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In-vitro-Untersuchungen beim metastasierten
Nierenzellkarzinom (NZK)

W. De Riese, E. Alhoff, C.G. Stief, G. Lenis, R. Schlick, W. Honer, S. Liedke,
P. Anton und U. Jonas
Urologische Klinik der Medizinischen Hochschule Hannover

Einleitung

Trotz intensiver Bemiihungen haben sich in den letzten Jahren und Jahrzehnten
die Therapieerfolge und somit die Prognose von Patienten mit metastasiertem
Nierenzellkarzinom (NZK) nicht relevant gebessert. Modifikationen in der Strah-
lentherapie, der Chemotherapie und auch der Einsatz von modernen Formen der
Immuntherapie (wie die Anwendung von sogenannten »Biological Response Mo-
difiers«) haben an dieser Situation grundlegend nichts dndern kénnen (3). Auf-
grund dieser unbefriedigenden therapeutischen Situation bieten In-vitro-Unter-
suchungen die Méglichkeit, biologische Phdnomene zur Erklarung der Therapie-
resistenz aufzudecken, die in vivo (also im Patienten) aus ethischen Griinden oder
aufgrund der Kosten und des Zeitaufwandes nicht durchfiihrbar sind. Nur so las-
sen sich neue Therapiekonzepte im Vergleich mit bisherigen Therapiestrategien
hinsichtlich ihrer In-vitro-Effizienz vergleichen. Erst wenn sich ein neues Thera-
piemodell als verbessert erweist, ist es gerechtfertigt, entsprechende klinische Stu-
dien in vivo zu beginnen. Ein historisch relevanter Grund fiir die Entwicklung von
In-vitro-Techniken war die niedrige Spontan-Proliferationsrate des Nierenzell-
karzinoms. Deshalb konnten im soliden Tumormaterial (also in vivo) keine direk-
ten tumorzytogenetischen Untersuchungen durchgefiihrt werden. Da in vivo
spontan nur wenig Mitosen vorgefunden werden, ferner bei der Direktpréparation
starke Chromosomenkontraktionen und nur ungenaue Bénderungsfarbungen
moglich sind, waren bis vor wenigen Jahren reproduzierbare Karyotypisierungen
beim Nierenzellkarzinom nicht vorhanden (16). Die hohe Spontan-Mitoserate
und das gute Auswachsen von Tumorzellen in vitro waren die Griinde, daB bei der
chronisch myeloischen Leukdmie das Chromosom 22 (sog. Philadelphia-Chromo-
som) bereits 1960 zum ersten Mal von Nowell und Hungerford (17) als Marker-
Chromosom beschrieben wurde. Heutzutage ist diese Chromosomenaberration
als pathognomonisch fiir die Diagnose der chronisch myeloischen Leukdmie anzu-
sehen (17).

Im nachfolgenden sollen der Wert und die mogliche zukiinftige Bedeutung von In-
vitro-Untersuchungen beim Nierenzellkarzinom unter besonderer Beriicksichti-
gung metastasierter Stadien dargelegt werden.



Zur Technik der In-vitro-Priparation

Abbildung 1 erldutert schematisch den Ablauf der In-vitro-Zellpraparation. Nach
konventioneller, meist transperitonealer Tumornephrektomie wird unter sterilen
Kautelen solides Tumorgewebe (frei von Nekrosen und Einblutungen) gewonnen;
das Mindestgewicht sollte 2-3 g sein. Gleichzeitig wird Gewebe fiir die Referenz-
histologie entnommen. Nach mechanischer Gewebszerkleinerung und Einwir-
kung von Kollagenase gewinnt man nach 30-180 Min. »Zellcluster« mit Verbén-
den von 10-20 Zellen, die eine gute Voraussetzung fiir das In-vitro-Anwachsen von
Tumorzellen darstellen (16).

