt. Eine operative Therapie wurde in 15 Félen der 24 Petienten mit
Metastasen durchgefiihrt.

Wenn eine operative Therapie nicht indiziert war oder Rest-Nierenzellkarzinom nach operativer
Metastasentherapie verblieb, dann erfolgte ene Immun-Chemotherapie mit Interleukin-2,
Interferon-2a und 5-Huorouracil.

Von den 100 Patienten, die nach transperitonealer Tumornephrektomie HLA-typisiert wurden,
entwickelten 24 Patienten im Verlauf Fernmetastasen, wovon wiederum bel einem Petienten
zusdtzlich ein Lokarezidiv gesichert wurde.

12 der 24 Patienten waren bereits zum Zeitpunkt der Tumornephrektomie metastasiert (synchron).
12 weitere Petienten entwickelten die metachronen Metastasen im Median nach 10 Monaten
(Range 3 —52 Monate).

Die Gruppe der HLA-typisierten NKZ-Patienten setzt sich aus 34 weiblichen und 66
mannlichen erfassten Personen zusammen.

84 der 100 betrachteten NZK-Patienten wurden zu einem friheren Zeitpunkt serologisch HLA-A,
-B und -C typisert. Aktuell efolgte zur Sicherung der serologischen Befunde sowie zur
Erweiterung der Patientengruppe bei alen 100 Patienten die HLA-A, -B, -C, -DRB1/3/4/5, -DQB1
Typisierung mittels,, low-resolution* PCR-SSP-Methode.

Zum Vergleich wurde eine Kontrollgruppe von 157 gesunden Gelegenheitsblutspendern aus
Sachsen-Anhalt herangezogen, die als Testblutspender des interdisziplindren HLA-Labors im

gleichen Zeitraum molekulargenetisch HLA-typisiert wurden.
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3.2. Diagnostik des Nierenzellkarzinoms durch bildgebende Verfahren

St Mitte der 80-er Jahre kommen zunehmend Peatienten mit sonographischem Zufallsbefund
eines NZK primébefundet durch einen Hausarzt oder Internisten zur operativen Therapie.
Weiterhin werden Patienten bei der urologischen Vorsorgruntersuchung sonographiert, wodurch
weltere renale Raumforderungen im Sinne eines Zufall shefundes detektiert werden (96).
Sonographisch ist stets dann von einem suspekten Befund auszugehen, wenn im Bereich des
Nierenparenchyms echoinhomogene Strukturen abzugrenzen sind. Im Vordergrund stehen
echoangehobene, inhomogene Arede. Solitdre Zysten im Sinne echofreier Arede mit
Schalverstdrkung im dorsalen Antell kdnnen gut abgegrenzt werden. Dahingegen sollten Zysten
mit Inhomogenitdten der Binnenstruktur stets durch weitere bildgebende Verfahren abgeklart
werden. Der Verdacht eines Angiomyolipoms ist bel typischem Muster eines ,, SchneegestGbers'
gegeben und kann durch CT und MRT mittels Nachweis der Fett-Anteile gesichert werden.

Mittels Sonographie und Computertomographie kann heute in ca. 95% der Félle die Dignitét einer
renalen Raumforderung korrekt bestimmt werden (4, 67). Alle sonographisch suspekten
Raumforderungen der Niere sollten durch konventionelle Computertomographie oder Spiral-
Computertomographie nativ. und nach Kontrastmittelgabe abgeklat werden. Die
Kontrastmittelanreicherung  in  der abzuklarenden Raumforderung ist das wichtigste
Malignitétskriterium. Zur Klarung weiterhin nicht sicher maligner Raumforderungen der Niere
sollte die selektive Nierenangiographie erfolgen, wobei die Hypervaskularisation des suspekten
Areals und pathol ogische Gefaimuster s Malignitétskriterium zu bewerten sind.

Im Fale des Verdachtes eines Tumorzapfens in der Vena rendis und/oder der Vena cava sollte
eine Ausdehnungsdiagnostik im Gefél3system mittels Dopplersonographie und/oder Cavographie
erfolgen (88).

3.3. Dieradikale Tumornephrektomie
Die radikale Tumornephrektomie erfolgte durch einen transperitonealen und im weiteren
mediocolischen oder laterocolischen Zugang zum Retroperitoneum. Die arteriellen und

vendsen Gefél3e wurden separat unterbunden und versorgt. Nach Unterbindung und Absetzen

des Ureters wurde die Niere mit der Fettkapsel in toto entfernt.
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Die Adrenaektomie erfolgte nur bei unmittelbarer Lagebeziehung zum Tumor. Die regionare
Lymphadenektomie wurde bei rechtsseitigen Tumoren paracaval und bel linksseitigen

interaortocaval und praaortal durchgefihrt.

3.4. Die Nachsor geunter suchung nach Tumornephrektomie

5 Jahre nach Tumornephrektomie erhielten die Patienten zum Re-Staging halbjahrlich eine
klinische Untersuchung, Laborwertkontrollen und eine Oberbauchsonographie. Jahrlich
erfolgte ein konventioneller Réntgen-Thorax in 2 Ebenen, eine Computertomographie des
Abdomens und eine Knochenszintigraphie. Bel Befunden mit Hinweis auf Metastasen erfolgte
die entsprechende weiterfihrende bildgebende und paraklinische Diagnostik. Ab 5 Jahren
nach Tumornephrektomie wurden die Patienten jahrlich weiter einmal klinisch untersucht,
und es erfolgten eine Oberbauchsonographie, Laborwertkontrollen sowie ein Rontgen-Thorax

in zwel Ebenen.

3.5 DieTherapiedes metastasierten Nierenzellkarzinoms

3.5.1. Dieoperative Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms

Bel Auftreten von Metastasen des Nierenzellkarzinoms wurde eine operative Sanierung der
Tumorerkrankung angestrebt. Nach entsprechender Indikationsstellung auf Grundlage der
bildgebenden Diagnostik konnte eine operative Therapie in 15 Féllen der 24 Patienten mit
Metastasen durchgefiihrt werden. Die haufigste Lokalisation fiur Metastasen eines Nierenzell-
karzinoms ist die Pulmo. Solitére oder maximal 6 pulmonale Metastasen einseitig wurden bei
8 Patienten thoraxchirurgisch durch Thorakotomie und atypische Keilresektion mit bzw. ohne
Lymphadenektomie entfernt.

Die zweithaufigste Indikation der operativen Therapie stellten Metastasen des Skelettsystems,
bevorzugt der Wirbelsdule dar. Die Indikationsstellung zur operativen Therapie ossérer
Metastasen war in jedem Fale palliativ und wurde nur unter der Voraussetzung einer
prognostischen Lebenserwartung von mehr as 3 Monaten gestellt. Bel 7 Patienten wurden
osséare M etastasen orthopédi sch-chirurgisch stabilisiert.

In einem Fall der untersuchten 100 NZK-Patienten wurde ein Lokalrezidiv im Sinne der

inkompletten Entfernung aus dem Musculus psoas durch Rezidiv-Laparotomie therapiert.
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3.5.2. Dielmmuntherapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms

Im Fale, dass eine operative Therapie nicht indiziert war oder dass ein Rest-Nierenzellkarzinom
nach operativer Metastasentherapie verblieb, erfolgte eine Immun-Chemotherapie mit Interleukin-
2, Interferon-2a und 5-Fuorouracil.

Die Patienten erhielten 8 Wochen lang rekombinantes Interferon-2a (IFN-2a). Wéhrend der ersten
vier Wochen wurde zusétzlich Interleukin-2 (IL-2) verabreicht, gefolgt von einer Chemotherapie
wahrend der zweiten vier Wochen. IFN-2a wurde jeweils am Tag 1 der Wochen 1 und 4 und an
den Tagen 1, 3 und 5 der Wochen 2 und 3 in einer Dosis von 5 Mio.lE/m? KOF (Millionen
Internationaer Einheiten pro m? Korperoberflache) und an den Tagen 1, 3 und 5 der Wochen 5 bis
8ineiner Dosisvon 10 Mio.lE/m? KOF einmal téglich subkutan gegeben.

IL-2 wurde an den Tagen 3 bis 5 der Wochen 1 und 4 zweimal t&glich in einer Dosis von 10 Mio.
IE/m2 KOF und an den Tagen 1, 3 und 5 der Wochen 2 und 3 einmal téglich in einer Dosisvon 5
Mio. IE/m? KOF subkutan verabreicht. Als Chemotherapie wurde am Tag 1 in den Wochen 5 bis 8
des Behandlungszyklus 5-Fluorouracil (5-FU) in einer Dosis von 1000 mg/m?2 KOF per infusionem

Uber 60 min. intravents appliziert.

Tabelle 3: Dosierungs- und Zeitplan

Woche 1 und 4 Tag

Praparat Dosis 1 3 5

IFN-2a s.c. 5Mio. IE/m2 KOF 16:00

IL-2 S.C. 10 Mio. IEfm2 KOF 800 800
18:00 18:00

Woche2und 3 Tag

Praparat Dosis 1 3 5

IFN-2a s.c. 5Mio. IE/m2 KOF 16:00 16:00 16:00

IL-2 sc. 5 Mio. IEfm2 KOF 18:00 18:00 18:00

Woche5 his8 Tag

Praparat Doss 1 3 5

IFN-20  sc. 10 Mio. IEfm2 KOF 8:.00 16:00 16:00

5FU iw. 1000 mg/m2 KOF 12:00
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3.6. Dieserologische HLA-Typisierung

Die serologische Typisierung der HLA-Antigene erfolgt im Mikrolymphozytotoxizitétstest
(MLCT, nach dem Standardprotokoll des National Institute of Health, NIH Bethesda USA),
der 1964 von TERASAKI und McCLELLAND erstmals beschrieben worden ist (111). Der
Test beruht auf dem Einsatz spezifischer zytotoxischer Antikorper, die durch die Bildung von
Antigen-Antikorper-Komplexen an der Oberflache der Lymphozyten bei Zugabe von
Komplement zu dessen Aktivierung fuhren und die Zellen durch Perforierung ihrer
Oberflachenmembranen lysieren. Ein gemischter Fluoreszenzfarbstoff aus Acridinorange und
Ethidiumbromid wird eingesetzt, wobei Acridinorange als Lebendfarbstoff aktiv nur von
vitalen Zellen per Pinozytose in ihrem Zytoplasma angereichert wird und Ethidiumbromid als
DNA-Farbstoff passiv nur in die lysierten Zellen eindringen und deren Zellkerne farben kann.
Dann kénnen vitale von toten Zellen optisch unterschieden werden.

Fur die Bestimmung der HLA-Klasse |-Merkmale werden vitale Gesamt-Lymphozyten-
suspensionen aus dem peripheren Blut mit T- (70%) und B- (20%) Lymphozyten eingesetzt.

3.6.1. Die Gewinnung der peripheren mononuklearen Blutzellen

Die fur den Einsatz im MLCT benétigten Zellen werden durch Dichtegradienten-
zentrifugation in der Methode nach B@Y UM (15) gewonnen.

Hierbei erfolgt die Separation der peripheren Blutzellen entsprechend ihrer Grof3e und Dichte.
Aufgrund ihrer spezifischen Dichte werden mononukle&re Zellen in der Interphase zwischen
Plasma und Gradientenmedium angereichert, deren Hauptanteil (ca. 95%) Lymphozyten +
Monozyten bilden. Die Monozyten sind ebenfalls in der Interphase als geringfiigige nicht
stérende Beimischung unter den Lymphozyten zu finden. Erythrozyten und Granulozyten
kommen unterhalb des Gradientenmediums zu liegen und Thrombozyten befinden sich im

Plasmaiiberstand.

3 ml Citratblut wurden mit 7ml isotonischer Pufferlésung (Phosphat-gepufferte
Kochsalzlosung, PBS, Sifin, Berlin) verdinnt. In zwel 15-ml-Glaszentrifugenréhrchen
wurden 4 ml Ficoll (Dichte 1,076 g/cm?, pH 7,1 — 7,2) vorgelegt, mit 5 ml der Blut-Puffer-
Suspension Uberschichtet und 20 min. bel 1050 x g zentrifugiert (Hettich-Tischzentrifuge,
Tuttlingen).
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Der an der Interphase entstandene Zellring wurde mit einer Pasteurpipette abgesaugt und in
PBS resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation tber 10 min. bei 125 x g und Dekantieren
des thrombozytenreichen Uberstandes wurde das Zellsediment in 50 pl PBS resuspendiert.
Nach der Einstellung der Zellzahl auf 2-3 x 10° Zellen/pl wurde diese Zellsuspension nach
Vitalitétskontrolle mit einer Mindestvitalitdt von 90% zur HLA-Klasse I-Typisierung
eingesetzt.

3.6.2. DieTypisierung der HLA-Klasse I-Antigene

Die Typiserung der HLA-Klasse |-Merkmale HLA-A, -B, -Bw und -C erfolgt unter
Verwendung kommerziell erhdltlicher  Anti-HLA-Antiserumsets. Diese sind  auf
Mikrotestplatten (, Terasaki“-Platten) eingefroren (-24°C) unter eine Deckolschicht
vorgetropft und kdnnen bis zur Verwendung Uber langere Zeit gelagert werden. Es wurden die
HLA-Klasse |-Typisierungsplatten Histotype ABC 144 (BAG, Lich), Italia 144 (Biotest,
Dreieich)y und BmT-C (One Lambda, Krefeld) eingesetzt. Jedes der verwendeten
Typisierungssets besteht aus 18-142 Seren unterschiedlicher genau definierter Anti-HLA-
Spezifitdt, einem nichtzytotoxischen humanen AB-Serum (Negativkontrolle) und einem
polyspezifischen Anti-Lymphozytenserum mit 100% Panelzytotoxizitdt (Positivkontrolle).
Das Auftauen der Testplatten erfolgt kurz vor Testbeginn bel Raumtemperatur.

Je Kavitédt wurden 1 pl der zu typisierenden Zellsuspension (2-3 x 103® Zellen) mittels
Mikrodispensers (PBO-600 50 pl, Soft Drop Model, Robbins, Sunnyvale) zugegeben.

Nach 30 min. Inkubation bei 22° im Brutschrank (WTB Binder, Tuttlingen) erfolgte die
Zugabe von 5 pul Komplement pro Kavitdt (liegt dem Testset bel) mittels eines
Mehrkanal dispensers (Multiple Syringe Dispenser 250 pl, Robbins).

Nach weiteren 60 min. Inkubation im Brutschrank bei +22 °C wurden je Kavitét 2 ul einer
Acridinorange-Ethidiumbromid-10-%-EDTA-PBS-Férbel 6sung sowie nach weiteren 15 min.
Inkubation im Dunkeln je 1 pl eines Kontrastmittels (Hamopath, Pharma Dessau) zur

Elimination der beim Ablesen stérenden Hintergrundsfluoreszenz zugegeben.
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3.6.3. Die Auswertung der serologischen HLA-Typisierung

Die Reaktionsstérken wurden nach dem in Tabelle 1 dargestellten Schema bewertet. Das
Ablesen der Reaktionen des Lymphozytentoxizitétstests erfolgte halbautomatisch an der
sogenannten Onel.ambdakette unter Fluoreszenzanregung (Lambda = 510 nm) im inversen
Fluoreszenzmikroskop (IMT-2/Lambda Scan TM Plus II, BmT Krefeld) im Auflicht (Okular
CWHK 10x-T/18L, Objektiv S Plan 10 Pl, 0,30). Die typisierten Zellen erscheinen hierbei
durch den Kernfarbstoff Ethidiumbromid rot (positive Reaktion), nichtlysierte Zellen durch
den Lebendfarbstoff Acridinorange grin (negative Reaktion). Die Negativkontrolle diente als
Orientierung fur die Qualitét der eingesetzten Zellen nach dem Test. Der mit ihr ermittelte
Antell toter Zellen wurde in der Beurteilung der Einzellerreaktionen als Hintergrundswert
berticksichtigt. Eine Reaktion wurde als positiv bewertet, wenn der abgeschétzte Prozentsatz
an lysierten Zellen hoher als in der Negativkontrolle lag, deren Lyserate unter optimalen
Testbedingungen maximal 10% betragt. Mit der mitgefihrten Positivkontrolle konnte die
Komplementaktivitét beurteilt werden. In der Positivkontrolle sollte die Lyserate 80 bis 100%
betragen.

