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1 EINLEITUNG

Das Karzinom der Niere ist eine seltene Tumorerkrankung mit etwa 271.000 diagnostizierten
Fallen weltweit im Jahr 2008. Es macht etwa drei Prozent aller soliden malignen Tumoren
aus. Das Nierenzellkarzinom (RCC, renal cell carcinoma) ftritt in zwei bis drei Prozent der

Falle familiar gehauft auf (Ljungberg et al. 2011).

Ein Subtyp des RCC ist das durch Xp11.2-Translokation verursachte Nierenzellkarzinom. Es
ist in seiner klinikopathologischen Entitat zuerst 1986 (Jong et al. 1986) und 1991 (Tomlinson
et al. 1991) beschrieben worden. 2004 wurde dieses translokationsassoziierte Karzinom
neben dem t(6;11)(p21;12) in die WHO-Klassifikation der Nierentumore aufgenommen (Eble
2004). Das ALK-Translokationskarzinom (ALK, anaplastic lymphoma kinase) wurde bisher in
der Literatur wenig beschrieben. 2013 hat die International Society of Urologic Pathology
(ISUP) das ALK-RCC als neue Entitat diskutiert (Srigley et al. 2013). Fur Epidemiologie,

Prognose und Therapie ist eine korrekte Klassifikation der Tumore entscheidend.

Die Xp11.2-Translokationskarzinome betreffen Uberwiegend jugendliche und weibliche
Patienten und machen wahrscheinlich circa ein Drittel kindlicher Nierenzellkarzinome aus.
Unbehandelt ist der Tumor sehr aggressiv und geht vor allem beim Erwachsenen mit einer
schlechten Prognose einher, daher ist eine friihe Diagnose notwendig. Die Diagnose wird
mittels immunhistologischer Farbung und Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) gesi-
chert (Bambury et al. 2013). Derzeit ist die einzige kurative Behandlungsmaoglichkeit die

chirurgische Resektion (Hung et al. 2011).

Bisher ist das Translokationskarzinom der Niere unterdiagnostiziert. In Rostock wurde diese
Tumorentitat bisher in der Routinediagnostik nicht erfasst, denn eine geeignete Methode lag
nicht vor. Aus diesem Grund befasste sich die vorliegende Arbeit mit der Diagnostik des
Translokationskarzinoms im Rostocker Nierentumorkollektiv. Dabei wurden retrospektiv
523 Falle von Nierentumoren analysiert, die in den Jahren 1998 — 2013 im Institut der Patho-
logie der Universitat Rostock untersucht wurden. Unter Verwendung der Tissue-Microarray-
Technik wurden die TFE3-, CathepsinK- und ALK-Expression der Tumore immunhisto-
chemisch dargestellt, um mdgliche Translokationen ausfindig zu machen. TFE3- und ALK-
positive Falle wurden mittels der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung molekular untersucht,
um eine Translokation nachzuweisen. AnschlieRend konnten die klinischen Follow-up-Daten
der Patienten betrachtet und verglichen werden, die morphologischen Merkmale der
einzelnen Falle neu evaluiert und ein immunhistochemisches Markerpanel gefunden werden,

um eine Diagnose zukunftig zu erleichtern.




EINLEITUNG

11 DAS TRANSLOKATIONSASSOZIIERTE KARZINOM DER NIERE, EIN SUBTYP DES
NIERENZELLKARZINOMS
1.1.1 EPIDEMIOLOGIE

Der Nierentumor war in Deutschland im Jahr 2010 der achthaufigste Tumor bei Mannern und
der zehnthaufigste bei Frauen (siehe Abb. 1); es sind in diesem Jahr 8.950 Neuerkran-
kungen bei Mannern und 5.570 Neuerkrankungen bei Frauen diagnostiziert worden. In
Mecklenburg-Vorpommern traten fur die Jahre 2007 / 2008 im Durchschnitt bei den Mannern
247,5 Falle von Nierentumoren auf (speziell fir Rostock 38,5), bei den Frauen 152,5 Falle

(speziell fur Rostock 15,5) (Gemeinsames Krebsregister Berlin 2012).