Je nach Proliferationsrate der In-vitro-Zellkultur (sog. Priméarkultur) wachsen die
Tumorzellen aus den Zellclustern aus und bedecken den Boden der Zellkulturfla-
schen nach etwa 3-7 Tagen der priméiren Zellkultivierung. Anschlieend kénnen
diese Zellen nach Einwirkung von Trypsin von der Bodenflache der Zellkulturfla-
schen wiederum geldst werden, um sie dann auf Multilochschalen oder in andere
Zellkulturflaschen zu transferieren (beispielsweise fiir die Austestung von ver-
schiedenen Therapeutika oder fiir tumorzytogenetische Analysen, je nach Frage-
stellung der Versuchsanordnung).

Abbildung 2 zeigt das Auswachsen von Nierentumorzellen aus einem Zellcluster
am vierten Tag der priméren In-vitro-Zellpraparation, dargestellt im Phasenkon-
trastmikroskop.

Abbildung 3 ist die gleiche Zellkultur nach der ersten Zellpassagierung; man fin-
det ein relativ uniformes Zellbild aufgrund einer In-vitro-Zellklonselektion (22).
In der eigenen Arbeitsgruppe wurde speziell fiir die In-vitro-Therapeutika-Aus-
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Abbildung 1. Schematische Darstellung der In-vitro-Zellpréparation.
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Abbildung 3. Gleiche In-vitro-Zellkultur wie in Abbildung 2 nach der ersten Zellpassagierung,
Phasenkontrastmikroskop, OriginalvergroBerung x 80.
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testung ein spezielles Verfahren entwickelt (Abbildung 4). In den einzelnen Ver-
tiefungen der Multilochschalen sind Plastikpléttchen eingebracht (3 cm im Durch-
messer). Nach Anwachsung und Vermehrung der Tumorzellen auf diesen Platt-
chen werden diese entnommen und auf {ibliche Objekttriager mit einem durchsich-
tigen Kleber fixiert (Abbildung 4). Ubliche Standardfirbungen (z.B. immunzyto-
chemische Farbungen oder DNA-Feulgen-Farbung fiir die Einzelzell-Zytophoto-
metrie) kdnnen zeit- und kostensparend angeschlossen werden (22).

1983 wurde erstmals von Gerdes et al. (7) ein proliferationsspezifisches Zellkern-
Antigen (genannt Ki-67) isoliert und charakterisiert, welches nur von proliferie-
renden Zellen in den aktiven Zellteilungsphasen (G, S, G,) exprimiert wird, nicht
jedoch von ruhenden Zellen (G,) (8,9). Mittels einer immunhisto- bzw. -zytoche-
mischen Firbetechnik gelingt es, In-vitro-Praparate hinsichtlich der Zellkinetik
zu analysieren (4, 9, 22). 42 verschiedene Nierenzellkarzinome wurden sowohl in
vivo als auch in vitro als primére Zellkulturen untersucht. Es fand sich dabei eine
Proliferationsratenverteilung von 1% bis max. 15% fiir die Biopsie in vivo (21).
In vitro war dagegen aufgrund stattgefundener Zellklonselektion die Prolifera-
tionsrate mit 21-89% deutlich erhdht (21). Nur auf In-vitro-Verhiltnisse adaptier-
te Zellklone mit einer hohen Proliferationsrate gelingt es, langsam wachsende
Zellklone zu iiberwachsen. Dieses Phdnomen macht man sich — wie bereits er-
wihnt —zunutze, um eine reproduzierbare tumorzytogenetische Karyotypisierung