Die serologische HLA-Typisierung erlaubte die Unterscheidung von 19 HLA-A-, 42 HLA-B-,
und 8 HLA-Cw-Merkmalen (Tabelle 5).

Tabelle 4: Bewertungsschema der Reaktionsstérken im Lymphozytentoxizitéatstest

Antell lysierter Zellen (%) Score Bedeutung der Reaktion*
0- 10 1 negativ
>10- 20 2 schwach positiv
>20—- 40 4 schwach positiv
>40- 75 6 positiv
>75-100 8 stark positiv
nicht ablesbar 0 nicht ablesbar

*unter Berticksichtigung der Positiv- und Negativkontrollen
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Tabelle 5: Darstellung der serologisch typisierten HLA-Klasse I-und I1-Antigene.

HLA-A HLA-B HLA-Cw
Al A30(19) |B51(5) B77(15)  B27 B59 cwl
A2 A31(19) |B52(5) B38(16) B35 B64+65(14) | Cw2
A3 A32(19) |B7 B39(16)  B37 B67 cw3
A23(9) A33(19) |BS B57(17)  B60+61(40) B71(15) |Cw4
A24(9) A74(19) |B44(12) B58(17) B4l B72(15) |Cw5
A25(10)  A68:69(28) |B45(12)  B18 B42 B73 Cw6
A26(10)  A36 B13 B49(21)  B46 B78 cw7
A34(10) A80 B62(15)  B50(21)  B47 Bw4 Cw8
A66(10) B63(15)  B54(22)  B48 Bw6

A1l B75(15)  B55(22)  B53

A29(19) B76(15)  B56(22)

Den Splitmerkmalen sind die zugehorigen Hauptmerkmale in Klammern nachgestel It.

3.7. Diemolekulargenetische HLA-Typisierung

3.7.1. Die DNA-Extraktion

Der Einsatz molekulargenetischer Methoden ermoglicht mittlerweile die Differenzierung der
einzelnen HLA-Merkmale auf DNA-Ebene. Routineméldig werden verschiedene PCR-
Techniken eingesetzt. Voraussetzung fir die Durchfuhrung der PCR ist die Isolierung
chromosomaler DNA. Fur die vorliegende Arbeit erfolgte die DNA-Praparation im
Salzausf&llungsverfahren nach MILLER 1988 (63). Dabei wird die DNA nach Lyse der Zellen
durch Proteinase-Verdau von Proteinen gereinigt, welche anschlief3end durch eine geséttigte
SalzIGsung préazipitiert werden. Dieim Uberstand verbleibende DNA wird anschlief?end durch
Wasserentzug mittels Isopropanolfallung extrahiert und in Aqua destilata gel6st. Diese DNA-
Losung kann bei Kihlschranktemperatur (< + 7 °C) aufbewahrt bzw. tiefgefroren bei -80 °C

Uber einen langeren Zeitraum gelagert werden.
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Die DNA wurde aus 10 ml Citratblut oder aus der leukozytenreichen GradientenflUssigkeit
gewonnen. Bei der Prdparation aus Citratblut wurde nach dem Zentrifugieren der Probe 5
min., 4000Upm) der Plasmaillberstand verworfen. Die Erythrozyten wurden in 2 bis 3
Waschschritten lysiert.

Die kernhaltigen Zellen sedimentieren bel der Zentrifugation (jeweils 10 min., 4000 Upm). Nach
Uberfiihrung des ZdIpdletsin ein Eppendorf-Cap (Eppendorf, Hamburg), Resuspension mit 1 m
RCLB, einminitigem Zentrifugieren in einer Eppendorfzentrifuge (14.000 Upm) und Absaugen
des Uberstandes erfolgte der Zdlverdau durch Zusatz von 200 pl 0,5 x RCLB, 50 pl Proteinnase K
Lésung (Boehringer, Mannheim) und 30 pl SDS-Lésung (10%, Serva Feinbiochemica GmbH,
Heidelberg) (Inkubation 60 min., 60 °C im Eppendorf-Thermomixer). Die Proteinanteile wurden
mit geséttigter Kochsalzldsung ausgefdlt (100 ul, 30 min. Inkubation, 4 °C). Nach erneutem
Anzentrifugieren (1 min., 14.000 Upm) wurde die im Ubersand geloste DNA in 750 pl
Isopropanol (Laborchemie Apolda GmbH) Uberfihrt und ausgefdlt. Das erhatene DNA-Pdllet
wurde nach hochtourigem Zentrifugieren (3 min., 14000 Upm) und Dekantieren des Uberstandes
in 200 pl Aqua dedtilata wieder in Losung gebracht (Inkubation 30 min., 37 °C). Bis zum
Gebrauch wurden die DNA-Proben bel -80 °C gelagert. Die spektrophotometrische Bestimmung
des DNA-Gehdlts der Proben erfolgte am PharmaciaUV/VIS-Spektrometer (Pharmacia) bei einer
Wadlenlange von 260 nm. Unter den gegebenen Bedingungen (Schichtdicke 0,5 cm,
Verdunnungsfaktor 20) entsprach eine Extinktion von 1,0 einer DNA-Konzentration der
Originaldsung von 1000 ng/ul.

Die Qualitét der erhaltenen DNA-Préparation wurde durch Bestimmung des Verhaltnisses der
optischen Dichte bei 260 nm (DNA) zur optischen Dichte bel 280 nm (Proteinverunreinigung)
beurteilt. Ein Quotient > 1,8 zeigte einen ausreichenden Reinheitsgrad der DNA an. Die

DNA-Konzentration wurde durch entsprechende Verdiinnung auf 50 ng/pl eingestel|t.

3.7.2. Die PCR-Amplifikation

Der genotypischen HLA-Typisierung liegt das Prinzip der von MULLIS 1986 entwickelten
Polymerasekettenreaktion (PCR) zugrunde. Dieses Verfahren erlaubt die exponentielle
Vermehrung (Amplifikation) eines definierten DNA-Abschnittes in  enem sich
wiederholenden Dreischrittprozess, der wie folgt abléuft. Durch Temperaturerhdhung auf 94

°C wird die DNA in ihre Einzelstrénge geschmolzen (Denaturierung).
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Bel der nachfolgenden Abkihlung auf etwa 55 °C lagern sich Primer (einstrangige
Oligonukleotide) allelspezifisch an die entsprechenden komplement&ren Sequenzen der
Matrizen-DNA an (Annealing). Im dritten Schritt erfolgt durch die DNA-Polymerase | bei
72 °C die Synthese eines komplementdren DNA-Stranges unter Verwendung von zum
Reaktionsgemisch zugesetzten Nukleotiden.

Durch n-fache Wiederholung dieses Reaktionszyklus (n = 30-35) wird der as Matrize
dienende DNA-Abschnitt 2"-fach vervielfdtigt. Die Verwendung einer hitzestabilen DNA-
Polymerase, der sogenannten Tag-Polymerase, erméglicht die Wiederholung der Zyklen ohne
Unterbrechung.

Zur HLA-Typisierung wurde ein PCR-abhangiges Verfahren eingesetzt, PCR-SSP (sequnece
specific primer). Die PCR-SSP beruht auf dem Einsatz sequenzspezifischer Primer, wobei es
nur bei vollstandiger Komplementaritét zwischen Primer und Ziel-DNA bei genau definierten
Temperaturen zur Amplifikation kommt. Die Unterscheidung zwischen den einzelnen
Merkmalen findet wahrend der PCR-Amplifikation unter exakt kontrollierten Bedingungen
flr Temperatur und Zeit automatisiert im Thermocycler (PE 9600, Weiterstadt) statt. Der
Nachweis der Amplifikate erfolgt mittels Agarose-Gelelektrophorese (wie unter 3.7.4.
beschrieben).

Fur die genotypische HLA-Klasse |- und -Klasse II-Typisierung wurden kommerziell
erworbene Primer-Kits verschiedener Firmen im PCR-SSP-Verfahren eingesetzt: die HLA-
Primer-Kits fir HLA-A, -B, -C der Firmen Deutsche Dynal (Hamburg) und CTS (Universitéat
Heidelberg), die HLA-Primer-Kits fur HLA-DRB/DQB1 der Firmen BAG (Lich) und One
Lambda (Conaga Park/CA, USA) sowie die HLA-Primer-Kits HLA-DRB1, -DRB3, -DRB4,
-DRB5 und -DQBL1 der Firma Deutsche Dynal. Die Durchfihrung erfolgte entsprechend der
den Primer-Kits beiliegenden Arbeitsvorschriften und wird am Beispiel des Dynal-Testkits

beschrieben.

3.7.3. Die PCR-Amplifikation mit SSP-Produkten

Zur Durchfihrung der PCR-SSP-Typisierung sind die gereinigte DNA, die Dyna SSP-Primer-
LAsung verschiedener HLA-Spezifitéten., PCR-LOsung und die Tag-Polymerase (Ampli Taq,
AGS, Heiddberg) notwendig. Fir ale PCR-Reaktionen, die fir die Typiserung einer Probe
vorgesehen waren, gdlt man ene Mastermatrix aus PCR-LOsung, Proben-DNA und Tag-

Polymerase her.
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Dieser setzte sich pro PCR-Reaktionen aus 3 pl PCR-Losung, 2 ul DNA-Probe (Konzentration 50
ng/pl) und 0,1 pl Tag-Polymerase (0,4 Units Ampli Tag) zusammen. Entsprechend der im SSP-
Typiserungsset enthatenen Zahl an Primer-Mischungen wurde der PCR-Mastermix zuziiglich
eines Sicherheitszuschlages berechnet. 5 pl Primermix einer entsprechenden HLA-Spezifitét aus
dem SSP-Set und jewells 5 pl des PCR-Mastermix wurden in dinnwandige Einzel-PCR-
Resaktionsgefélie pipettiert.

Die GefdlZe platziert man nun im Thermocycler (Gen-Amp 9600, Perkin-Elmer, Weiterbach) und
die PCR-Amplifikation startet. Im 1. Schritt erfolgte die einleitende Denaturierung fir 2 min. bel
einer Temperatur von 94 °C. Diesem schlossen sich 10 Zyklen aus jeweils 10 sbel 94 °C und 60 s
bel 65 °C an. In einem 3. Schritt folgten 20 weitere Zyklen aus jeweils 10 s bel 94 °C, 50 s bei
61 °Cund 30she 72°C.

3.7.4. DieDetektion der PCR-Produkte durch Agarose-Gelelektrophorese

DNA-Fragmente wandern im Puffersystem von pH = 7,2 aufgrund ihrer negativen Ladung im
elektrischen Feld in Richtung Katode. Thr Wanderungsverhalten wird hauptsichlich vom
Molekulargewicht der Molekile bestimmt. Die Agarose-Gelelektrophorese ermdglicht die
Trennung der DNA-Fragmente nach ihrer Grofe und die Unterscheidung zwischen
unspezifischen Amplifikationen und richtig positiven Amplifikaten. Durch Anférbung mit
Ethidiumbromid (DNA-Farbstoff) konnen die DNA-Fragmente unter UV-Licht-Anregung
sichtbar gemacht werden.

3g Agarose (Agarose N, Pharmacia, Uppsala) wurden in 100 ml 1 x TBE-Puffer gelést und im
Mikrowe lenschrank bis zum Siedepunkt erhitzt. Nach Abkihlen auf ca 60 °C wurden 30 pl
Ethidiumbromid (10 mg/ml, Merck, Darmstadt) je 100 ml Gel-Lésung zugegeben und dieses
Gemisch in Gdtrager gegossen. Durch das Stecken entsprechender Kémme wurden je 24
Vertiefungen fur die Aufnahme der Proben im Gel geschaffen. Nach dem Abkihlen wurden die
Gele in die mit Puffer gefilllte Geleektrophoresekammer (Pharmacia Biotech, Biometra, Berlin)
Uberfhrt. Die fertigen PCR-Produkte wurden mit je 2 pl Blue- Ethidiumbromid-Marker vermischt
und direkt in die Auftragsstellen im Gd pipettiert. Die Elektrophorese erfolgte bei einer Spannung
von ca 100 Volt und einer Laufzeit von 15 min. Die Gele wurden unter UV-Licht (GelPrint
1000i+ Translluminator, MWG Biotech, Ebersberg) ausgewertet.
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3.7.5. Typiserte HLA-Merkmale und Qualitatskontrollen

Die ,low-resolution“-DNA-Typisierung der HLA-Klasse [-Merkmale fihrte zur
Unterscheidung von 15 HLA-A-, 25 HLA-B- und 14 HLA-Cw-Merkmalen. Die eingesetzten
Methoden fur die HLA-Klasse |I-Typisierung erlaubten die Unterscheidung von 11 DRB1- in

der ,,low-resolution” und 7 DQB1-Merkmalen in der ,, medium-resolution.

Tabelle 6: Molekulargenetisch typisierte HLA-Merkmale

HLA-A HLA-B HLA-Cw HLA-DRB1 HLA-DRB3/4/5
A*01 B*07 B*45 Cw*01 DRB1*01 DRB3*(DR52)
A*02 B*08 B*47 Cw*02 DRB1*03 DRB4* (DR53)
A*03 B*13 B*49 Cw*03 DRB1*04 DRB5*(DR51)
A*11 B*14(64+64) B*50 Cw*04 DRB1*07

A*23 B*15 B*51 Cw*05 DRB1*09

A*24 B*18 B*52 Cw*06 DRB1*11(DR5)

A*25 B*27 B*53 Cw*07 DRB1*12(DR5) HLA-DQB1
A*26 B*35 B*55 Cw*08 DRB1*13(DR6) DQB1*05

A*29 B*37 B*57 Cw*12 DRB1*14(DR6) DQB1*06

A*30 B*38 B*58 Cw*13 DRB1*15(DR2) DQB1*02

A*31 B*39 Cw*14  DRB1*16(DR2) DQB1*0301(DQ7)
A*32 B*40(60+61) Cw*15 DQB1*0302(DQ8)
A*33 B*41 Cw*16 DQB1*0303(DQ9)
A*66 B*42 Cw* 17 DQB1*04
A*68+69 B*44 Cw*18

Die eingesetzte HLA-Typisierungsmethode ist im Interdisziplinaren HLA-Labor der Martin-
Luther-Universitdét Halle-Wittenberg routinemallig etabliert. Das Labor hat im
Untersuchungszeitraum regelméldig an den Ringversuchen des Instituts fir Standardisierung
und Dokumentationen in medizinischen Laboratorien e.V. Dusseldorf (Instand eV.), den
Eurotransplant Tissue Typing Quality Control Exercises sowie am internationalen HLA-
DNA-Austausch des Tissue Typing DNA Laboratory der University of California, Los
Angeles (UCLA, USA) teilgenommen und wurde zertifiziert.
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3.8. Statistische Auswertung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Verteilung der HLA-Merkmale in der Gruppe der
Nierenzellkarzinom-Patienten mit der in einer Kontrollgruppe verglichen.

