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DNA-ANALYSE BEIM
NIERENZELLKARZINOM: BEDEUTUNG
ALS SELEKTIONSFAKTOR FUR DIE
ADJUVANTE IMMUNTHERAPIE MIT
INTERFERON ALPHA

Summary

Adjuvant therapy with interferon
alpha in non-metastatic renal cell
carcinoma is still controversially
discussed. No significant benefit
was found in unselected patients”
collectives. It was the aim of the
present study to find appropriate
selection factors for an isolation
of patients profiting from this
treatment. Survival data of 119
patients undergoing
tumornephrectomy because of a
renal cell carcinoma were
documented completely. T-stage
and grading as well as DNA-
ploidy were evaluated in all
tumors. 33 patients received an
adjuvant therapy with interferon
alpha for one year. Ploidy was
measured by means of DNA-
cytophotometry. 56 (47 %)

/USAMMENFASSUNG

Die adjuvante Therapie des nicht-
metastasierten Nierenzell-
karzinoms mit Interferon alpha
wird weiterhin kontrovers disku-
tiert. In unselektierten Patienten-
kollektiven konnte bislang kein
signifikanter Uberlebensvorteil
nachgewiesen werden. In der
vorliegenden Untersuchung sollte
gepruft werden, ob die DNA-
Analyse eine Selektion von Pati-
enten erlaubt, die von einer
adjuvanten Interferon Therapie
profitieren. Die Uberlebensdaten
von 119 Patienten, die wegen
eines nicht-metastasierten
Nierenzellkarzinoms nephrek-
tomiert wurden, konnten vollstan-
dig dokumentiert werden. Neben

showed a diploid and 63 (53 %)
an aneuploid DNA-distribution.
T-stage and ploidy were seen to
be good prognostic parameters
with a significant better survival
in patients with diploid vs.
aneuploid and T2 vs. T3/4
tumors. Interferon alpha showed
no significant benefit in the
unselected collective, however
provided a marginal but not
significant better survival in
diploid tumors. T-stage and
grading were no appropriate
selection factors for the interferon
treatment. These results
demonstrate, that interferon alpha
might provide a prognostic
benefit in patients with diploid
renal cell carcinoma. However
additional investigations are
necessary to give a general
recommendation for this therapy.

T-Stadium und Grading wurde
auch die DNA-Ploidie dieser
Tumoren mittels DNA-Zyto-
photometrie analysiert. 33 dieser
Patienten erhielten eine adjuvante
Therapie mit Interferon alpha fr
die Dauer eines Jahres. Die
Ploidie konnte bei allen Tumoren
bestimmt werden. 56 (47 %)
Tumoren zeigten ein diploides
und 63 (53 %) ein aneuploides
DNA-Verteilungsmuster. T-Stadi-
um und Ploidie erwiesen sich als
geeignete prognostische Parame-
ter fir das Gesamtiiberleben mit
einem signifikanten Vorteil ftir T2-
gegentiber T3/4- und diploiden
gegeniiber aneuploiden Tumoren.
Im unselektierten Patienten-
kollektiv konnte kein Uberlebens-
vorteil durch die adjuvante Inter-
feron Therapie nachgewiesen
werden. Diploide Tumoren wie-

sen einen marginalen Uber-
lebensvorteil gegeniiber
aneuploiden durch die adjuvante
Immuntherapie auf. T-Stadium
und Grading erwiesen sich dage-
gen als ungeeignete Selektions-
faktoren. Die Ergebnisse zeigen,
daf eine adjuvante Therapie mit
Interferon alpha beim nicht-
metastasierten Nierenzellkarzi-
nom das Uberleben bei Patienten
mit den prognostisch giinstigeren
diploiden Tumoren verbessern
konnte. Es sind jedoch weitere
Untersuchungen nétig, um eine
generelle Empfehlung fiir diese
Therapie zu geben.