Abbildung 4. Zellkulturflasche und Multilochschale mit Plastikplédttchen (3 cm @); normale
Glasobjekttriger, darauf werden die mit Zellen bewachsenen Plastikpléttchen mittels durch-
sichtigem Kleber fixiert, der Kleber muf} 16sungsmittelfest sein.
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zu erhalten (24). GemaB dieser speziell in Hannover entwickelten Karyotypisie-
rungstechnik (16) wurden bisher 36 verschiedene Nierenzellkarzinome aufgear-
beitet.
Abbildung S zeigt ein typisches Karyogramm eines in vitro gewachsenen Nieren-
zellkarzinoms. Es findet sich eine Deletion am kurzen Arm des Chromosoms 3.
Abbildung 6 ist die schematische Darstellung des Chromosoms 3 mit einer Auf-
schliisselung der »Break-points« am kurzen Arm des Chromosoms 3 (p-Abschnitt).
In 84% (21 von 25 Fallen) lag der Break-point in der Region 3—p-11 bis 3-p-13.
Aus diesem Grunde wird beim Nierenzellkarzinom das Chromosom 3 auch als
Markerchromosom bezeichnet (16). Diese Aberration ist der mikroskopisch zu-
erst erkennbare Schritt in der klonalen Entwicklung des Nierenzellkarzinoms.
Entsprechend den Erfahrungen in der Karyotypisierung von Wilms-Tumoren (6)
wird vermutet, daf3 bei den Fillen mit einem normalen Chromosom 3 die Lision
im submikroskopischen Bereich dennoch vorhanden ist, so da3 die Ausbildung
"des Phinotyps (hier: Malignom) induziert wird. Zur Pathogenese des Nierenzell-
karzinoms leitet sich daraus die Hypothese ab, dafl mit der Deletion ein Kontroll-
gen am Chromosom 3 verlorengeht. Ist dieses entsprechende Kontrollgen nicht
auf dem verbliebenen zweiten Chromosom 3 vorhanden, so wird eine unspezifi-
sche Zellproliferation in den Tubuluszellen der Niere induziert, ein Nierenzellkar-
zinom entwickelt sich in deren Folge (16). Aufgrund der genetischen Instabilitit
entstehen daraufhin Folgeaberrationen, die jedoch keine priméare Ursache zur

Y L aw e e
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Abbildung 5. Karyogramm eines humanen Nierenzellkarzinoms, Deletion am kurzen (p-)
Arm des Chromosoms 3.
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Entwicklung dieser Malignomart darstellen. Dies ist mit ein Grund, warum fortge-
schrittene Nierenzellkarzinome und auch etablierte Zellinien neben der Chromo-
somenaberration 3 zahlreiche Folgeaberrationen besitzen (16).

Untersuchungen zur Induktion der Steroidhormon-Rezeptorexpression nach
IFN-o0-2b-Applikation in vitro

Eigene Untersuchungen sowie Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen belegen, da
an der Biopsie (also in vivo) sich keinerlei Hinweise fiir die Expression von
Steroidhormon-Rezeptoren beim Nierenzellkarzinom finden. Es gibt lediglich
einige wenige Fille, wo eine fragliche Rezeptorpositivitit postuliert wird; dieser
Anteil wird allerhdchstens mit 5-10% angesetzt (2, 14, 18). Beim Mammakarzi-
nom konnte nach Interferon-Gabe eine Steigerung bzw. ein Wiederauftreten einer
Ostrogen-Rezeptorpositivitit unter Applikation von Interferonen gezeigt werden.
(1, 5). Unter der Vorstellung, diesen Zusammenhang méglicherweise auch beim
Nierenzellkarzinom zu finden, wurden 42 verschiedene in vitro wachsende Nie-
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Abbildung 6. Schematische Darstellung eines normalen Chromosoms 3; gestrichelte Linien
entsprechen Verlust von Chromosomensegmenten.
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renzellkarzinome bei unterschiedlichen Interferon-Dosen (30-1500 U/ml, d4quiva-
lent zu 1-50 Mill. U/Pat. in vivo) immunzytochemisch auf die Expression von
Ostradiol- und Progesteron-Rezeptoren iiberpriift. Ostradiol ist als Hauptvertre-
ter der Gruppe der Ostrogene anzusehen. Als Kontroligewebe diente jeweils bio-
chemisch und auch immunhistochemisch als Ostradiol-rezeptorpositiv nachge-
wiesenes Mammakarzinomgewebe. Die immunhistochemische Farbetechnik zum
Nachweis der genannten Steroidhormon-Rezeptoren wurde 1987 ausfiihrlich von
King et al. (15) beschrieben. Von den insgesamt 42 in vitro ausgetesteten Nieren-
zellkarzinomen konnte zu keinem Zeitpunkt und in keiner Versuchsanordnung
immunzytochemisch eine Rezeptorpositivitit gefunden werden, lediglich fand
sich unter den verschiedenen Interferon-Dosen eine unterschiedliche Zellabto-
tungsrate (wie im folgenden Kapitel erlautert). Diese Daten belegen zusitzlich,
daf3 Steroidhormon-Rezeptoren keinerlei Bedeutung fiir das Wachstumsverhalten
des NZK haben. Somit kann fiir den therapeutischen Ansatz einer hormonellen
Therapie keinerlei Begriindung aus der Grundlagenforschung abgeleitet werden.
Dies erkldrt auch die enttduschenden Therapieergebnisse in der klinischen An-
wendung von Antidstrogenen beim metastasierten NZK (Response-Rate unter
15% (13).