Grundlage der statistischen Auswertung war die 2 x 2-Felder-Tafel (Tabelle 7). Diese enthalt
die Anzahl von Probanden, die fur das jeweilige Merkmal positiv oder negativ typisiert
wurden.

Im Falle von nur einem typiserten Merkmal pro Genlocus wurde das Vorliegen einer
Homozygotie angenommen, das Merkmal aber nur einmal gezahit.

Die Phanotypfrequenz (pf) eines Antigens oder Merkmas wurde nach der Formel [1]
errechnet.

=a/Ux 100 bzw. =c/V x 100

[ 1] prergIei chsgruppe pfKontroI len
und wurde somit durch Zahlung der fur ein Antigen oder Merkmal positiven Probanden (n)
erhalten und in Prozent der Gesamtzahl der untersuchten Probanden einer Gruppe
angegeben.Die Genotypfrequenz (gf) wurde in Annahme der Glltigkeit des Hardy-Weinberg-
Gesetzes (58) nach Formel [2] berechnet.

[2] ngerg|eich$ruppe = 1 - \/1- pf Vergleichsgruppe bZW ngontro”en = 1 Y, 1- prontroIIen

Unter gleicher Annahme konnte die erwartete Homozygotenfrequenz fur ein Merkmal

(Antigen oder Merkmal) aus der beobachteten Genfrequenz Formel [3] berechnet werden.

[3] of Homozygotie erwartet (9f merkmal)?

Die Stérke der Assoziation eines HLA-Merkmales mit einer Krankheit wird durch das
Relative Risko (RR) ausgedriickt und nach der Formel [4] von Woolf oder nach der von
Haldane (113) modifizierten Formel [5] berechnet.

axc

[4 RR= bxd oder [5] (wenna=0oder b=0) RR = (2a+1)x(2c+1)

(2b+1)x (2d +1)
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Die Testung der statistischen Signifikanz einer Assoziation erfolgte mittels des x2-Testes mit
Y ates Korrektur Formel [6].

, _ (Jad-bc|-1/2N)* N

6
(6] X YXZxUxV

Tabelle 7: 2x2 Felder-Tafel. a b, ¢, d = Anzahl der fir das Merkmal positiven/negativen

Probanden ohne Berticksichtigung einer Homozygotie.

Merkmal-positiv | Merkmal-negativ )2
Vergleichsgruppe:
a b U
Patienten
Kontrollgruppe c d \%
z Y Z N (=a+b+c+d)

Wenn eine der Variablen der 2x2 Felder-Tafel (a b, ¢, d) einen Wert < 5 annahm, wurde p
durch den Fisher's-exact test (113) berechnet. Alle Félle, in denen eine Variable der 2x2
Felder-Tafel (a, b, ¢, d) O war, wurden as nicht auswertbar behandelt. Eine Assoziation mit
einem p-Wert < 0,05 wurde a's signifikant erachtet (113).

Bel dem Vergleich der Probandengruppen hinsichtlich mehrerer Merkmale konnen zufdlig
signifikante Assoziationen auftreten (113). Daher wurden die p-Werte jener Merkmale, fir die
bisher keine Assoziation mit einem Nierenzellkarzinom bekannt war, mit der Zahl der
insgesamt untersuchten Merkmale des jeweiligen Genlocus bzw. der kombinierten Genloci
multipliziert (Korrektur fur multiple Vergleiche).

Da in dieser Studie keine Typisierung von Familienmitgliedern der untersuchten Probanden
erfolgte, war keine Analyse der Haplotypenfrequenzen mdoglich. Um eine Aussage Uber die
Haufigkeit bestimmter Antigen- oder Merkmal-Kombinationen zu erhalten, erfolgte die
Analyse dieser Kombinationen mittels der Formeln zur Haplotypanayse. Im Weiteren wird
daher der Begriff Haplotyp synonym fir Kombinationen von Antigenen oder Merkmalen
verwendet, wenn diese zu verschiedenen Loci gehoren.

Die Berechnung der Haplotypenfrequenz (hf) erfolgte nach der Methode von MITTAL (66).
Die Ermittlung der statistischen Signifikanz eines beobachteten Kopplungsungleichgewichtes
erfolgte mittels x2-Test.
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4, Ergebnisse

4.1. DieKontrollgruppe

Die Kontrollgruppe bestand aus 157 Gelegenhetsblutspendern aus Sachsen-Anhat, die as
Testblutspender des Interdisziplindren HLA-Labors genauso wie auch die Nierenzellkarzinom-
patienten (NZK-Patienten) serologisch und molekulargenetisch HLA-typisiert wurden. Die 63
Manner und 94 Frauen dieser Kontrollgruppe waren zum Zetpunkt der Aufnahme in die
Untersuchung unauffélig. Das Durchschnittsalter betrug 29 Jahre (Standardabweichung SD 10
Jahre), unter Mannern 31 Jahre (SD 11 Jahre) und unter Frauen 28 Jahre (SD 9 Jahre).

4.2. Die Gesamtgruppe der NZK-Patienten

Die Probanden der Gruppe mit NZK wurden aus den Patienten, die an der Universitatsklinik
fir Urologie der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg transperitoneal  tumor-
nephrektomiert wurden, zuféllig ausgewahlt. Alle 100 Patienten kamen aus Sachsen-Anhalt.

Insgesamt wurden 100 Patienten mit histologisch nachgewiesenem NZK HLA-typisiert.

4.2.1 DieAltersverteilung der NZK-Patienten

Von den 100 HLA-typisierten NZK-Patienten waren 34 weiblich (34 %) und 76 (76 %)
mannlich. Dies entspricht einer Geschlechterverteilung von 2,2 : 1,0, welche den allgemeinen
Angaben in der Literatur von 2 : 1 entspricht. Das Alter der NZK-Patienten betrug im Median
64,7 Jahre (Standardabweichung SD 10,3 Jahre). Fur die NZK-Patienten war das Alter zum
Zeitpunkt der Operation im Median 61,1 Jahre (SD 8,0 Jahre). Das Auftreten eines
Nierenzellkarzinoms wurde vorrangig in der funften und sechsten Lebensdekade festgestellt.
Tabelle 8: Altersverteilung der NZK-Patienten

Durchschnitts- Medianes Standardabweichung Range des

NZK-Patienten
Alter Alter des Alters Alters
Frauen 61,8 64,7 10,3 27,5-80,2
M anner 47,6 61,1 8,0 41.1-79,7
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4.2.2. DieVerteilung der TNM-Stadien bel NZK -Patienten

Die Verteilung der pathohistologischen T-Stadien bel NZK -Patienten

Jeder der 100 NZK-Patienten wurde tumornephrektomiert und das entsprechende Préparat
pathohistologisch untersucht. Das pathohistologische T-Stadium (UICC) beschreibt die lokale
Ausdehnung des Tumors in Bezug auf das Organ. Bis zum Stadium pT2 durchbricht en
Nierenzellkarzinom nicht die Grenzen des Parenchyms und wird entsprechend klinisch a's lokal
begrenzt wachsender Tumor bezeichnet.

Die Anzahl der Patienten in den Gruppen der T-Stadien zum Zeitpunkt der transperitonegdlen
Tumornephrektomie sind in Tabelle 9 dargestelt.

Tabelle 9: Vertellung der pathohistologischen T-Stadien bel NZK -Patienten

pT1l pT2 pT3a pT3b pT4
n von 100
NZK

12 45 21 18 4

57 Patienten befanden sich im Stadium pT1 und pT2, einem loka wachsenden Tumor
entsprechend. Bei 39 Patienten wurde ein Stadium pT3 diagnostiziert mit entsprechendem
Einbruch in das Nierenbecken oder in das Gefél3system bzw. mit einem Durchbruch der
Nierenkapsel. 4 der 100 NZK-Patienten befanden sich bereits im Stadium pT4. Es lag eine
Gleichverteilung von lokal begrenzt wachsenden zu lokal fortgeschritten wachsenden

Nierenzellkarzinomen vor.

Die Verteilung der pathohistologischen G-Stadien bei NZK -Patienten

Die Angabe des pathohistologischen G-Stadiums nach THOENES erfasst den Umfang von
karyologischen Malignitatskriterien der Malignomzellen hinsichtlich ihrer Kerngrol3e, der
Kernchromasie und der Mitoserate (106). Die Zuordnung der 100 NZK -Patienten zu den 3 G-
Stadien wurde in Tabelle 10 dargestellt. Die Mehrzahl der Patienten wurde den Stadien G2
und G3 pathohistol ogisch zugeordnet.
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Tabelle 10: Verteilung der pathohistol ogischen G-Stadien

Gl G2 G3
n von 100
NZK

18 49 33

Bezug der pathohistologischen T-Stadien zur M etastasierung bei NZK -Patienten

Bel der Untersuchung des Zusammenhanges von pathohistologischem T-Stadium und der
entsprechenden Haufigkeit einer Metastasierung ergab sich eine direkte Korrelation. Im Falle
eines lokal begrenzt wachsenden Nierenzellkarzinoms kam es in nur 4 Fallen zu einer
spateren Metastasierung. Ab dem Stadium T3a wurde bei mehr als bel jedem dritten

tumornephrektomierten Patienten eine M etastasierung syn- oder metachron diagnostiziert.

Tabelle 11: Bezug von T-Stadium zur Metastasierung

T (zum Zeitpunkt der Nephrektomie)
TIM1 T2M1 T3aM1l T3bM1l T4M1
M (syn- und metachron)

nvon 100 NZK 0 4 8 9 3

% von Patienten mit dem
_ - _ 0% 8,9% 38,1% 52,9% 100,0%
jeweiligen T-Stadium

Bezug der pathohistologischen G-Stadien zur M etastasierung bei NZK-Patienten

Auch bei einer Analyse der Haufigkeit auftretender Metastasen konnte im Verlauf nach
Tumornephrektomie in Bezug auf das pathohistologische G-Stadium zum Zeitpunkt der
Tumornephrektomie eine direkte Korrelation definiert werden.

Die Haufigkeit der Metastasen in den einzelnen G-Stadien ist in der nachfolgenden Tabelle 12
dargestellt.
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Tabelle 12: Bezug von G-Stadium zur Metastasierung

GiIM1 G2M1 G3M1
N von 100 NZK 1 9 14
% von Patienten mit dem
5,5% 18,4% 42.4%

jeweiligen G-Stadium

4.3. DieGruppeder metastasierten NZK-Patienten
Im Verlauf nach transperitonealer Tumornephrektomie entwickelten von den 100 HLA-
typisierten NZK-Patienten 24 Patienten Metastasen. Die Nachbeobachtungszeit fur alle NZK-

Patienten betrug im Median 60,2 Monate (SD 25,5; Range 3 bis 104 Monate).

Tabellel3: Nachbeobachtungszeit

Fur 100 NZK-Patienten

Durchschnitt Median Standardabweichung Range
(in Monaten) (in Monaten) (in Monaten) (in Monaten)
63,0 60,2 25,5 3-104

Es wurden 12 Patienten mit Metastasen zum Zeitpunkt der Tumornephrektomie (synchron)
erfasst. Bei weiteren 12 Patienten haben sich im Verlauf nach Tumornephrektomie
(metachron) Metastasen entwickelt. Bei 7 der 12 metachron metastasierten NZK-Patienten
wurden die metastatischen Absiedlungen wahrend der ersten 15 Monate bildgebend
diagnostiziert.

Ausklinischer Sicht bedeutet dies, dass mehr as zwei Drittel der metastasierenden Patienten (
19/24 79,2 %) innerhalb weniger als 1,5 Jahren die Metastasen bildgebend nachweisbar
entwickeln. Der Umfang der radiologischen Nachsorge konnte somit friher als erst nach 5
Jahren hinsichtlich einer Reduktion tUberdacht werden. Bei weiteren 5 Patienten wurden die
metachronen Metastasen 28 bis 52 Monate nach Tumornephrektomie diagnostiziert. Aus
klinischer Sicht ist davon abzuleiten, dass ungeféhr jede flinfte diagnostizierte Metastasierung
als spdte Metastasierung zu erwarten ist. Insgesamt sind es nur 5 von 100 Patienten, die auch
ohne routinemalige jahrliche Computertomographien durch intensive klinische und

paraklinische Untersuchungen erfassbar sein sollten.
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Tabelle 14: Auftreten der Metastasen

24 Patienten mit Metastasen
12 x synchron (50%) 12 x metachron (50%)
Diagnose nach Tumornephrektomie
< 18 Monate > 18 Monate
7 5
58,3% (29,2 %) 41,7% (20,8%)

4.3.1. DieAltersverteilung der metastasierten NZK-Patienten
Die Altersverteilung der metastasierten NZK-Patienten entsprach der Altersverteilung der
Gesamtgruppe von 100 NZK-Patienten mit einem medianen Alter von 60,2 Jahren (SD 6,6

Jahre; Range 41,6 bis 72,2 Jahre).

Tabelle 15: Altersverteilung der metastasierten NZK-Patienten

NZK-Patienten Durchschnitts- Medianes Standardabweichung Range des
mit Metastasen Alter Alter des Alters Alters

Gesamt 60,6 60,2 6,6 41,6-72,2

Das Verhdtnis von Mannern zu Frauen unter den Patienten, die eine Metastase nach Tumor-
nephrektomie entwickelten, entsprach etwa dem Verhédtnis von 2 : 1. Entsprechend kann von

keiner geschlechtsspezifischen Entwicklung von M etastasen ausgegangen werden.

Tabelle 16: Verhadltnis Frauen und Manner unter den metastasierten NZK-Patienten

NZK-Patienten n %von24M+ % von Frauen bzw. Mannern Verhdtnis

mit Metastasen  (absolut) Patienten von 100 NZK-Patienten Ménner : Frauen
Manner 15 62,5 19,7 1,7
Frauen 9 37,5 26,5 1
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4.3.2. Die pathohistologischen T-Stadien der metastasierten NZK -Patienten

Von den 24 Patienten, die eine Metastase im Verlauf entwickelten, war kein Patient dem
pathohistol ogischen T1-Stadium zugeordnet. Nur 4 Patienten (16,7 %) waren primér als lokal
begrenzt wachsender Tumor (pT1 + pT2) diagnostiziert worden.

Entsprechend waren mehr as 80 % der metastasierten Patienten bereits primér einem lokal

fortgeschrittenen Stadium pathohistol ogisch zuzuordnen.

Tabelle 17: Verteilung der pathohistol ogischen T-Stadien

pT1l pT2 pT3a pT3b pT4
n von 24 metastasierten NZK 0 4 8 9 3
% von 24 metastasierten NZK 0 16,7% 33,3% 37,5% 12,5%

4.3.3. Die pathohistologischen G-Stadien der metastasierten NZK -Patienten

In der Gruppe der metastasierten NZK-Patienten liegt die direkte Korrelation zwischen dem
G-Stadium und der Haufigkeit von Metastasen vor.