EINLEITUNG

Die Immuntherapie mit Interferon
alpha hat sich als palliativer
Therapieansatz beim metastasier-
ten Nierenzellkarzinom fest
etabliert. Interferon wird hier
entweder als Monotherapie oder
in Kombination mit diversen
Zytostatika bzw. Interleukin 2
appliziert [1, 2]. Die adjuvante
Therapie beim nicht-metastasier-
ten Tumor wird jedoch weiterhin
kontrovers diskutiert. Bislang
konnte kein signifikanter Uber-
lebensvorteil in unselektierten
Patientenkollektiven nachgewie-
sen werden [3]. Es wurde deshalb
versucht, geeignete Faktoren fuir
eine Selektion von Patienten zu
finden, die von einer adjuvanten
Interferon-Therapie profitieren.
Neben den klassischen pathologi-
schen Tumorklassifikationen wie
das TNM- oder Robson-System
bzw. das Tumorgrading werden
mittlerweile auch molekular-
biologische Faktoren zur Beurtei-
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lung der Prognose herangezogen.
Vor allem die DNA-Ploidie erwies
sich speziell beim Nierenzell-
karzinom als guter prognostischer
Faktor [4, 5]. Untersuchungen
zeigen, dals Tumoren mit diplo-
idem DNA-Gehalt eine signifikant
bessere Prognose besitzen als
aneuploide Karzinome [6, 7]. Die
DNA-Ploidie ist sowohl durch
Einzelbildanalyse als auch mittels
DurchfluB-Zytometrie quantifi-
zierbar. In der vorliegenden
Untersuchung erhielten Patienten
mit einem nicht-metastasierten
Nierenzellkarzinom eine adju-
vante Therapie mit Interferon
alpha. Es war Ziel dieser Studie,
zu klaren, ob Faktoren wie T-
Stadium, Grading oder DNA-
Ploidie eine Selektion von Patien-
ten fir eine adjuvante Immun-
therapie ermoglichen.

PATIENTEN UND METHODEN

Zwischen 1987 und 1996 wurden
119 Patienten mit einem nicht-
metastasierten Nierenzell-
karzinom an unserer Abteilung
tumornephrektomiert. Es wurden
ausschliellich Patienten bertick-
sichtigt, die keine zuséatzlichen
adjuvanten Therapien erhielten.
Die Uberlebensdaten wurden
mittels telefonischer Befragung in
regelmafigen Abstanden evalu-
iert. Die Tumoren wurden mittels
TNM-System (TNM-Klassifikation
von 1992) und Tumor-Grading
klassifiziert. Patienten mit pT1-
Tumoren wurden ausgeschlossen,
da in dieser Gruppe kein einziges
Rezidiv auftrat. 24 dieser 119
Patienten (20 %) erhielten
Interferon alpha 2A (Hofmann La
Roche, Grenzach-Wyhlen,
Deutschland) in einer taglichen

Dosis von 1,5 Mio. IE tiber einen
Zeitraum von 10 Tagen. Dieses
Therapieschema wurde viermalig
in Abstanden von 3 Monaten
wiederholt. Die Bestimmung der
DNA-Ploidie erfolgte mittels
Einzelbildanalyse. Es wurden
dazu mehrere Proben rando-
misiert aus jedem Tumor entnom-
men und mittels Feulgenscher
Kernmethode gefarbt. Der DNA-
Gehalt von 200 Zellkernen wurde
standardisiert mit dem ACAS-
System (Dr. O. Ahrens Mefstech-
nik, Bargteheide, Deutschland)
bestimmt. Als diploide Referenz-
probe dienten 200 Glia-Zellen,
die derselben Messung unterzo-
gen wurden. Es wurde fiir jeden
Tumor ein DNA-Histogramm
erstellt und ein Ploidie-Faktor
mittels Computer-Analyse ermit-
telt. Tumoren mit einem Ploidie-
Faktor < 2,3 wurden als diploid,
solche mit einem Faktor zwischen
3,7 und 4,3 als tetraploid defi-
niert. Ein Faktor > 4,3 wurde als
aneuploid angesehen. Im Bereich
zwischen 2,3 und 3,7 wurden die
Tumoren abhdngig von der Form
des DNA-Histogramms klassifi-
ziert. Die Ergebnisse von T-
Stadium, Tumor-Grading und
DNA-Zytophotometrie wurden
mit dem Patienten-Uberleben
korreliert. Die Nachbeob-
achtungszeiten variierten zwi-
schen 2 und 11 Jahren. Die
statistische Auswertung wurde
nach der Kaplan-Meier-Methode
mit Logrank-Test durchgefiihrt.