Unter allen Nierentumoren ist das Nierenzellkarzinom mit 90 % das haufigste. Es ist zwar in
der Gesamtheit aller Tumorerkrankungen relativ selten, aber nach dem Prostata- und dem
Blasenkarzinom dritthaufigster urologischer maligner Tumor (Robert Koch-Institut 2013). Die
relative 5-Jahres-Uberlebensrate betragt bei Mannern 75 % und bei Frauen 77 % (Robert
Koch-Institut 2013). Die Prognose ist vor allem bei einer Diagnose in einem frGhen Stadium
gut (Robert Koch-Institut 2013). Das mittlere Erkrankungsalter liegt bei 68 Jahren fir Manner
und bei 71 Jahren fur Frauen (Robert Koch-Institut 2013).
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ABBILDUNG 1: PROZENTUALER ANTEIL DER HAUFIGSTEN TUMORLOKALISATIONEN AN ALLEN KREBSNEUERKRANKUNGEN
(OHNE NICHT-MELANOTISCHEN HAUTKREBS) IN DEUTSCHLAND 2010 (ROBERT KOCH-INSTITUT 2013)
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Die Inzidenz bei Kindern unter 15 Jahren, eine Krebserkrankung zu erleiden, liegt bei 16 pro
100.000 Kindern, also bei einer Wahrscheinlichkeit von etwa 0,2 %. Nierentumore machen
5,5 % aller Tumore bei 0— 15-Jahrigen aus (siehe Abb. 2) (Robert Koch-Institut 2013).

Sonstige Diagnosen 5,4%
Keimzelltumoren 3,0%
/ Y Knochentumoren 4,4%

Nierentumoren 5,5%
Leukdmien 33,8%\ =i -

@ _— Weichteilsarkome 5,8%

|

-
.*‘—* Periphere Nervenzelltumoren 7,0%

y' \Lymphome 11,1%

ZNS-Tumoren 24,0%

ABBILDUNG 2: KREBS BEI KINDERN (ERMITTELT AUS DEN JAHREN 2003 —2012) (ROBERT KOCH-INSTITUT 2013)

Das Nephroblastom ist bei diesen der haufigste Tumor. In 4 % der Falle handelt es sich um

ein Nierenzellkarzinom (Bruder et al. 2004).

Eine bevodlkerungsbezogene, retrospektive Studie im Zeitraum 1980 — 2005 fur Deutschland
ergab, dass 22 % der diagnostizierten Nierenzellkarzinome bei Kindern unter 16 Jahren
translokationsassoziiert sind (Selle et al. 2006). Die Angaben zur Inzidenz sind in der
Literatur aber sehr unterschiedlich und liegen zwischen 20 % und 75 % (Chian-Garcia CA
2003; Bruder et al. 2004; Altinok G 2004; Renshaw et al. 1999).

Die Inzidenz bei Erwachsenen liegt gemal} einer japanischen Studie fir den Zeitraum 1995
bis 2006 bei 1,5 % der RCC (Komai et al. 2009). Allerdings ist anzunehmen, dass das
Translokationskarzinom haufig nicht erkannt und diagnostiziert wird, denn die Morphologie
Uberschneidet sich mit den gewdhnlicheren RCC-Subtypen (klarzellig und papillar) (Armah
und Parwani 2010). AuRerdem wird die zytogenetische Analyse nicht fir alle renalen Tumore
— im Gegensatz zu den Tumoren bei Kindern — routinemaRig durchgefiihrt (Choueiri et al.
2010).

1.1.2 ATIOLOGIE

Ein konventionelles klarzelliges RCC entsteht durch eine Inaktivierung des von-Hippel-

Lindau-Tumorsupressorgens (VHL). Dadurch kommt es zu einer Dysregulation der Hypoxia
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Response-Gene und einer Uberproduktion des vascular endothelial growth factor (VEGF).

Dieser fordert die Proliferation der Zellen und das Tumorwachstum (Choueiri et al. 2010).

Das translokationsassoziierte Karzinom entsteht durch Mutationen, die die ALK-, TFEB- oder

TFE3-Gene betreffen, wie im folgenden Abschnitt weiter ausgefuhrt.