Die Absolut- und Prozentzahlen fir die entsprechenden Gruppen sind in der nachfolgenden
Tabelle 18 aufgefuhrt.

Tabelle 18: Verteilung der pathohistol ogischen G-Stadien

Gl G2 G3
N von 24 metastasierten NZK 1 9 14
% von 24 metastasierten NZK 4,16% 37,5% 58,3%

4.3.4. Diegekoppelten T- und G-Stadien der metastasierten NZK-Patienten
Fur die Verteilung der pathohistologischen T- und G-Stadien konnten einzeln direkte

Korrelationen zur Haufigkeit des Auftretens von Metastasen nach Tumornephrektomie

ermittelt werden.
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Unter der Verknipfung der Argumente von pathohistologischem T- und G-Stadium war eine
direkte Korrelation zur Haufigkeit der Metastasierung nachzuweisen, und es konnten das
pathohistologische T- sowie das G-Stadium als selbstandige prognostische Faktoren bestétigt

werden.

Tabelle 19: Verteilung der verkniipften T- und G-Stadien der metastasierten

Nierenkarzinompatienten (n von 24)

T1 T2 T3a T3b T4
Gl 0 1 0 0 0
G2 0 2 3 3 1
G3 0 1 5 6 2

44. HLA-Klassel-Merkmale (A, B, Cw ) bel NZK-Patienten

Im Vergleich zur Kontrollgruppe ist die Verteilung der HLA-Klasse I-Merkmale fur HLA-A*,
-B*, und -Cw* unter den Patienten mit Nierenzellkarzinom (n = 100) in Tabelle 20
dargestellt. Bel der Beschreibung der Ergebnisse im Text werden fur den Vergleich eines
Merkmals die Phanotypfrequenz (pf in %), der x2-Wert sowie der nach Y ates korrigierte p-
Wert (py) angegeben.

Beim Vergleich der 100 NZK-Patienten mit den 157 Kontrollprobanden konnte fir keines der
HLA-A*-Merkmale weder eine tendenzielle noch eine statistisch signifikante Erhhung oder
Verringerung ermittelt werden.

Von den HLA-B*-Merkmalen lieR sich eine verminderte Haufigkeit von HLA-B"37 (2,0 %
vs. 5,7 %; RR 0,4; py, = n.s.) sowie fir HLA-B'B15 (8,0 % vs. 15,3 %; RR 0,5; Py = N.S.)
ermitteln. Die Verringerung war in beiden Féllen nicht signifikant.

Fur die HLA-Cw*-Merkmale konnten unter den NZK-Patienten keine erwahnenswerten
Erhéhungen oder V erringerungen von Phanotypfrequenzen festgestellt werden.

Zwischen NZK-Patienten und den Kontrollprobanden ergaben sich keine signifikanten
Unterschiede der HLA-Klasse I-Merkmale.
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Tabelle 20: HLA-Klasse I-Merkmale bei NZK -Patienten

HLA NZK-gesamt | Kontrollprobanden
(n=100) (n=157)

HLA-A* n pf n pf RR X2 Py
01 32 32,0% 50 31,8% 1,0 0,001 ---
02 52 52,0% 76 48,4% 11 0,315
03 24 24,0% 40 25,5% 0,9 0,071 ---
11 11 11,0% 13 08,3% 1,3 0,534
23 03 03,0% 07 04,5% 0,7 0,348 ---
24 21 21,0% 30 19,1% 11 0,137 ---
25 07 07,0% 09 05,7% 12 0,168 ---
26 07 07,0% 17 10,8% 0,6 1,057

68+69(28) 07 07,0% 18 11,5% 0,6 1,387 ---
29 04 04,0% 08 05,1% 08 0,165
30 06 06,0% 07 04,5% 1,3 0,302 ---
31 07 07,0% 06 03,8% 1,8 1,285
32 07 07,0% 09 05,7% 12 0,168 ---
33 00 00,0% 02 01,3%
66 01 01,0% 00 00,0% - ---
HLA-B*
07 20 20,0% 33 21,0% 1,0 0,039 ---
08 19 19,0% 34 21,7% 0,9 0,263
13 08 08,0% 15 09,6% 0,8 0,181 ---
14 02 02,0% 08 05,1% 0,5 1,565
15 08 09,0% 24 15,3% 0,6 2,975 n.s.
18 11 11,0% 12 07,6% 14 0,845 ---
27 13 13,0% 12 07,6% 1,7 1,996 ---
35 21 21,0% 29 18,5% 11 0,249 ---
37 02 02,0% 09 05,7% 04 2,077 n.s.
38 06 06,0% 12 07,6% 08 0,253
39 06 06,0% 09 05,7% 1,0 0,008 ---
40 16 16,0% 20 12,8% 1,25 0,142 ---
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HLA NZK-gesamt | Kontrollprobanden
(n=100) (n=157)

HLA-B* n pf n pf RR X2 Py
41 02 02,0% 01 0,6% 2,6 0,984
42 01 01,0% 00 0,0% 4,7 1,576 ---
44 21 21,0% 25 15,9% 1,3 1,071 ---
45 01 01,0% 03 01,9% 0,7 0,331 ---
47 01 01,0% 02 01,3% 0,9 0,040

49(B21) 03 03,0% 03 01,9% 1,6 0,318

50(B21) 02 02,9% 03 01,9% 1,1 0,003
51 12 12,0% 18 11,5% 1,0 0,017 ---
52 01 01,0% 01 0,6% 1,6 0,104
53 01 01,0% 01 0,6% 1,6 0,104 ---
55 05 05,0% 05 03,2% 1,6 0,538
57 07 07,0% 12 07,6% 0,9 0,037 ---
58 02 02,0% 03 01,9% 11 0,003

HLA-Cw*
01 08 08,0% 14 08,9% 0,9 0,066
02 13 13,0% 13 08,3% 1,6 1,497 ---
03 26 26,0% 40 25,5% 1,0 0,009
04 29 29,0% 35 22,3% 1,3 1,469 ---
05 12 12,0% 14 08,9% 1,3 0,638
06 19 19,0% 37 23,6% 0,8 0,748 ---
07 52 52,0% 78 49,7% 1,0 0,131 ---
08 02 02,0% 08 05,1% 0,5 1,565 ---
12 17 17,0% 19 12,1% 14 1,217 ---
13 0 0,0% 01 00,6% 0,5 0,639 ---
14 01 01,0% 00 00,0% 4,7 1,576
15 05 05,0% 11 07,0% 0,7 0,421 ---
16 03 03,0% 08 05,1% 0,6 0,655
17 01 01,0% 01 00,6% 1,6 0,104 ---

40




4.5. HLA-Klasse [-Merkmale (A, B, Cw) bei metastasierten NZK -Patienten

Im Gegensatz zur Gesamtgruppe der NZK-Patienten lassen sich in der Gruppe der
metastasierten NZK -Patienten statistisch signifikante sowie nicht signifikante, aber erfassbare
Veranderungen von Phanotypfrequenzen der einzelnen Merkmal e abgrenzen.

Innerhalb der HLA-A-Merkmale war fur die Gruppe der metastasierten NZK-Patienten eine
Erhohung fir die nahe verwandten HLA-A"30 (8,3 % vs. 4,5 %; RR = 2,1; py = n.s.) und fur
HLA-A"31 (16,7 % vs. 3,8 %; RR = 4,5; py, = 0,042) zu ermitteln.

Die Erhéhung war fiir HLA-A"31 hingegen nicht fiir HLA-A* 30 statistisch signifikant.

Auch innerhalb der HLA-B*-Merkmale konnte eine Phanotyp-Erhéhung fir ein einzelnes
Merkmal abgegrenzt werden. So wurde eine Phanotypfrequenzerhéhung fur HLA-B* 35 (33,3
% vs. 18,5 %; RR = 1,8, py n.s) ermittelt. Diese Erhthung war jedoch statistisch nicht
signifikant. Fur das Merkma HLA-Cw*04 wurde eine signifikante Phanotyp-
frequenzerhdhung (41,7 % vs. 22,3 %; RR = 1,9; p, = 0,041) gesichert. HLA-B*35 und
HLA-Cw*04 sind miteinander gekoppelte Merkmale und verhalten sich im Falle einer

Erhéhung oder V erringerung dementsprechend gleichsinnig.

Tabelle 21: HLA-Klasse I-Merkmale bel Patienten mit metastasiertem Nierenzellkarzinom

HLA NZK mit Kontrollprobanden
M etastasen (n=157)
(n=24)

HLA-A* n pf n pf RR X2 Py
01 10 41,7% 50 31,8% 1,3 0,906

02 14 58,3% 76 48,4% 12 0,820 ---

03 06 25,0% 40 25,5% 1,0 0,003

11 02 08,3% 13 08,3% 12 0,000 ---

23 01 04,2% 07 04,5% 1,3 0,004

24 04 16,7% 30 19,1% 0,9 0,081 ---

25 01 04,2% 09 05,7% 1,0 0,098

26 01 04,2% 17 10,8% 0,6 1,031 ---
68+69(28)| 01 04,2% 18 11,5% 0,5 1,180 ---
29 00 00,0% 08 05,1% 0,4 1,279 ---
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HLA NZK mit Kontrollprobanden
Metastasen (n=157)
(n=24)

HLA-A* n pf n pf RR X2 Py
30 02 08,3% 07 04,5% 21 0,661 ---
31 04 16,7% 06 03,8% 4,5 6,581 0,042
32 00 00,0% 09 05,7% 0,3 1,448 ---
33 00 00,0% 02 1,3%
66 00 00,0% 00 00,0% 1,0 0,000 ---

HLA-B*

07 05 20,8% 33 21,0% 1,0 0,000 ---
08 04 16,7% 34 21,7% 0,8 0,312
13 02 08,3% 15 09,6% 1,0 0,036 ---
14 00 00,0% 08 05,1% 04 1,279
15 03 12,5% 24 15,3% 0,8 0,001 ---
18 03 12,5% 12 07,6% 18 0,646
27 03 12,5% 12 07,6% 18 0,646 ---
35 08 33,3% 29 18,5% 1,8 2,827 n.s.
37 01 04,2% 09 05,7% 1,0 0,098 ---
38 01 04,2% 12 07,6% 0,8 0,377
39 01 04,2% 09 05,7% 1,0 0,098 ---
40 01 04,2% 20 12,8% 0,5 1,334
41 00 00,0% 01 00,6% 21 0,154 ---
42 00 00,0% 00 00,0% 1,0 0,000
44 06 25,0% 25 15,9% 1,6 1,208 ---
45 00 00,0% 03 01,9% 0,9 0,466
47 00 00,0% 02 01,3% 1,3 0,309 ---
49(B21) 01 01,0% 03 01,9% 2,8 0,490
50(B21) 01 01,0% 03 01,9% 2,8 0,490
ol 01 04,2% 18 11,5% 0,5 1,180 ---
52 00 00,0% 01 00,6% 21 0,154 ---
53 00 00,0% 01 00,6% 2,1 0,154
55 02 08,3% 05 03,2% 2,9 1,484 ---

42




HLA NZK mit Kontrollprobanden
Metastasen (n=157)
(n=24)

HLA-B* n pf n pf RR X2 Py
57 02 08,3% 12 07,6% 1,3 0,014 ---
58 00 00,0% 03 01,9% 0,9 0,466

Cw*
01 00 00,0% 14 08,9% 0,2 2,320
02 04 16,7% 13 08,3% 21 1,720 ---
03 06 25,0% 40 25,5% 1,0 0,003
04 10 41,7% 35 22,3% 19 4,183 0,041
05 03 12,5% 14 08,9% 1,6 0,314
06 06 25,0% 37 23,6% 11 0,024 ---
07 13 54,2% 78 49,7% 11 0,168
08 00 00,0% 08 05,1% 0,4 1,279 ---
12 01 04,2% 19 12,1% 0,5 1,334 ---
13 00 00,0% 01 00,6% 21 0,154 ---
14 00 00,0% 00 00,0% 1,0 0,000
15 01 04,2% 11 07,0% 0,8 0,271 ---
16 00 00,0% 08 05,1% 04 1,279
17 00 00,0% 01 00,6% 21 0,154 ---

Im Vergleich zur Gesamtgruppe der NZK-Patienten konnten unter den Merkmalen der HLA-
Klasse | zusétzliche statistisch signifikante Phanotypfrequenzveranderungen fur HLA-A*31
und HLA-Cw* 04 (bei Kopplungsungleichgewicht mit HLA-B* 35) gesichert werden.

4.6. HLA-Klassell-Merkmale (DRB1 und DQB1) bei NZK -Patienten
Die Verteilung der typisierten Klasse II-Merkmale fir HLA-DRB1 und HLA-DQB1 werden
in Tabelle 22 wiedergegeben.

In der Gruppe der HLA-Klasse |I-Merkmale stellten sich tells tendenzielle, teils statistisch

signifikante Veranderungen der Phanotypfrequenzen einzelner Merkmale dar.
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Tabelle 22: HLA-Klasse II-Merkmale (DRB1 und DQB1) bei NZK-Patienten

HLA NZK-gesamt | Kontrollprobanden
(n=100) (n=157)

HLA-DRB1*| n pf n pf RR X2 Py
01 32 32,0% 31 19,7% 1,6 4,958 0,028
15 20 20,0% 28 17,8% 11 0,189 -
16 08 08,0% 06 03,8% 21 2,071 n.s.
03 23 23,0% 39 24,8% 0,9 0,113
04 14 14,0% 36 22,9% 0,6 3,109 n.s.
11 26 26,0% 38 24,2% 11 0,105 -
12 02 02,0% 07 04,5% 0,5 1,093 ---
13 26 26,0% 47 29,9% 0,9 0,465 -
14 06 06,0% 00 --- --- 9,645 ---
07 28 28,0% 44 28,0% 1,0 0,000
08 03 03,0% 15 09,6% 04 4,029 0,044
09 01 01,0% 01 0,6% 1,6 0,104

HLA-DQB1*

05 45 45,0% 44 28,0% 1,6 7,776 0,006
06 40 40,0% 69 43,9% 0,9 0,390 ---
02 43 43,0% 65 41,4% 1,0 0,064
0301 36 36,0% 65 41,4% 0,9 0,747 ---
0302 08 08,0% 25 15,9% 0,5 3,427 n.s.
0303 11 11,0% 13 08,3% 1,3 0,534 ---
04 02 02,0% 14 08,9% 0,3 5,007 0,026

Unter den NZK-Patienten wurde eine erhéhte Phanotypfrequenz fir DRB1 01 (32,0 % vs.
19,7 %; RR 1,6; py = 0,028), fur DRB1'16 (8,0 % vs. 3,8 %; RR 2,1; py = n.s) und far
DQB1 05 (45,0 % vs. 28,0 %; RR 1,6; py = 0,006) gefunden.

Hervorzuheben waren die signifikanten Erhéhungen fiir DRB1 01 und DQB1'05.



Verminderte Frequenzen unter den NZK-Patienten konnten weiterhin fir DRB1 04 (14,0 %
vs. 22,9 %; RR 0,6; py = n.s), fir DRB1'08 (3,0 % vs. 9,6 %; RR 0,4; p, = 0,044), fiir
DQB1 0302 (8,0 % vs. 15,9 %; RR 0,5; py = n.s.) und fir DQB1'04 (2,0 % vs. 8,9 %; RR 0,3;
py = 0,026) ermittelt werden.