ERGEBNISSE

Abgesehen von passageren

subfebrilen Temperaturerhohun-
gen bei wenigen Patienten wur-
den keine wesentlichen Neben-
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wirkungen festgestellt, so daB die
Therapie bei allen Patienten nach
dem geplanten Schema durchge-
fiihrt werden konnte. Die Uber-
lebensdaten konnten mittels
telefonischer Befragung bei allen
Patienten ltickenlos dokumentiert
werden. Eine Gesamtanalyse im
unselektierten Patientengut zeigte
keinen Uberlebensvorteil fir die
adjuvante Therapie mit Interferon
alpha (Abb. 1). 84 Patienten (71 %)
wiesen einen pT2-, 34 (28 %)
einen pT3-und 1 (1 %) einen
pT4-Tumor auf. Aufgrund dieser
Verteilung wurden pT3- und pT4-
Tumoren in eine Gruppe zusam-
mengefalst. Ein Vergleich beider
Gruppen zeigte einen signifikan-
ten Uberlebensvorteil fiir die pT2-
Karzinome. Allerdings profitierten
weder die Patienten mit pT2-
noch solche mit pT3/4-Tumoren
von der Interferon-Therapie (Abb.
2). Das Tumor-Grading zeigte 35
(29 %) G1- sowie 84 (71 %) G2/
3-Tumoren. Das Grading erlaubte
keine prognostische Abschatzung
bzgl. des Patienten-Uberlebens.
Wie das T-Stadium, so erwies sich
auch das Tumor-Grading als
ungeeigneter Selektionsfaktor fiir
die Interferon-Therapie (Abb. 3).
Mit Hilfe der DNA-Einzel-
bildanalyse konnte die Ploidie bei
allen Tumoren gut bestimmt
werden. Die Messungen demon-
strierten eine diploide DNA-
Verteilung bei 56 (47 %) sowie
eine aneuploide bei 63 (53 %)
Tumoren. Karzinome mit tiber-
wiegend tetraploidem DNA-
Gehalt konnten in unserem
Patientengut nicht nachgewiesen
werden. Eine positive Korrelation
zwischen Ploidie und Uberleben
nach Tumornephrektomie konnte
gezeigt werden. Patienten mit
einem diploiden Nierenzell-
karzinom hatten eine signifikant
(p = 0,047) bessere Prognose als
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Abbildung 1: Patiententiberleben: Interferontherapie
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solche mit aneuploiden Tumoren
(Abb. 4). Ein Vergleich beider
Therapiegruppen demonstrierte
einen marginalen jedoch nicht
signifikanten (p < 0,088) Uber-
lebensvorteil fiir die
Interferontherapie in der Gruppe
der diploiden Tumoren (Abb. 5).
In dieser Gruppe starb kein
Patient aufgrund eines Rezidivs
oder von Metastasen. Bei den
aneuploiden Tumoren konnte
kein prognostischer Vorteil durch
die Immuntherapie erzielt wer-
den.