Neben der genetischen Disposition scheint, insbesondere bei Kindern, ein Zusammenhang
zwischen erhaltener Chemotherapie und MiTF/TFE-Translokation zu bestehen (Argani et al.
2006). In der wachsenden Niere proliferieren Zellen, die deshalb gegeniiber mutagenen
Effekten sehr empfindlich sind. Chemotherapeutika wie Topoisomerase-Il-Inhibitoren und
Cyclophosphoamide sind bekannt daflir, Briiche in der DNA hervorzurufen und das Risiko
maligner Erkrankungen zu erhdhen (Argani et al. 2006). Auch eine renale Insuffizienz, die
mit einer Proliferation von Tubuluszellen assoziiert ist, kann das Risiko der Ausbildung eines

Translokationskarzinoms erhéhen (Argani et al. 2006).

Die Sichelzellenanamie ist mit verschiedenen Neuropathien vergesellschaftet. Es wird
angenommen, dass diese Grunderkrankung bei jungen Patienten zu einer Entstehung eines
VCL-ALK-Translokationskarzinoms beitragt (Smith et al. 2014).

1.1.3 GENETIK

Die Konsensus-Konferenz der International Society of Urologic Pathology (ISUP) hat 2013
gemal der Vancouver-Klassifikation die translokationsassoziierten Tumore der Niere in der
Kategorie der ,MIiTF/TFE family translocation carcinomas* zusammengefasst (Srigley et al.
2013).

Die Xp11.2-Translokationskarzinome sind durch verschiedene Translokationen gekenn-
zeichnet, die Gene betreffen, die fir den Transkriptionsfaktor E3 (TFE3) kodieren. Diese sind
auf dem Chromosom Xp11.2 lokalisiert. Die Translokation hat eine Fusion zwischen TFE3

und 5 méglichen Bindungspartnern zur Folge (siehe Tab. 1) (Gaillot-Durand et al. 2013).
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ASPL-TFE3 oder {(X:17)(p11.2:925) ASPL oder alveolar soft part sarcoma chro-
ASPSCR1-TFE3 ASPSCR1 mosome region 1
PRCC-TFE3 t(X;1)(p11.2;921) PRCC papillary renal cell carcinoma

SFPQ-TFE3 oder {(X:1)(p11.2:p34) SFPQ oder PSF polypyrimidine tract binding protein

PSF-TFE3 associated splicing factor

. non-POU domain-containing
NonO-TFE3 Inv(X)(p11.2;912) NonO octamer-binding
CLTC-TFE3 t(X;17)(p11.2,g23)  CLTC clathrin heavy chain

Unknown t(X;3)(p11;923)
TABELLE 1: MOGLICHE BINDUNGSPARTNER DES TFE3 (NACH GAILLOT-DURAND ET AL. 2013)

1996 wurde eine weitere Translokation der MiTF-Familie entdeckt, das t(6;11)(p21;q12)-
Nierenkarzinom (Dijkhuizen et al.), das mit seinen klinisch-pathologischen Merkmalen 2001

das erste Mal beschrieben wurde (Argani et al. 2001b).

Bei dieser Translokation fusioniert das Alpha-Gen an 11q12 mit dem Transkriptionsfaktor an
6p21 (TFEB).

Eine andere Translokation betrifft die Gene, die fur die anaplastic lymphoma kinase (ALK)
kodieren an 2p23. Es sind drei mogliche Fusionspartner bekannt (siehe Tab. 2) (Sugawara
et al. 2012). Diese ALK-Translokationskarzinome werden laut ISUP als Subgruppe der

distalen Nephron-assoziierten Nierenzellkarzinome diskutiert (Skakkebaek et al. 2015).

ﬂ FUSIONSPARTNER DER ALK QUELLE

VLC-ALK Vinculin Debelenko et al. 2011

TPM3-ALK Tropomyosin 3 Sugawara et al. 2012

EML4-ALK Echinoderm microtubule-associated protein like 4 | Sugawara et al. 2012

TABELLE 2: MOGLICHE BINDUNGSPARTNER DER ANAPLASTIC LYMPHOMA KINASE

114 MAKROSKOPIE

Das Xp11.2-Translokationskarzinom sieht makroskopisch gelbbraun aus und weist Ein-
blutungen und Nekrosen auf. Diese Merkmale entsprechen dem eines konventionellen
klarzelligen RCC (Argani und Ladanyi 2005).
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Von den TFEB- und dem ALK-Translokationskarzinom sind nur wenige Falle in der Literatur

beschrieben.