Die signifikanten Verringerungen von DRB1 08 und DQB1 04 sind dabei hervorzuheben.
Beim Vergleich der HLA-Merkmal-Phanotypfrequenzen zwischen NZK-Patienten und
Kontrollprobanden waren nur unter einzelnen HLA-Klasse II-Merkmalen statistisch
signifikante Erhdhungen (DRB1'01, DQB1'05) und Verringerungen (DRB1 08, DQB1 04)
festzustellen.

4.7. HLA-Klassell-Merkmale (DRB1 und DQB1) bei metastasierten NZK-Patienten

Die Phanotypfrequenzerhthung des Merkmals HLA-DRB1 01 in der Gesamtgruppe der 100
NZK-Patienten konnte unter den metastasierten NZK-Patienten nicht mehr nachgewiesen
werden. Die verminderte Phanotypfrequenz fir HLA-DRB1 15 (4,2% vs. 17,8 %; RR = 0,3;
py N.s.) und fur HLA-DRB1 03 (8,3 % vs. 24,8 %; RR = 0,4; py N.s.) war nicht signifikant.

Die bereits fiir die Gesamt-NZK -Patientengruppe beschriebene Erhdhung von HLA-DQB1 05
konnte auch fur die Gruppe der metastasierten NZK-Patienten mit noch deutlicherem
Unterschied abgegrenzt werden (54,2 % vs. 28,0 %; RR 1 =1,9; p, = 0,014). Dieses Ergebnis
ist als statistisch signifikant hervorzuheben.

Fiir HLA-DQB1 06 (25,0 % vs. 43,9 %; RR = 0,6; py n.s.) und fir HLA-DQB1 0302 (0 % vs.
15,9 %; RR und py nicht bestimmbar) ist eine deutliche Phanotypfrequenzverminderung
nachzuvollziehen. Statistisch kann dies jedoch nicht als signifikant bestétigt werden.

Fur die Merkmale der HLA-Klasse [I-Antigene kann nur eine Phanotypfrequenzerhdhung fur
HLA-DQB1 05 als signifikant bestimmt werden. Die fiir die Gesamt-NZK -Patientengruppe
bestimmte Phanotypfrequenzerhdhung fir HLA-DRB1'01 tritt bei der Gruppe der
metastasi erten NZK-Patienten nicht mehr auf.
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Tabelle 23: HLA-Klasse II-Merkmale bei metastasierten NZK -Patienten

HLA NZK mit Metastasen| Kontrollprobanden
(n=24) (n=157)
HLA- n pf n pf RR X2 Py
DRB1*

01 05 20,8% 31 19,7% 1,1 0,015
15 01 04,2% 28 17,8% 0,3 2,890 n.s.
16 01 04,2% 06 03,8% 15 0,007
03 02 08,3% 39 24.8% 0,4 3,238 n.s.
04 03 12,5% 36 22,9% 0,6 1,340
11 03 12,5% 38 24,2% 0,6 1,628 ---
12 00 00,0% 07 04,5% 0,4 1,113
13 00 00,0% 47 29,9% 01 9,705 ---
14 02 08,3% 00 00,0% 32,1
07 04 16,7% 44 28,0% 0,7 1,378 ---
08 02 08,3% 15 09,6% 1,0 0,036
09 00 00,0% 01 00,6% 2,1 0,154 ---

HLA-

DQB1*

05 13 54,2% 44 28,0% 1,9 6,594 0,014
06 06 25,0% 69 43,9% 0,6 3,080 n.s.
02 13 54,2% 65 41,4% 1,3 1,383

0301 12 50,0% 65 41,4% 1,2 0,630 ---

0302 00 00,0% 25 15,9% 01 4,434

0303 00 00,0% 13 08,3% 0,2 2,141 n.s.
04 01 04,2% 14 08,9% 0,7 0,618

4.8. HLA-Merkmal-Kombinationen (Haplotypen) zweier Merkmale
Wie im Kapitd HLA-Polymorphismus und Kopplungsungleichgewicht beschrieben wurde,

werden die Allele der 6 Genloci nicht losgelGst voneinander vererbt. Statistisch ergeben sich

typische Merkmal/Allel-Kombinationen, die in einer Familie vererbt werden.
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Diese jewells fixen Kombinationen eines Chromosoms werden a's Haplotyp bezeichnet. Um einen
Haplotyp von Patienten zu definieren, sind normalerweise, wenn madglich, umfangreiche
Familienuntersuchungen notwendig. Fir die NZK-Patienten waren solche Familienunter-
suchungen aus logistischen Griinden nicht méglich, so dass auf die rein vom Phanotyp abgeleiteten
K ombinationen zurtickgegriffen wurde.

Wenn man die 74 Merkmale kombiniert (14 HLA-A*-Merkmale; 27 HLA-B*-Merkmale; 14
HLA-Cw*-Merkmale; 12 HLA-DRB1*-Merkmale; 7 HLA-DQB1*-Merkmale), so erhdlt man
2034 Kombinationen. Die NZK-Patienten wurden hinsichtlich des Vorliegens dieser

K ombinationen analysiert.

481 HLA-Merkmal-Kombinationen zweier Merkmale bel NZK -Patienten

Fur nur 9 der insgesamt 2034 mdglichen Kombinationen waren datistisch nachvollziehbare
Verdnderungen der Haufigkeit unter NZK-Petienten gegeniber den Kontrollprobanden zu
ermitteln.
Tabelle24:  Frequenzvergleich der Merkmal-K ombinationen zweier Merkmale

bei 100-NZK-Patienten und bei Kontrollprobanden

HLA NZK-gesamt Kontrollprobanden
(n=100) (n=157)
n pf n pf RR  x2 Py Pri
x2 signifikant (wenn beide n>5)
DRB1*01:DQB1*05 32 320% 31 19,7% 01,6 4958 0,028 ---
Cw*03:DQB1*05 14 140% 10 06,4% 02,2 4201 0,047 ---
A*01:DRB1*01 12 120% 06 038% 031 6273 0016 ---

Fisher’s-exact test signifikant ~ (wenn eines der n<5)

Cw*02:DQB1*05 08 080% 03 01,9% 042 5529 -- 0,022
B*13:Cw*07 05 050%b 01 006% 079 5100 -- 0,034
DRB1*08:DQB1*04 02 020% 14 089% 00,3 5007 -- 0,019
Cw*02:DRB1*01 06 060% 02 01,3% 04,7 4524 -- 0,041
A*11:Cw*07 07 070% 03 01,9% 03,7 4231 --- 0,044
Cw*12:DQB1*05 08 080% 04 025% 031 408 -- 0,045
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Es wurden 3 Kombinationen ermittelt, die im x%Test sgnifikant gesichert wurden. Die
Erhéhungen stellten sich fur HLA-DRB1*01:DQB1*05 (32,0 % vs. 19,7 %; RR = 1,6; py =
0,028), HLA-Cw*03:DQB1*05 (14,0 % vs. 64 %; RR = 2,2, p, = 0,047) und fur HLA-
A*01:DRB1*01 (12,0 % vs. 3,8 %; RR = 3,1; p, = 0,016) dar.

Weitere 5 Kombinationen wiesen eine Erhdhung auf, die jedoch aufgrund der kleinen Anzahl
durch den Fisher’ s-exact test ds signifikant gesichert werden mussten.

Diese Erhéhungen wurden fir HLA-Cw*02:DQB1*05 (8,1 % vs. 1,9 %; RR = 4,2; ps = 0,022),
HLA-B*13:Cw*07 (5,0 % vs. 0,6 %; RR = 7,9; ps = 0,034), fur HLA-Cw*02:DRB1*01 (6,0 %
vs. 1,3%; RR = 4,7; ps = 0,041), fur HLA-A*11:Cw*07 (7,0 % vs. 1,9 %; RR = 3,7; ps = 0,044)
sowie fur HLA-Cw*12:DQB1*0,5 (8,0 % vs. 2,5 %; RR = 3,1; pg = 0,045) bestimmt.

Nur fir HLA-DRB1*08:DQB1*04 (2,0 % vs. 8,9 %; RR = 0,3; ps = 0,019) wurde ein signifikant
vermindertes Auftreten im Fisher’ s-exact test bel ebenfalls geringer Fallzahl festgestdllt.

4.8.2. HLA-Merkmal-Kombinationen zweier Merkmale bal metastasierten NZK -

Patienten

Auch in der Gruppe der metastasierten NZK-Patienten war nur fir eine geringe Anzahl von
Merkmal kombinationen eine statistisch signifikante Erhohung fur ihr Auftreten nachzuweisen. Die
Kombinationen, fir die eine signifikante Erhdhung festgestellt wurde, waren im Vergleich zur
Gruppe der NZK-Patienten vollstandig different. Es gab keine signifikant seltener vorkommende
Kombination.

Mit entsprechend hohen Fallzahlen konnten signifikante Erhéhungen fir 4 Kombinationen im
x2-Test bestimmt werden. Unter diesen Kombinationen waren HLA-A*01:DQB1*05 (29,2 %
vs. 8,3 %; RR = 3,5; py = 0,0073), HLA-A*01:Cw* 04 (25,0 % vs. 6,4 %; RR = 3,9; p, 0,010),
HLA-Cw*07:DQB1*05 (33,3 % vs. 12,7 %; RR = 2,6; py = 0,019) und HLA-A*01:B*35
(20,8 % vs. 6,4 %; RR = 3,3; p, = 0,0445).

Zwe weitere Erhohungen konnten durch den Fisher's-exact test als signifikant bewertet
werden. Die beiden Kombinationen waren HLA-A*31:B*35 (12,5 % vs. 1,3 %; RR = 9,0; ps
=0,0173) und HLA-A*31:Cw* 04 (12,5 % vs. 1,3 %; RR = 9,0; pr = 0,0173).
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Tabelle25:  Frequenzvergleich der Merkmal-K ombinationen zweier Merkmale

bei 24-NZK-Patienten mit Metastasen und bei Kontrollprobanden

NZK-Patienten mit Kontrollprobanden

Metastasen (n=24) (n=157)
HLA n pf n pf RR  x2 Py P
X2 signifikant (wenn beide n>5)
Cw*07:DQB1*05 8 33,33 20 12,74 2,62 6,75 0,0186 ---
A*01:DQB1*05 7 29,17 13 8,28 352 924 0,0073
A*01:Cw*04 6 25,00 10 6,37 3,93 897 0,0101 ---
A*01:B*35 5 20,83 10 6,37 3,27 5,73 10,0445
A*03:DQB1*05 5 20,83 12 7,64 2,73 4,26 n.s. ---
B*44:Cw*07 5 20,83 12 7,64 2,73 4,26 n.s. ---
Fisher’s-exact test signifikant ~ (wenn eines der n<b)

A*31:B*35 3 12,50 2 1,27 9,00 9,77 --- 0,0173
A*31:Cw*04 3 12,50 2 1,27 9,00 9,77 --- 0,0173

4.9. HLA-Merkmal-Kombinationen (Haplotypen) dreier Merkmale

Die Mdoglichkeiten der Kombinatorik werfen die Frage auf, ob bei der Kombination von 3

Merkmaen stérkere Differenzen ermittelt werden kénnen, um eventuelle Haplotypen oder sich in

den Kombinationen mehrfach wiederholende Merkmale eingrenzen zu konnen. Es wurden

kombinatorisch 27.422 Verknipfungen dreier Merkmale fir die Gruppen der NZK-Petienten, der

NZK-Patienten mit M etastasen sowie fur die Kontrollprobanden analysiert.

49.1. HLA-Merkmal-Kombinationen dreier Merkmale bei NZK -Patienten

Nur eine Kombination von 3 Merkmalen mit signifikanter Erhohung erreichte eine Fallzahl

> 5 in den zu vergleichenden Gruppen und konnte somit im x2-Test bestétigt werden.
Diese Kombination war HLA-A*24:Cw*06:DQB1*06 (17,0 % vs. 3,2 %; RR = 5.3; py =

0,0002).
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Tabelle26:  Frequenzvergleich der Merkmal-Kombinationen dreier Merkmale
bei 100-NZK-Patienten und bei Kontrollprobanden

NZK- Kontroll-

HLA gesamt  probanden

(n=100) (n=157)

n pf n pf RR  x2 Py P
X2 signifikant (wenn beiden > 5)
A*24:Cw*06:DQB1*06 17 17,0% 5 3,18% 053 14,896 0,0002  ---
Fisher's-exact test signifikant ~ (wenn einesder n < 5)

Cw*06:DRB1*08:DQB1*06 09 09,00 1 0,64% 14,1 11425 -- 0,0011
A*03:B*14:DRB1* 15 07 07,0% 1 064% 11,0 08,201 ---  0,0064
A*25:Cw*07:DRB1*15 07 07,0% 1 0,64% 110 08,201 --- 0,0064
A*25.Cw*13:DRB1*15 07 07,0% 1 064% 11,0 08,201 ---  0,0064
B*40:Cw*06:DRB1*03 07 07,0% 1 0,64% 11,0 08,201 --- 0,0064
B*47:Cw*07:DRB1*03 07 07,0% 1 064% 11,0 08,201 ---  0,0064
B*27:Cw*02:DRB1* 16 07 07,0% 1 0,64% 11,0 08,201 --- 0,0064
B*14:Cw*04:DQB1*06 07 07,0% 1 064% 11,0 08201 ---  0,0064
B*14:Cw*04:DQB1*05 08 08,0% 2 1,2/% 06,3 07,390 --- 0,0089
B*27:Cw*06:DRB1*15 06 06,0% 1 064% 094 06,632 -- 0,0150
B*58:DRB1*03:DQB1*02 06 06,0% 1 0,64% 094 06,632 --- 0,0150
A*24:Cw*08:DQB1*05 06 06,0% 2 1,27% 04,7 04524 --- 0,0409
Cw*08:DRB1*11:DQB1*05 06 06,0% 2 1,27% 04,7 04524 ---  0,0409

Trotz geringer Fallzahl konnten weitere Erhdhungen durch den Fisher's-exact test als
signifikant verifiziert werden. Dazu gehoren HLA-Cw*06:DRB1*08:DQB1*06 (9,0 % vs. 0,6
%; RR=14,1; pg =0,0011), HLA-A*03:B*14:DRB1*15 (7,0 % vs. 0,6 %; RR = 11,0; pr =
0,0064), HLA-A*25:Cw*07:DRB1*15 (7,0 % vs. 0,6%; RR = 11,0; ps = 0,0064), HLA-
A*25. Cw*13:.DRB1*15 (7,0% vs. 06%; RR = 11,0; ps = 0,0064), HLA-
B*40:Cw*06:DRB1*03 (7,0% vs. 0,6% RR = 110; ps = 0,0064), HLA-
B*47:.Cw*07:DRB1*03 (7,0% vs. 0,6%; RR = 11,0; ps = 0,0064), HLA-B*27:
Cw*02:DRB1*16 (7,0% vs. 0,6%; RR = 11,0; ps = 0,0064), HLA-B*14.Cw*04:DQB1*06
(7,0% vs. 0,6%; RR = 11,0; ps = 0,0014),

50



HLA-B*14:Cw*04:DQB1*05 (8,0 % vs. 1,3 %; RR = 6,3; ps = 0,0089), HLA-B*27:
Cw*06:DRB1*15 (6,0 % vs. 0,6 %; RR = 9,4; ps = 0,015), HLA-B*58:DRB1* 03:DQB1* 02
(6,0 % vs. 0,6 %; RR = 9,4; pg; = 0,015), HLA-A*24:Cw*08: DQB1*05 (6,0 % vs. 1,3 %: RR
= 4,5; pri = 0,041) und HLA-Cw*08:DRB1* 11:DQB1*05 (6,0 % vs. 1,3 %; RR = 4,7; pg =
0,041).