Abbildung 2: Patiententberleben: Interferontherapie — T-Stadium
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Abbildung 3: Patienteniiberleben: Interferontherapie — Tumor-Grading
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Verschiedene Parameter wurden
bisher zur prognostischen Ab-
schatzung beim Nierenzell-
karzinom untersucht. Als ge-
brauchlichster Prognosefaktor hat
sich dabei die TNM-Klassifikation
etabliert. Diese Klassifikation
ermoglicht eine gute Abschatzung
des Rezidivrisikos nach Tumor-
nephrektomie. Um eine noch
bessere Einschdtzung zu errei-
chen, werden mittlerweile auch
DNA-Analyseverfahren verwen-
det. DNA-Messungen beim
Nierenzellkarzinom werden
bereits seit mehr als einem Jahr-
zehnt durchgefiihrt [4, 8]. Als
einer der wichtigsten Faktoren
konnte die DNA-Ploidie der
Tumoren isoliert werden. Die
Tumoren werden bei Vorliegen
eines normalen DNA-Gehalts als
diploid bei davon abweichenden
MefBwerten als aneuploid einge-
stuft. Haufig kann im DNA-
Histogramm als physiologische
Normvariante noch eine tetra-
ploide Bande nachgewiesen
werden, die vermutlich die G2-
bzw. M-Phase der Zellen repra-
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Abbildung 4: Patienteniiberleben: DNA-Ploidie
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Abbildung 5: Patiententiberleben: Interferontherapie — DNA-Ploidie
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sentiert. Es wurde gezeigt, dal®
diploide Tumoren eine bessere
Prognose besitzen als solche mit
aneuploidem Verteilungsmuster
[9, 10]. Die Ploidie kann mittels
DNA-Zytophotometrie bestimmt
werden. Im Gegensatz zur haufi-
ger verwendeten, etwas weniger
aufwendigen DNA-Durchfluf3-
zytometrie konnen Artefakt-
bildungen beispielsweise durch
Verunreinigungen mit anderen
zelluldaren Komponenten weitge-
hend vermieden werden. Verglei-
chende Untersuchungen demon-

strieren z. T. identische Ergebnisse
bei beiden Methoden [11], z. T.
wird jedoch eine etwas bessere
Sensitivitdt bei der Zytophoto-
metrie [12, 13] beschrieben.

Die Immuntherapie mit Interferon
alpha wurde bislang fast aus-
schlieBlich unter palliativer
Zielsetzung beim metastasierten
Nierenzellkarzinom verwendet.

In vielen Studien wurde Interferon
alpha dabei als Monotherapie
oder in Kombination mit anderen
Immuntherapeutika wie
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Interleukin 2 appliziert [1, 2]. Es
konnte gezeigt werden, da8 auch
mit relativ niedrigen Dosen gute
Ansprechraten erzielt werden
konnen [14]. Aus diesem Grund
wurde auch in der vorliegenden
Studie mit 1,5 Mio. IE. tgl. im
Hinblick auf mogliche Nebenwir-
kungen eine vergleichsweise
niedrige Dosis gewdhlt. Beim
metastasierten Karzinom wurden
Ansprechraten zwischen 15 und
30 % beobachtet [15-17]. Nur
wenige Untersuchungen existie-
ren dagegen zur adjuvanten
Therapie mit Interferon alpha
beim nicht-metastasierten Karzi-
nom [3, 18]. In diesen Studien
konnte kein signifikanter Uber-
lebensvorteil durch die adjuvante
Behandlung nachgewiesen wer-
den. Auch die am haufigsten
verwendeten Tumorklassi-
fikationen wie das TNM- oder
Robson-System erlauben keine
Selektion einer Patientengruppe,
die von dieser Therapie profitiert
[3]. Es war deshalb Ziel dieser
Studie, die Tumor-Ploidie als
Selektionsfaktor fiir die Interferon
Therapie beim nicht-metastasier-
ten Nierenzellkarzinom zu testen.
Die vorliegenden Daten zeigen
einen marginalen, jedoch nicht
signifikanten Uberlebensvorteil
fur Patienten mit diploiden Tumo-
ren. In dieser Gruppe konnte kein
Todesfall aufgrund des Tumor-
leidens dokumentiert werden. Die
Ergebnisse demonstrieren, dafs
gerade Patienten mit den progno-
stisch gtinstigeren diploiden
Karzinomen von dieser Therapie
profitieren konnten. Wegen der
limitierten Zahl von Patienten in
einer retrospektiven Analyse kann
jedoch vorerst keine generelle
Therapieempfehlung gegeben
werden. Es ist dazu eine prospek-
tive, randomisierte Studie mit
einem grofseren Patienten-
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kollektiv notwendig. Dartiberhin-
aus ist eine Einbeziehung weiterer
molekularbiologischer Parameter
wie beispielsweise des S-Phase-
Anteils der Tumoren [19] geplant.
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