In-vitro-Sensitivititstestung von Nierenzellkarzinomzellen gegeniiber IFN-a 2b

Gemdl den beschriebenen In-vitro-Priparationsverfahren wurden bei 38 ver-
schiedenen Nierenzellkarzinomen unterschiedliche Dosen (30-1500 U/ml dqui-
valent zu 1-50 Mill. U/Pat. in vivo) appliziert, unbehandelte Zellkulturen dienten
jeweils als Kontrollgruppe.

Nach Auswachsen der Kontrollgruppen wurde durch Relativverhéltnis die Tumor-
zellabtotungsrate bestimmt (20). Mit der von Gerdes et al. (10) beschriebenen im-
munzytochemischen Methode erfolgte die Bestimmung der Zellproliferationsrate
jeweils in Abhangigkeit von der Interferon-Dosierung. Abbildung 7 ist die graphi-
sche Darstellung der durchschnittlichen Tumorzellabtdtungsrate in vitro in Abhén-
gigkeit zur Interferon-Dosis. Entsprechend stellt Abbildung 8 die graphische Dar-
stellung der durchschnittlichen Reduktion der Proliferationsrate (PR) in bezug auf
die jeweilige Interferon-Dosis dar.

Bis zu einer Dosis von 900 U/ml in vitro (entspricht einer In-vivo-Dosis von
30 Mill. U als kontinuierliche Applikation) lag die durchschnittliche Tumorzellab-
totungsrate als auch die durchschnittliche Reduktion der Proliferationsrate bei
allen getesteten Nierenzellkarzinomen unter 50%.

Bei einer Dosis von 900 U/ml in vitro (entspr. 30 Mill. U in vivo) fand sich in fiinf
Einzelféllen (13%) eine Tumorzellabt6tungsrate tiber 50%, in vier Einzelféllen
(11%) lag die Reduktion der Proliferationsrate tiber 50%. Somit zeigten 23,6%
(9/38) ein therapeutisches Ansprechen, zumindest in einem Kriterium. Kein Tu-
mor sprach in beiden genannten Kriterien an, wie sie bei In-vitro-Testverfahren
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Abbildung 7. Durchschnittliche Tumorzellabtotungsrate unter In-vitro-Applikation von
IFN-a 2b (TCKR = Tumor Cell Kill Rate = Tumorzellabtotungsrate).
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Abbildung 8. Durchschnittliche Reduktion der Proliferationsrate (PR) unter In-vitro-Appli-
kation von IFN-a 2b.
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Abbildung 9. Immunzytochemisches Praparat (Ki-67-Farbung) einer unbehandelten Nieren-
tumorzellkultur in vitro, Proliferationsrate (PR) = 81%.

Abbildung 10. In-vitro-Nierentumorzellkultur wie in Abbildung 9 nach Applikation von
900 U/ml IFN-a 2b (4 30 Mill. U in vivo): Tumorzellabtotungsrate = 62%, Proliferationsrate
(PR) = 79%; ebenfalls Ki-67-immunzytochemische Firbung.
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vorausgesetzt werden, um im dazu korrespondierenden Patienten mit hinldangli-
cher Wahrscheinlichkeit ein therapeutisches Ansprechen vorherzusagen (pradikti-
ve Aussagekraft des In-vitro-Assays).