In Zusammenfassung kann festgestellt werden, dass insgesamt in jeweils 4 signifikant
erhdhten Kombinationen HLA-DRB1*15 oder HLA-Cw*06 vertreten waren. In je 3
signifikant erhéhten Kombinationen fanden sich HLA-DQB1*05, HLA-DQB1*06 und HLA-
DRB1*03.

49.2. HLA-Merkmal-Kombinationen dreier Merkmale bel metastasierten NZK -

Patienten

In der Teilgruppe der metastasierten NZK-Patienten konnte fir keine der Kombinationen von
3 Merkmalen eine Fallzahl erreicht werden, die bel Vorliegen einer veranderten Haufigkeit fur
eine Bestatigung im x2-Test herangezogen werden konnte. Fir 18 Kombinationen konnte im
Fisher’ s-exact test das erhdhte Vorkommen gesichert werden.

In der Tabelle 27 wurden die 18 signifikant erhohten Kombinationen dreier Merkmale
dargestellt.

Esfiel auf, dassHLA-DQB1*05 in 9 signifikant erhbhten Kombinationen enthalten war.
HLA-DQB1*06 war in weiteren 6 signifikant erhdhten Kombinationen nachzuweisen.

In je 4 signifikant erhdéhten Kombinationen waren HLA-DRB1*03, HLA-DRB1* 15, HLA-
B*07, HLA-Cw* 05, HLA-Cw* 02 sowie HLA-Cw* 01 enthalten.
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Tabelle 27:

Freguenzvergleich der Merkmal-K ombinationen dreier Merkmale

bei 24 NZK-Patienten mit Metastasen und bei Kontrollprobanden

HLA NZK-Patienten  Kontroll-
mit Metastasen  probanden
(n=24) (n=157)
n pf n pf RR X2 Py Pri
Fisher’s-exact test signifikant ~ (wenn einesder n < 5)
Cw*2:DRB1*15:DQB1*06 4 16,7% 2 1,3% 11,5/ 15,390 --- 0,0030
A*1:Cw*2:DRB1*15 3 125% 1 06% 1500 13,557 --- 0,0076
B*8:Cw*5:DQB1*06 3 125% 1 06% 1500 13,557 --- 0,0076
B*18:DRB1*15:DQB1*06 3 125% 1 06% 1500 13,557 --- 0,0076
A*11:Cw*5:DRB1*01 2 083% 1 06% 10,71 7,565 --- 0,0467
A*1:Cw*5:DQB1*05 2 083% 1 06% 10,71 7565 --- 0,0467
A*11:Cw* 3:DQB1*06 2 083% 1 06% 10,71 7,565 --- 0,0467
B*7:Cw*4:DRB1* 03 2 083% 1 06% 10,71 7,565 --- 0,0467
B*7:Cw*1:DQB1*05 2 083% 1 06% 10,71 7565 --- 0,0467
B*7:Cw*4:DQB1*05 2 083% 1 06% 10,71 7565 --- 0,0467
B*53:Cw*4:DQB1*05 2 083% 1 06% 10,71 7565 --- 0,0467
B*18:Cw*1:DQB1*06 2 083% 1 06% 10,71 7565 --- 0,0467
B*7:DRB1* 03:DQB1*05 2 083% 1 06% 10,71 7565 --- 0,0467
Cw*1:DRB1* 03:DQB1*05 2 083% 1 06% 10,71 7,565 --- 0,0467
Cw*2:DRB1* 03:DQB1*05 2 083% 1 06% 10,71 7,565 --- 0,0467
Cw*1:DRB1*15:DQB1*05 2 083% 1 06% 10,71 7,565 --- 0,0467
Cw*2:DRB1*16:DQB1*05 2 083% 1 06% 10,71 7,565 --- 0,0467
Cw*5:DRB1*01:DQB1*06 2 083% 1 06% 10,71 7,565 --- 0,0467
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5. Diskussion

Kontrollgruppe und Methodik

Die Kontrollgruppe von 157 Blutspendern aus Sachsen-Anhalt wurde im gleichen Zeitraum
wie die NZK-Patienten serologisch und molekulargenetisch HLA-typisiert. Es ist
hervorzuheben, dass eine komplette molekulargenetische HLA-Typisierung erst fir wenige
deutsche Normalpopulationen mit zum Teil kleinen Probandenzahlen oder dem Fehlen
einzelner Genloci erstellt wurde. Mit 157 Probanden wurde so eine ausreichende und aus

statistischer Sicht vergleichbar grof3e Kontrollgruppe geschaffen.

Die eingesetzten serologischen und molekulargenetischen Methoden der HLA-Typisierung
sind im interdisziplindgren HLA-Labor der Martin-Luther-Universitdt Halle-Wittenberg als
Eurotransplant-Labor routinemal3ig etabliert und werden standig mittels Qualitatskontrollen
abgesichert. Die Untersuchungsmethoden entsprachen damit dem aktuellen Stand und
ermoglichten zuverl&ssige sowie reproduzierbare Ergebnisse. Eine hoch aufldsende PCR war
aufgrund der Datenlage in der Literatur nicht notwendig. Die zu erwartenden Ergebnisse
infolge einer hochauflésenden PCR wuirden wiederum nur sehr kleine Patientengruppen

erfassen, die fur die klinische Routine ohne Relevanz wéren.

Die vorliegende Untersuchung wurde an einer Gruppe von 100 Patienten durchgefihrt, die
aus 356 tumornephrektomierten Patienten zuféllig ausgewahlt worden war. Das Nierenzell-
karzinom wurde fur alle Patienten pathohistologisch gesichert. Die HLA-Typisierung erfolgte
molekulargenetisch, um insbesondere die Genloci HLA-CW, HLA-DRB1*und
HLADQB1*zu erfassen. Mit 100 Probanden ist die Gruppe der Patienten zur statistischen
Anayse hinreichend gro3.  Mit dem Vorgehen der zuféligen Auswahl ist das
Gesamtpatientenkol lektiv reprasentativ widergespiegelt.
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Die Altersverteilung unter den NZK-Patienten

Die ermittelte Altersverteilung unter den 100 HLA-typisierten NZK -Patienten, im Median von
64,7 Jahren (SD 10,3 Jahre), stimmt mit der von anderen Untersuchungen unter NZK-
Patienten Uberein (13, 40, 50). Das besonders haufige Auftreten eines Nierenzellkarzinoms in
der zweiten Lebenshélfte unterstiitzt so die Annahme, dass ein multifaktorielles Geschehen
zur Entstehung der Nierenzellkarzinome fihrt.

Auch die Geschlechterverteilung von 2,2 Méannern zu 1,0 Frauen entsprach den Angaben in
internationalen Ver6ffentlichungen (13, 40, 44, 46, 50 und 87). Die stérkste kritische Noxe
der Studien zu urologischen Tumoren stellt das Rauchen dar (87, 121). Der Nikotinkonsum ist
wiederum mehr als doppelt so haufig unter Mannern als unter Frauen. Somit konnte der
Nikotinkonsum als eine haufige Noxe in den Industrienationen eine wesentliche Ursache fur
die Entstehung von Nierenzellkarzinomen darstellen.

Die Alters- und Geschlechterverteilung entsprach den internationalen Angaben und bestétigte

die Vergleichbarkeit der gewonnen Daten.

Vergleich der pathohistologischen T-Stadien

Die umfangreichste Angabe Uber die Verteilung der pathohistologischen T-Stadien ist 1996
durch das National Institute of Health (NHI) nach retrospektiver Analyse von 11424
Nierentumoren publiziert worden. In der nachfolgenden Gegeniiberstellung ist zu erkennen,
dass die Verteilung der T-Stadien in beiden Gruppen ndherungsweise einander entspricht.

Die vorliegenden Ergebnisse sind hinsichtlich der Verteilung der pathohistologischen T-
Stadien vergleichbar und werden zugleich durch die Angaben in der internationalen Literatur
bestétigt.

Tabelle 28: Vergleich der T-Stadien unter NZK-Patienten in Sachsen-Anhalt und des NHI

T-Stadium Sachsen-Anhalt NHI
PT1 12% 58%
PT2 45 % 53,6 %
PT3 39 % 37,2%
PT4 3% 34 %




Pathohistologische G-Stadien

Fur die Klassifikation der G-Stadien muss vorangestellt werden, dass es mehrere, international
nicht einheitliche Klassifikationen gibt. Die Klassifikation nach THOENES (112) ist die
Zusammenfassung von lichtmikroskopisch erfassbaren zytomorphol ogischen Parametern. Das
Ergebnis ist insbesondere von der Erfahrung des jeweiligen Pathologen abhangig. Mittels
Weiterentwicklung ist versucht worden, diese Parameter zu objektivieren. Jedoch muss dabei
der Heterogenitdt eines Tumors durch multiple Messungen entsprochen werden. Eine

Verbesserung der prognostischen Wertigkeit konnte dadurch noch nicht gesichert werden.

Die vorliegenden Ergebnisse enthalten ein G-Stadium entsprechend der Klassifikation nach
THOENES, die mit Literaturangaben, in denen ebenfdls die G-Klassifikation nach
THOENES verwendetet wurde (44, 68, 87), verglichen wurden.

Im Vergleich zur Literatur ist das G1-Stadium in der vorliegenden Untersuchung mit 18 %
deutlich unterreprasentiert (24-28 %) und das G3-Stadium mit 33 % (12-18 %) deutlich
Uberreprasentiert.

Ein Vergleich der vorliegenden Daten ist mdglich, solange die Beachtung des G-Stadiums
erfolgt.

Haufigkeit des Auftretensvon Metastasen in Bezug auf T- und G-Stadium

Die vorliegende Untersuchung hat gezeigt, dass die Haufigkeit des Auftretens von Metastasen
direkt mit dem T-Stadium als auch mit dem G-Stadium im Zusammenhang steht. Kein Patient
mit einem pT1-Tumor wies im Verlauf eine Metastasierung auf. Hingegen war bei mehr als
einem Drittedd der Patienten im priméren Tumorstadium pT3a eine Metastasierung
nachzuweisen. Unter G1-Tumoren kam es nur in einem einzigen Fall im Verlauf zur
Metastasierung, jedoch bei 14 Patienten mit einem primaren G3-Tumor kam es T-stadien-
unabhéngig zur Metastasierung.

Grundsétzlich ist der Zetpunkt des Auftretens (Frihzeitigkeit) von Metastasen beim
Nierenzellkarzinom prognostisch relevant. 12 (50%) der 24 metastasierten NZK-Patienten
wiesen zur Tumornephrektomie bereits Fernmetastasen auf (synchron). 12 weitere Patienten

entwickelten im Verlauf nach Tumornephrektomie Fernmetastasen (metachron).

55



Die Mehrzahl der metachronen Metastasen wurde in einem Zeitraum von weniger als 15
Monaten nach Tumornephrektomie diagnostiziert. Insgesamt waren mehr als drei Viertel aler
Metastasen (79,2% synchron und metachron; 19/24) bis 15 Monate nach Tumornephrektomie
diagnostiziert. Der Umfang der radiologischen Nachsorge konnte somit friiher als erst nach 5
Jahren hinsichtlich einer Reduktion Giberdacht werden. Computertomographien des Abdomens
sollten 3 Jahre nach Tumornephrektomie, z. B. nur im Falle sonographischer Aufféligkeiten
oder bei abdominellen Beschwerden erfolgen. Dabei sollte aber nicht auf die jahrliche
konventionelle Rontgen-Thorax-Aufnahme verzichtet werden, da mehr as die Hafte der
Spatmetastasen von Nierenzellkarzinomen pulmonale Metastasen sind. Aus Klinischer Sicht
ist ungefahr jede flnfte diagnostizierte Metastasierung als spate Metastasierung zu erwarten.
Insgesamt sind es nur 5 von 100 Patienten, die in der spdteren Nachsorge erfasst werden
mussen. Dies sollte durch intensive klinische und paraklinische Untersuchungen, jahrliche
konventionelle RoOntgen-Thorax-Aufnahme und regelméalBige abdominelle Ultraschall-

untersuchungen erfassbar sein.

Das Verhdltnis der synchronen zu den metachronen Metastasen ist in der vorliegenden
Untersuchung mit 50 % (12/24) hinsichtlich der synchronen Metastasierung Uberreprésentiert,
jedoch ist der Anteil von metastasierten Patienten am Gesamtpatientenkollektiv mit den
Ergebnissen der internationalen Literatur vergleichbar (13, 40, 46, 64, 79). Die dort
gefundenen Angaben zum Auftreten von Metastasen werden ebenfalls durch die eigenen
Ergebnisse bestétigt.

HLA-Klasse |-Merkmale bei NZK -Patienten und bei metastasierten NZK -Patienten

Fur die Gesamtgruppe der NZK -Patienten konnte keine statistisch signifikante Erhohung oder
Verringerung fur die einzelnen Merkmale der HLA-Klasse | bestimmt werden. Dieses
Ergebnis entspricht der Erwartung aus immunologischer Sicht, da die MHC-Klasse I-
Merkmale das ,, KOrpereigene” darstellen.

Unter den 24 metastasierten NZK-Patienten trat eine Erhéhung fur HLA-A*30, HLA-A*31,
HLA-B* 35, HLA-Cw* 04 auf. Die statistisch signifikante Erhdhung fur HLA-A*31 und HLA-
Cw*04 ist hervorzuheben. HLA-B*35 ist infolge der Kopplung als Haplotyp mit ~ HLA -
Cw* 04 ebenfalls erhoht.
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BAIN beschreibt 1997 (2) eine Erhéhung fir die Merkmale HLA-A3 und HLA-A32 unter
Patienten mit Ansprechen auf eine Immuntherapie. Diese Merkmale waren unter den eigenen
NZK- Patienten im Vergleich zu den Kontrollprobanden unaufféllig. Bel den NZK-Patienten
mit dem Merkma HLA-A*32 traten keine (O von 7), mit dem Merkma HLA-A*03
durchschnittlich haufige Metastasen (6 von 24) auf. Die prognostisch ginstige Aussage von
BAIN fur HLA-A*32 kann damit durch die eigenen Ergebnisse unterstiitzt werden. Statistisch
kann das Ergebnis der vorliegenden Arbeit jedoch aufgrund der geringen Zahl nicht gesichert

werden.

Fur die HLA-B*-Merkmale beschreibt ONISHI T. 1996 (78), dass die Immuntherapie bel
Patienten mit HLA-B35(entspricht B*35), B48 (entspricht B*48) und DR9 (entspricht
DRB1*09) deutlich haufiger ansprach. In einer Gruppe von 93 unselektierten Patienten vor
Immuntherapie (vergleichbar mit der Gruppe der metastasierten NZK-Patienten) wurden B35
(entspricht B*35), B48 (entspricht B*48), B60 (entspricht Split von B*40), DR6 (entspricht
DRB1*13+14), DR8 (entspricht DRB1*08) und DR9 (entspricht DRB1*09) in verringerter
Frequenz nachgewiesen. HLA-B48 ist ein Merkmal, welches nur in der asiatischen
Weltbevolkerung auftritt. Dies spiegelt sich entsprechend im Fehlen unter den
Kontrollprobanden und den NZK-Patienten in der vorliegenden Arbeit wider. In der
vorliegenden Untersuchung entsprach die Haufigkeit unter den NZK-Patienten fir HLA-B* 35
und HLA-B*40 denen der Kontrollgruppe. Aufféallig hingegen war, dass 8 der 21 Patienten
mit HLA-B*35 und nur einer von 13 Patienten mit B*40 eine Metastase entwickelten. Diese
Veranderungen bestétigen den gunstigen prognostischen Aussagewert, der von ONISHI fir
HLA-B60 angenommen wurde. Hinsichtlich von HLA-B* 35 konnte das Ergebnis jedoch die
Feststellung von ONISHI nicht stiitzen.

Fur die HLA-B*-Merkmae B*40 und B*35 konnte ein prognostischer, aber nicht
signifikanter Aussagewert nach Tumornephrektomie ermittelt werden.

Aus immunologischer Sicht kann angenommen werden, dass HLA-B*35 und -B*40 erst im
Zusammenhang mit weiteren Merkmalen (Kopplung) entsprechende prognostische Bedeutung
erlangen kénnen.

In der vorliegenden Untersuchung wurde fur das Merkmal HLA-Cw*04 eine signifikante
Erhéhung der Phanotypfrequenz unter metastasierten NZK-Patienten nachgewiesen. In der

Literatur gibt es keine Angaben Uber veranderte Frequenzen von HLA-Cw*-Merkmalen.
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Aufgrund der Kenntnis typischer Kopplungsungleichgewichte von HLA-Cw*-Merkmalen mit
dem HLA-B-Locus und den HLA-Klasse II-Merkmalen ist davon auszugehen, dass die
Erhéhung von HLA-Cw*04 aus einer Kopplung mit einem weiteren prognostisch wichtigen
HLA-Merkmal hervorgeht. Das Klasse I-Merkma HLA-B*35 und weitere auffalige HLA-
Klasse II-Merkmale werden entsprechend in der weiteren Diskussion néher betrachtet. Aus
klinischer Sicht war zusétzlich das verringerte Auftreten von Cw*12 unter metastasierten
Patienten aufféllig, auch wenn keine statistische Signifikanz erreicht wurde. In der Literatur
(2, 18, 31) wurde gezeigt, dass Natlrliche Killerzellen (NK) ohne Présentation von
prozessierten Peptiden, aber vermittelt durch Determinanten von Cw*-Merkmalen, ihre
zytotoxische Wirkung entfalten. So konnte eine erhthte Meastasierungshaufigkeit Folge
minderer Bindung oder eine verminderte Metastasierungshaufigkeit Folge einer erhdhten
Bindung solcher ,NK"-Determinanten sein. BABA et a. (1) zeigt die Moglichkeit einer
Interferenz durch Peptide mit der Folge der Inaktivierung dieser NK-Rezeptoren. So kdnnte
die seltene, aber dennoch auftretende Metastasierung bel dem Merkmal HLA-Cw*12 als
Umgehung der immunologischen Abwehr durch Stoffwechselprodukte z. B. des Tumors

erklart werden.

Abb. 3: Die Vertellung der Merkmale HLA-B*35, -Cw*04 und -Cw* 12 in der Kontrollgruppe,
der Gruppe der NZK -Petienten und der metastasierten NZK -Patienten
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HLA-Klasse I I-Merkmale bel NZK -Patienten und metastasierten NZK -Patienten

Aus den vorliegenden Daten kann geschlussfolgert werden, dass mit dem Merkma DRB1*01
ein Nierenzellkarzinom haufiger entsteht, jedoch besteht fir den Patienten mit DRB1*01 nach
Tumornephrektomie ein vermindertes Metastasierungsrisiko (nur 5 von 32 Patienten/ 15,6%),

d. h. HLA-DRB1*01 spricht fir eine guinstige Prognose nach Tumornephrektomie.
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Bereits 1983 beschriebh KANTOR (49) eine verringerte Frequenz des Antigens HLA-DR1
(entspricht DRB1*01) fur Patienten mit einem ,early onset® (unter 45 Jahren), einem
bilateralen NZK oder einer familiaren Haufung des NZK. Gerade das familidr gehaufte NZK
kommt unter Patienten mit Morbus von HIPPEL-LINDAU vor und weist eine niedrigere
Metastasenhaufigkeit auf. Das von KANTOR (49) vorgestellte Ergebnis eines verminderten
Auftretens von HLA-DR1 steht zwar im Widerspruch zu den eigenen Daten, konnte aber
durch die ungleichen Patientengruppen mit typisch verringerter HLA-DR1-Frequenz erklart
werden. Die Einbeziehung von Familien ist gerade be populationsgenetischen
Untersuchungen ungeeignet, da so das Hardy-Weinberg-Gesetz nicht mehr gltig ist und
statistische Vergleiche mit einer Normalpopulation hinféllig werden. Es ist die Auffalligkeit
des Merkmals HLA-DRB1*01 a's bemerkenswert hervorzuheben.

Auch die zuvor unter 100 NZK-Patienten bestimmte verringerte Frequenz von DRB1*08
konnte unter den metastasierten NZK-Patienten nicht mehr nachvollzogen werden. 2 der 3
Patienten mit DRB1*08 wiesen eine Metastasierung im Verlauf nach Tumornephrektomie
auf. Das Ergebnis unterstiitzt zumindest den negativen prognostischen Wert von DR8 (41). Zu
berticksichtigen ist, dass das Merkmal HLA-DRS8 in der Normalpopulation selten vorkommt
(< 10 %). Eine groRRere Bedeutung fir die Analyse der Gesamtpopulation von

Nierenzellkarzinomen ist schon deswegen nicht zu erwarten.

Die Merkmale HLA-DR1 und DR8 waren 1983 nur relativ unsicher mittels der vorhandenen
AntikOrpersets zu bestimmen. Die publizierten Arbeiten mit Ergebnissen der
molekulargenetischen HLA-Bestimmung erfassen die Merkmale HLA-DRB1*01 und -
DRB1*08 nicht.

Das Merkmal HLA-DRB1*15 wurde in gleicher Haufigkeit wie in der Kontrollgruppe
gefunden, jedoch nur einer der 20 NZK-Patienten mit diesem Merkmal entwickelte eine
Metastase im Verlauf.

Damit kann dem Merkmal HLA-DRB1*15 ein prognostisch glnstiger Aussagewert

zugeordnet werden.
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Abb. 4. Die Vertellung von HLA-DRB1*01 und -DRB1*08 in der Kontrollgruppe, der Gruppe
der NZK-Patienten und der metastas erten NZK -Patienten
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Fir die HLA-DQB1*-Merkmale ist unter den 100 NZK-Patienten sowie unter den 24 im
Verlauf metastasierten NZK-Patienten eine Erhthung fir DQB1*05 festzustellen. Eine
entsprechende Mitteilung gibt es in der Literatur bisher nicht. Es ist festzustellen, dass
Menschen mit diesem Merkmal signifikant haufiger an einem Nierenzellkarzinom erkranken
und dass das Riskko nach Tumornephrektomie hinsichtlich der Entwicklung einer
Fernmetastasierung erhéht ist. Immunologisch konnte dieses Ergebnis so erklart werden, dass
durch DQB1*05 als regulatives Merkma (HLA-Klasse I[I-Genlocus) eine schlechtere
Antigenerkennung bzw. Présentation vermittelt werden konnte.

HLA-DRB1*01 und -DQB1*05 stellen eine fixe Kopplung fur -DRB1*01 dar. Fur diese
Kombination sind die Frequenzen analog der von HLA-DRB1*01. Prognostisch ist HLA-
DRB1*01 das fuhrende Merkmal. Eine mogliche Erklarung wére, dass ein sehr effektives

HLA-Klasse II-Merkmal fur die Antigenerkennung bzw. Prasentation ausreichend ist.

Abb. 5: Die Verteilung von HLA-DQB1*05 und —-DQB1*06 in der Kontrollgruppe, der Gruppe
der NZK-Patienten und der metastasi erten NZK -Petienten
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Aufgrund der Komplexitat des Zusammenwirkens von HLA-Klasse | und HLA-Klasse II-
Merkmalen bel den immunologischen Abléufen ist anzunehmen, dass vorrangig
Kombinationen bzw. Kopplungen von Merkmaen prognostische Bedeutung beim

Nierenzellkarzinom haben konnten.

Zusammenhang zwischen der Kopplung zweier HLA-Merkmale und dem Auftreten von
Nierenzellkarzinomen bzw. des Auftretens von Metastasen im Verlauf nach

Tumornephrektomie

Da umfangreiche zusdtzliche Familienuntersuchungen nicht moglich waren, wurden
mathematische Kombinationen bestimmt. Nur 9 der 2034 Kombinationen wiesen unter den
NZK-Patienten eine veranderte Merkmal-Haufigkeit gegentber Kontrollprobanden auf. Die
drei Merkmal-Kombinationen HLA-DRB1*01:DQB1*05, HLA-Cw*03:DQB1*05 und HLA-
A*01:DRB1*01 sind aufgrund ihrer Signifikanz im x2-Test besonders hervorzuheben. Dabel
ist aufféllig, dass in alen drei Kombinationen mindestens eines der beiden Merkmale HLA-
DRB1*01 oder -DBQ1*05 vorkommt. Wie bereits erwadhnt, liegt eine 100%-ige Kopplung
zwischen HLA-DRB1*01 und -DQB1*05 vor. Diese Kombination kann aufgrund der
bekannten Kopplung als Haplotyp bezeichnet werden.

Bel der Analyse der signifikant verénderten Kombinationen unter den 24 metastasierten NZK -
Patienten ist in drei von sechs signifikant erhéhten Kombinationen HLA-DQB1* 05 vertreten.
Fir das Merkma HLA-DQB1*05 sowohl as Einzelmerkmal als auch in der Kombination
gilt, dass Personen mit diesem Merkmal haufiger Nierentumore entwickeln und diese Tumore
haufiger metastasieren (13/45 — nahezu jeder dritte Patient mit Nierenzellkarzinom und
DQB1*05 entwickelte Metastasen).

So wie unter den Einzel-Merkmalen, lasst DRB1*01 auch unter den NZK-Patienten fir die
Merkmal-Kombinationen eine Erhthung erkennen. Es kann demzufolge angenommen
werden, dass HLA-DRB1*01 ein Merkmal fir Personen ist, die haufiger ein
Nierenzellkarzinom entwickeln. Die Prognose nach Tumornephrektomie ist dabei jedoch als
gunstiger zu beurteilen, danur jeder 6. bis 7. Patient eine Metastase im Verlauf entwickelte.

In der Kombination mit HLA-DQB1*05 ist HLA-DRB1* 01 weiter prognosebestimmend.
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Die Kombinationen zweier Merkmale unter metastasierten NZK-Patienten (HLA-
Cw*07:DQB1*05, HLA-A*01:DQB1*05, HLA-A*01:Cw*04, HLA-A*01:B*35, HLA-
A*03:DQB1*05 und HLA-B*44:Cw*(07) enthaten die weteren Merkmale HLA-A*01,
-A*03, -B* 35, -B*44, -Cw* 04 und -Cw*07.

Zieht man die Ergebnisse aus der Berechnung des Fisher’s-exact tests hinzu, ist weiterhin
HLA-A*31 zu erwdhnen (A*31:B* 35, A*31:Cw* 04). Die Wiederholung der Merkmale HLA-
A*01, -B*35, -Cw*04, -Cw*07 und -DQB1*05 in ihren Kombinationen verstarkt die
Aussagen zur Bedeutung der Einzel-Merkmale HLA-A*31, -B*35, -Cw*04 und -DQ1*05.
HLA-A*01 und -Cw*07 sind infolge der Kopplung unter den metastasierten Patienten erhoht,
jedoch ihre alleinige Frequenz verandert sich nicht gegeniiber der Normal popul ation.

Wie bereits von BAIN 1996 (2) beschrieben, kann auch in der vorliegenden Analyse eine
Erhdhung fur HLA-A*31 in Kombination mit -B*35 und -Cw*04 unter Patienten mit
Metastasen im Verlauf nach Tumornephrektomie festgestellt werden. Vier der sieben NZK-
Patienten entwickelten im Verlauf eine Metastase. Damit ist eine deutlich hohere
Metastasierungshaufigkeit nach Tumornephrektomie im Vergleich zur Gesamtgruppe bei
Vorliegen von A*31 festzustellen. In der Arbeit von BAIN (2) wurden die Merkmale
grundsétzlich ohne Erfassung der  Kopplungen oder Kombinationen analysiert. Die
Gesamtgruppe der immuntherapierten NZK-Patienten in der Anayse von BAIN (2) enthalt
primér bereits einen Uberdurchschnittlich hohen Anteil an Patienten mit dem Merkmal HLA-
A*31 (13,3 %).

Entsprechend konnten weitere prognostische Faktoren in Bezug auf die Immuntherapie
selektiert worden sein mit dem Ergebnis einer erhéhten Ansprechrate auf Interferon-2a.

Das wiederholte Auftreten von HLA-A*31 mit -B*35 und -Cw*04 ist als Bestétigung des
Ergebnisses zu betrachten, da populationsgenetisch eine strenge Kopplung zwischen HLA-
Cw*04 und -B*35 besteht. Hinsichtlich des Auftretens von Metastasen nach
Tumornephrektomie ist somit HLA-A* 31 als prognostisch negativ einzustufen.

Fur die Merkmal-K ombinationen zweier Merkmale bei NZK-Patienten und bei metastasierten
NZK-Patienten ist festzustellen, dass Personen mit HLA-DRB1*01 und -DQB1*05 haufiger
ein Nierenzellkarzinom entwickeln. Nach Tumornephrektomie ist HLA-DRB1*01 protektiv
und HLA-DQB1*05, -A*31, -B*35 und -Cw*04 prognostisch ungunstig hinsichtlich der

Entwicklung von Fernmetastasen.
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Zusammenhang zwischen HLA-Merkmal-Kombinationen dreier Merkmale und dem
Auftreten von Nierenzellkarzinomen sowie der Metastasierung im Verlauf nach

Tumornephrektomie

Aus statistischer Sicht ergeben sich bei NZK-Patienten signifikante Abweichungen fir 15
Kombinationen dreier Merkmale sowie fir 18 Kombinationen aus drei Merkmalen unter den
24 metastasierten NZK -Patienten. Wie bereits in den Ergebnissen formuliert, kbnnen einzelne
Merkmale mehrfach in den Kombinationen dreier Merkmale erfasst werden.

HLA-DRB1*15 konnte unter den NZK-Patienten und bei den metastasierten NZK-Patienten
in 4 signifikant erhdhten Merkmal-Kombinationen dreier Merkmale erfasst werden.

Als Einzelmerkma hatte HLA-DRB1*15 eine protektive Bedeutung unter den NZK-
Patienten. Dieser protektive Effekt wird von den Wiederholungen in den Kombinationen
bestétigt.

In vier signifikant erhdhten Kombinationen bel NZK-Patienten wie bei metastasierten NZK -
Patienten ist das Merkma HLA-DQB1*06 enthalten. Nur sechs der primér vierzig HLA-
DQB1*06-tragenden NZK-Patienten wiesen im Verlauf eine Metastase auf (nur jeder 6. bis 7.
NZK-Patient mit HLA-DQB1* 06 entwickelte M etastasen).