In Einzelfillen finden sich evidente biologische Phinomene, die an dieser Stelle
néher erldutert werden:

Abbildung 9 ist ein immunzytochemisches Praparat einer unbehandelten Nieren-
tumorzellkultur in vitro mit einer Proliferationsrate von 81%.

Unter Applikation von 300 U/ml (entspr. 10 Mill. U unter In-vivo-Bedingungen)
zeigte sich eine Tumorzellabtotungsrate von 53%, die Reduktion der Prolifera-
tionsrate betrug 39%. Bei weiterer Steigerung der Interferon-Dosis auf 900 U/ml
(entspr. 30 Mill. U in vivo) ergab sich eine weitere Steigerung der Tumorzellabto-
tungsrate auf 62%, allerdings hatten die verbliebenen Tumorzellen einen hohen
Anteil an proliferierenden Zellen (Proliferationsrate = 79%) (Abbildung 10).
Ubertrigt man interpretativ diese Daten auf Patientenverhiltnisse, so hitte der
dazu korrespondierende Tumor in vivo anfénglich auf eine Hochdosis-Interferon-
Therapie mit einer Tumormassenreduktion partiell angesprochen. Die verbliebe-
nen Interferon-resistenten Tumorzellklone hétten allerdings aufgrund einer hohen
Proliferationsrate zu einer Tumoreskalation gefiihrt. Die Einzelzell-Zytophoto-
metrie dieser verbliebenen Tumorzellen (wie in Abbildung 10 abgebildet) zeigte
einen hohen Anteil von aneuploiden Zellen (DNA-Gehalt > 5 C) (Abbildung 11),
diese Zellen entsprachen zytologisch entdifferenzierten bzw. anaplastischen Tu-
morzellen.

In-vitro-Sensitivititstestung von Nierenmalignomzellen mit autologen und nicht
autologen, zytotoxischen, tumorinfiltrierenden Lymphozyten (CTIL-Zellen)

Unter permanenter Stimulation mit Interleukin 2 (IL-2) werden peripher im Pa-
tienten auftretende Lymphozyten in vitro vermehrt, um sie dann als sogenannte
Lymphokin-aktivierte Killerzellen (LAK-Zellen) dem Patienten zu reinfudieren.
Rosenberg et al. (23) haben mit dieser Therapieform beim metastasierten Nieren-
zellkarzinom ein Ansprechen von 20-25% beschrieben (3, 23).

Verglichen mit den LAK-Zellen, wird den tumorinfiltrierenden Lymphozyten (CTIL-
Zellen genannt) eine immunkompetentere Fahigkeit zugeschrieben (3, 19, 23).

Um die Beeinflussung von Nierentumorzellen in vitro unter Applikation von auto-
logen und nicht autologen CTIL-Zellen zu iiberpriifen, wurden insgesamt aus
18 verschiedenen Nierenzellkarzinomen CTIL-Zellen prépariert. Diese CTIL-
Zellen wurden in vitro in unterschiedlichen Dosen mit autologen Tumorzellen
(Gruppe A) sowie mit 32 nicht autologen Nierenzellkarzinomen (Gruppe B) aus-
getestet.

In Abbildung 12 ist schematisch die Funktion der CTIL-Zellen wiedergegeben. In-
trazellulare Granula der CTIL-Zellen enthalten sog. »Perforine«. Durch direkten
Lymphokin-gesteuerten zelluldren Kontakt bewirken die Perforine eine Zell-
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Abbildung 11. Einzelzell-Zytophotometrie der Zellpopulation wie in Abbildung 10, ebenfalls
unter Applikation von 900 U/ml IFN-a 2b: Selektion von Zellklonen mit aneuploidem DNA-
Gehalt (> 5 C).
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Abbildung 12. Zytotoxische Wirkung der CTIL-Zellen auf Target cells mittels »Perforine«
(Erlauterungen s. Text).
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wandschidigung der »Target cells« (hier Tumorzelle). Daraus resultiert der Zell-
untergang der Target cells. Die CTIL-Zelle kann mehrmals diesen Vorgang wie-
derholen (3).

Bei einer Dosis von 50:1 (CTIL:Nierentumorzelle) fand sich in der Gruppe A
(autologe Austestung) in 44% (8/18) eine ausreichende Abtotungsrate (> 50%),
bei der nicht autologen Austestung (Gruppe B) in lediglich 31% (10/32). Offen-
sichtlich besitzen die CTIL-Zellen auch unter autologer Konstellation keine ge-
niigende Immunkompetenz.

Ob dieses bereits im Priméartumor der Fall ist oder ob diese Immunkompetenz
wihrend der In-vitro-Kultivierung bei permanenter Stimulation mit IL-2 erst ver-
lorengeht, ist bislang ungeklért. Dieses Zahlenverhéltnis von CTIL-Zellen zu
Nierentumorzellen kann lediglich bei operativ maximaler Tumorreduktion er-
reicht werden und wire somit lediglich als adjuvante Methode bei makroskopisch
tumorfreien Patienten (in den bildgebenden Verfahren als tumorfrei) durchfithr-
bar. Bei ausgedehnten Metastasen ist sicherlich diese Form der Immuntherapie
(beurteilt anhand der In-vitro-Daten) iiberfordert. Entsprechend enttduschend
sind die bisher vorliegenden klinischen Daten bei der In-vivo-Patientenbehand-
lung (3, 19).

Bedeutung von zukiinftigen In-vitro-Untersuchungen beziiglich des pradiktiven
Wertes

Lediglich bei Ovarial- und Mammakarzinomen sowie auch bei Bronchialkarzino-
men liegen bisher hinreichend klinische Daten zwischen einer In-vitro- Austestung
und den Therapieergebnissen der dazu korrespondierenden Patienten vor (11, 12,
13). Dabei konnte gezeigt werden, daB die Resistenz eines Tumors in vitro mit
einer Wahrscheinlichkeit von 90% korrekt vorhergesagt wurde, eine therapeuti-
sche Sensitivitdt konnte jedoch in vitro lediglich mit einer Sicherheit von 50-60%
korrekt vorhergesagt werden. Ubertridgt man diese Erfahrung auf anstehende
In-vitro-Untersuchungen beim NZK, so ergibt sich bei einer Konstellation von
100 Patienten folgende Uberlegung bzw. Spekulation (Ausblick fiir die Zukunft):
Empirisch ist mittels Einsatz von Interferonen beim metastasierten NZK von
einer Response-Rate von etwa 30% (zumindest bei reiner Weichteilmetastasie-
rung: Lunge, regionire Lymphknoten) auszugehen (3, 19). Somit werden von
100 Patienten 30 Patienten klinisch ansprechen. Von den 70% Non-Respondern
gelingt es in 90%, eine In-vitro-Zellkultur anzulegen (16) (das sind 63 Pat.). Von
diesen 63 Patienten wird voraussichtlich in 90% die In-vivo-Therapieresistenz kor-
rekt vorhergesagt (56 Patienten).

Aufgrund dieser In-vitro-Daten wiirden 56 Patienten von einer In-vivo-Behand-
lung, die keinen therapeutischen Erfolg pradiktiv verspricht, ausgeschlossen wer-
den. Von den verbliebenen 44 Patienten wiren dann 30 Patienten Responder.
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Mittels dieser pradiktiven In-vitro-Austestung konnte dadurch die In-vivo-
Response-Rate auf 68% (30/44) angehoben werden. Diese postulierte klinische
Bedeutung fiir eine pradiktive In-vitro-Therapeutika-Austestung beim metasta-
sierten NZK wird derzeit in unserer Arbeitsgruppe anhand einer laufenden, pro-
spektiven Studie tberprift.

Dieses wire ein relevanter Fortschritt in der Indikationsstellung und Behandlung
des metastasierten Nierenzellkarzinoms mit den neuen Formen der Immunthera-
pie: Einsatz von »Biological Response Modifiers« wie Interferone und Interleu-
kin 2. Patienten, die klinisch nicht ansprechen werden (= Non-Responder), konn-
ten von einer belastenden Therapie ausgeschlossen werden, die sonst eher einen
ungiinstigen EinfluB auf den Spontanverlauf der Malignomerkrankung hitte.
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