Fur das Merkmal HLA-DRB1*15 besteht ein Linkage mit HLA- DQB1*06. Der protektive
Wert fur die Kombination ist gleich dem von HLA-DRB1*15 (nur ein Patient von 20 NZK-
Patienten mit HLA-DRB1*15:DQB1* 06 entwickelte Metastasen).

Weitere Merkmale (HLA-DRB1*03, HLA-B*07, HLA-Cw*01, HLA-Cw*02, HLA-Cw*05)
wurden in je vier signifikant erhdhten Kombinationen von metastasierten NZK-Patienten
gefunden. Bei der Uberpriifung der Plausibilitét fir die Einzelmerkmale konnten weder unter
NZK-Patienten noch unter den metastasierten NZK-Patienten prognostische Wertigkeiten
erfasst werden. Damit wird der Umfang an Merkmalen, die Einfluss auf die Prognose des

Nierenzellkarzinoms nach Tumornephrektomie nehmen, nicht erweitert.

Die Ergebnisse der Kombinationen dreier Merkmale bei NZK-Patienten und metastasierten
NZK-Patienten fuihren zu der Aussage, dass nach Tumornephrektomie die Merkmale HLA-
DQB1*05, -B*35, -Cw*04 metastasenférdernd, HLA-DRB1*15 und -DQB1*06 protektiv

sind.
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Abb. 6: Die Verteilung von HLA-B* 35, -Cw*04 und -DQB1*05 sowie der Kombination HLA-
Cw*04: B*35: DQB1*05 in der Kontrollgruppe, der Gruppe der NZK-Patienten und der
metastasierten NZK-Patienten
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Die konkreten Kombinationen dreier Allele sind zwar statistisch signifikant abgrenzbar,
jedoch fur die klinische Beurteilung aufgrund der geringen Fallzahl nicht als relevant zu
bewerten. Nimmt man nur die beiden haufigsten Kombinationen dreier Merkmale unter NZK -
Patienten (HLA-B* 14:Cw*04:DRB1* 15, HLA-Cw*06:DRB1*08:DQB1*06 und HLA-A*03:
B*14:DRB1*15), so werden nur 28 von 100 Patienten prognostisch beurteilbar. Durch die
Analyse der Einzel-Merkmale HLA-B* 35, -Cw*04, -DRB1*15, -DQB1*05 und -DQB1*06
steigt der Antell prognostisch beurteilbarer NZK-Patienten auf Uber 60 %. Aus Klinischer
Sicht steht so die Erfassung der Einzelmerkmale im Vordergrund.

6. Zusammenfassung

Das Nierenzellkarzinom stellt die haufigste Form (mehr als 85 %) renaler Raumforderungen
dar. Besonders in den Industrienationen kam es in den 80-er Jahren zu einer deutlichen
Zunahme der Inzidenz. Mit der Entwicklung der Oberbauchsonographie zu einer der
haufigsten Routineuntersuchungen werden zunehmend Zufallsbefunde diagnostiziert, die

wiederum deutlich h&ufiger Tumoren im Frihstadium entsprechen.
Die radikale Tumornephrektomie ist derzeit weiterhin die einzige anerkannte Therapieform

mit kurativem Ansatz. Die Kuration ist wiederum nur bei loka begrenzt wachsenden

Tumoren moglich.
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Die wesentliche Frage nach Tumornephrektomie besteht in der Beurteilung des individuellen
Risikos eines Patienten beztglich der Entwicklung von Fernmetastasen.
Die Beurteilung der individuellen Prognose erfolgt derzeit weiterhin durch die Erfassung der

klinischen Stadien, die sich aus den pathohistologischen T-, N- und M-Stadien ergeben.

In der vorliegenden Arbeit war es das Ziel, erstmals Merkmale zu erfassen, um individuelle
Risikoprofile zu erstellen. Es wurden 100 NZK-Patienten aus dem Raum Halle hinsichtlich
der Vertellung der HLA-Klasse I- und -Klasse II-Merkmale mittels zum Tell serologischer
(Klasse I) und molekul argenetischer Methoden (Klasse | und 1) untersucht und mit gesunden

Gelegenheitsblutspendern verglichen.

In gleicher Weise wie mit dem Auftreten des Nierenzellkarzinoms wurden Einzelmerkmale
und Kombinationen unter der Klinischen Fragestellung des Auftretens von Metastasen

anaysiert.

Die Kontrollgruppe von 157 Blutspendern aus Sachsen-Anhalt wurde im gleichen Zeitraum

serologisch und molekulargenetisch HLA-typisiert.

Aus 356 tumornephrektomierten Patienten wurden 100 Patienten zuféllig ausgewahlt und
unter Benutzung serologischer in Kombination mit molekulargenetischer Methodik HLA-
typisiert. Die molekulargenetische HLA-Typisierung erfolgte mittels niedrig-aufl6sender
PCR-SSP-Methode.

Durch die molekulargenetische HLA-Typisierung wurden alle serologisch erstellten Befunde
gepruft und erweitert. Dank der PCR-SSP wurden RCC-Patienten erstmals auf alle HLA-Cw*
und HLA-DQB1*-Merkmal e kompl ett untersucht.

Das Alter der NZK-Patienten war zum Zeitpunkt der Tumornephrektomie im Median bel
Mannern 61,1 Jahre bzw. bei Frauen 64,7 Jahre.

57 NZK-Patienten befanden sich in einem lokal begrenzt wachsenden Stadium (pT1:pT2). 39
NZK-Patienten wurden im Stadium pT3 sowie 4 NZK-Patienten im Stadium pT4
diagnostiziert. Unter den 100 NZK-Patienten wurde bel 18 Patienten pathohistologisch ein
G1-Stadium, bei 49 Patienten ein G2-Stadium und bei 33 Patienten ein G3-Stadium
diagnostiziert.
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Die pT-Stadien und G-Stadien wiesen eine direkte Korrelation zur Haufigkeit des Auftretens
von Metastasen auf. Ab dem Stadium pT3a kam es in mehr as einem Drittel der Félle im
Verlauf zur Metastasierung, und in tber 40 % aller G3-Tumoren wurde eine Metastasierung
diagnostiziert.

Mittels statistischer Analysen (x2-Test, Fisher's-exact test) wurden fur die HLA-Klasse I-
Merkmale unter NZK-Patienten im Vergleich zu den 157 gesunden Kontrollprobanden keine
statistisch signifikanten Unterschiede ermittelt.

Im Gegensatz dazu konnten bei den NZK-Patienten statistisch signifikante Erhohungen der
Frequenzen von HLA-DRB1*01 und -DQB1*05 (Haplotyp HLA-DRB1*01:DQB1*05)
nachgewiesen werden. Zusétzlich wurde in der Gesamtgruppe eine signifikante Verminderung
fur HLA-DRB1* 08 beobachtet.

Bel 24 der 100 NZK-Patienten traten Metastasierungen im Verlauf nach Tumornephrektomie
auf. In dieser Tellgruppe konnten statistisch signifikante Erhéhungen fur die HLA-Klasse |-
Merkmale HLA-A*31 und -Cw*04 gesichert werden. Eine Phanotypfrequenzerhéhung fir
HLA-B*35 war auffdlig, jedoch nicht statistisch signifikant. Die Erhthung von HLA-B*35
konnte al's Folge der Kopplung mit -Cw* 04 zu werten sein.

Auch in der Gruppe der metastasierten NZK-Patienten wurden signifikante Veranderungen
der Phanotypfrequenzen von HLA-Klasse [I-Merkmalen statistisch gesichert. Die zuvor unter
100 NZK-Patienten besonders aufféllige Erhohung von HLA-DRB1*01 war bel den

metastasi erten NZK -Patienten nicht mehr nachweisbar.

Die nachgewiesene Erhéhung von HLA-DQB1*05 war fur die metastasierten NZK-Patienten
in noch deutlicherem Mal3e as in der Gesamtgruppe der NZK-Patienten feststellbar. Die
Kombination von HLA-DRB1*01 mit DQB1*05 als Kopplung auf eéinem Chromosom besitzt
eine dem Einzelmerkmal -DRB1*01 gleiche prognostische Bedeutung. Als signifikante
Verringerung unter den Merkmalen konnte HLA-DRB1*15 unter den metastasierten NZK-
Patienten bestimmt werden. Das damit gekoppelte Merkmal HLA-DQB1*06 (Haplotyp HLA-
DRB1*15:BQB1*06) war nicht statistisch signifikant verringert, doch besitzt es wie HLA-
DRB1*15 enen protektiven Wert in Bezug auf eine Metastaserung nach

Tumornephrektomie.
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Durch die Erfassung und statistische Analyse der Kombination zweier Merkmale bei den 100
NZK-Patienten sowie den 24 metastasierten und 76 nicht metastasierten NZK-Patienten
konnte gezeigt werden, dass mit dem Merkmal HLA-DRB1*01 eine haufigere Entstehung von
Nierenzellkarzinomen verbunden ist. Im Verlauf nach Tumornephrektomie ist dieses
Merkmal jedoch prognostisch protektiv zu bewerten.

Auch mit dem Merkma HLA-DQB1*05 treten vermehrt Nierenzellkarzinome auf, und nach
Tumornephrektomie kommt es haufiger zur Metastasierung. In gleicher Weise kann fir die
miteinander gekoppelten Merkmale HLA-Cw* 04 und HLA-B* 35 festgestel It werden, dass bei
deren Auftreten nach Tumornephrektomie verstarkt mit Metastasen zu rechnen ist.

Probanden mit den Merkmalen HLA-DRB1* 15 und HLA-DQB1* 06 entwickeln entsprechend
dem Mittel der Population Nierenzellkarzinome, jedoch nach Tumornephrektomie kommt
diesen Merkmalen eine protektive Bedeutung zu.

Mit der Analyse der Kombination von zwel und drei Merkmalen wurden die Ergebnisse aus
den Betrachtungen der Einzel-Merkmale Uberprift und zusétzliche Merkmale mit
prognostischer Bedeutung (konkrete M erkmal-K ombinationen) erfasst.

Die Merkmae HLA-A*31, -B*35, -Cw*04, -DRB1*01, -DRB1*15, -DQB1*05 und
-DQB1*06 sind as Risikofaktoren beim Nierenzellkarzinom einzustufen und kdénnen zur

Erstellung eines individuellen Risikoprofils verwendet werden.

Aus der Analyse von 100 NZK-Patienten und 24 Patienten mit Metastasierung im Verlauf

nach Tumornephrektomie sind folgende Schlussfolgerungen abzul eiten:

1. Mit den Merkmalen HLA-DRB1*01 und HLA-DQB1*05 ist ein deutlich haufigeres
Auftreten von Nierenzellkarzinomen verbunden.

2. Be Vorliegen des Merkmas HLA-DRB1*01 kommt es seltener zur
Fernmetastasierung.

3. Nach einer Tumornephrektomie ist bei Vorliegen des Merkmals HLA-DQB1*05
deutlich haufiger mit einer Fernmetastasierung zu rechnen.

4. Die Prognose des Haplotyps HLA-DRB1*01:DQB1*05 ist gleich der fur -DRB1*01.
Bel der Kombination der Merkmale HLA-A*31, -B*35 und HLA-Cw*04 tritt nach
Tumornephrektomie eine haufigere Metastasierung auf.

6. Die Merkmale HLA-Cw*12, HLA-DRB1*15 und HLA-DQB1*06 sind bel Patienten

nach Tumornephrektomie metastasenprotektiv.
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8.

Thesen

Mit einem Anteil von etwa 3 % aller bosartigen Geschwilste gehort das Nierenzell-
karzinom zu den selteneren Karzinomen. Das Nierenzellkarzinom ist mit mehr als
85 % der haufigste primare Tumor des Nierenparenchyms. Umwelteinfllisse werden
heute bei der Entstehung des Nierenzellkarzinoms als kritische Faktoren
angenommen. Die radikale Tumornephrektomie ist die einzige Therapieform mit
kurativem Ansatz. Die Frage nach Tumornephrektomie besteht in der Beurteilung des
M etastasi erungsrisikos.

Die Beurteillung der Prognose nach Tumornephrektomie erfolgt durch die Erfassung
der klinischen Stadien, die sich aus den pathohistologischen T-, N-, M- und G-Stadien
ergeben. Der Wert von Tumormarkern wie ICAM-1 und Ki-67 setzte sich aufgrund

der Heterogenitédt der Tumoren in der klinischen Praxis nicht durch.

Ausgepragte Infiltrate zytotoxischer T-Lymphozyten in den Nierenzellkarzinomen und
ihren Metastasen sowie die klinische Wirksamkeit immunologischer Therapieformen
beim metastasierten Nierenzellkarzinom weisen diesen malignen Tumor as
immunogen aus. MHC-Molekile sind entscheidend an der Pragung des

Immunsystems und der Aktivierung spezifischer Abwehrmechanismen beteiligt.

In den Studien von KANTOR et a., ONISHI et a. und BAIN et a. wurde eine
Assoziation der HLA-Merkmale mit der Entstehung und Metastasierung von
Nierenzellkarzinomen gezeigt und die Hypothese aufgestellt, dass Gene oder
Genprodukte der MHC-Region an der Pathogenese beteiligt sind. Die Analyse erfolgte
bisher an kleinen oder stark selektierten Patientengruppen.

Mit der vorliegenden Arbeit wurde die Vertellung der HLA-Klasse | und —Klasse I1-
Merkmale in einer relativ grof3en und unselektierten Gruppe von Nierenzellkarzinom-
patienten aus dem Raum Sachsen-Anhat mittels molekulargenetischer Methoden
untersucht. Die HLA-Typisierung erfolgte bei 100 histologisch gesicherten
Nierenzellkarzinompatienten im Vergleich zu 157 gesunden Blutspendern als

Kontrollgruppe.
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10.

11.

12.

13.

Die Nachbeobachtung der tumornephrektomierten Patienten erfolgte im Median Uber
60,2 Monate und ist somit reprasentativ hinsichtlich der Erfassung von Metastasen im
Verlauf. Die Altersverteilung mit einem Median von 62,3 Jahren und die
Geschlechtsverteilung von 2:1 wie Méanner zu Frauen entspricht den Angaben in der
Literatur.

Der jewells direkte Zusammenhang zwischen der Zunahme der T- oder G-Stadien

sowie der Zunahme der M etastasi erungshaufigkeit konnte nachvollzogen werden.

Die Merkmale HLA-DRB1*01 und HLA-DQB1*05 waren mit einem haufigeren
Auftreten von Nierenzellkarzinomen verbunden.

Bel Vorliegen des Merkmals HLA-DRB1*01 kommt es nach Tumornephrektomie

seltener zur Fernmetastasierung.

Nach einer Tumornephrektomie ist bel Vorliegen des Merkmals HLA-DQB1*05

haufiger mit einer Fernmetastasierung zu rechnen

Bel Vorliegen der gekoppelten Merkmale HLA- A*31, HLA-B*35 und HLA-Cw*04
tritt nach Tumornephrektomie eine haufigere Metastas erung auf.

Die Merkmale HLA-DRB1*15 und HLA-DQB1*06 waren bel Patienten nach
Tumornephrektomie metastasenprotektiv.

Die Merkmale HLA-A*31, -B*35, -Cw*04, -DRB1*01, -DRB1*15, -DQB1*05 und

-DQB1*06 sind zur Erstellung von individuellen Risikoprofilen nach
Tumornephrektomie geeignet.
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