Das t(6;11)(p21;q12)-Translokationskarzinom hat ein gelblich braunes und nodulares Aus-

sehen und weist keine Nekrosen oder Einblutungen auf (Argani et al. 2001b).

2012 wurde ein VLC-ALK-Translokationskarzinom als ein solider, brauner Tumor beschrie-
ben, lokalisiert in der Medulla. Das TPM3-ALK-Ca hingegen als irregular geformter, solider
und das EML4-ALK-Translokationskarzinom als ein solider, gelber Tumor des Cortex

(Sugawara et al. 2012).

1.1.5 HISTOLOGIE

Die Morphologie ist sehr unterschiedlich und abhéngig von der Lokalisation der Trans-

lokation auf dem Chromosom.

Das ASPL-TFE3-Ca hat eine pseudopapillare und alveolare Architektur und weist Psam-
momkorper auf. Zudem sind hyaline Knoten sichtbar. Es sind Zellen mit volumindésem,
klarem Zytoplasma vorhanden sowie klare Zellgrenzen. Ferner besitzt diese Variante vesiku-
lares, nukledres Chromatin und prominente Nukleoli (siehe Abb. 3) (Argani und Ladanyi
2005).
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ABBILDUNG 3: ASPL-TFE3-CAMIT T(X;17)(P11.2;Q25) (ARGANI UND LADANYI 2005):
LINKS: SCHWACHE VERGRORERUNG — RECHTS: STARKE VERGRORERUNG (K. A. ZUM FAKTOR)

Das PRCC-TFE3-Ca zeigt reichlich Zytoplasma, weniger Psammomkdrper, weniger hyaline
Knoten und eine kompaktere Architektur. Der Tumor ist auRerdem oft von einer kalzifizierten
fibrosen Pseudokapsel umgeben (siehe Abb. 4) (Argani und Ladanyi 2005).
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ABBILDUNG 4: PRCC-TFE3-CA MIT T(X;1)(P11.2;021) (ARGANI UND LADANY1 2005):
LINKS: SCHWACHE VERGRORERUNG — RECHTS. STARKE VERGRORERUNG (K. A. ZUM FAKTOR)

Die Varianten PSF-TFE3-Ca, NonO-TFE3-Ca und CLTC-TFE3-Ca sind in der Literatur zu

wenig beschrieben, daher leider nicht klar definierbar (Argani und Ladanyi 2005).

Das Alpha-TFEB-Ca zeigt Nester und Tubuli mit polygonalen Epithelzellen, die durch dinne
Kapillaren separiert sind. Papillare Architektur ist ungewdhnlich. Die meisten Tumorzellen
haben reichlich klares bis granulares, eosinophiles Zytoplasma, gut abgegrenzte Zellgrenzen
und runde Nuklei mit kleinen Nukleoli. Kleine Epitheloidzellen sind charakteristisch und um

hyaline Knoten angesiedelt (siehe Abb. 5) (Argani und Ladanyi 2005).

ABBILDUNG 5: ALPHA-TFEB-CA MIT T(6;11)(P11.2;021) (ARGANI UND LADANYI 2005):
LINKS: SCHWACHE VERGRORERUNG — RECHTS. STARKE VERGROBERUNG (K. A. ZUM FAKTOR)

Bei den ALK-Translokationen sind bisher nur einzelne Falle beschrieben. Das TPM3-ALK-
RCC besitzt papillare, tubulare und cribriforme Wachstumsmuster. Das EML4-ALK-RCC
zeigt sowohl eine papillare als auch eine klarzellige Morphologie (siehe Abb. 6) (Sugawara et
al. 2012). Das VLC-ALK-Ca ist durch runde, ovale und polygonale Tumorzellen
gekennzeichnet sowie eosinophiles Zytoplasma und ist ebenfalls maRig polymorph
(Debelenko et al. 2011).
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ABBILDUNG 6: HISTOLOGIE EINES ALK-POSITIVEN RENALEN TUMORS (SUGAWARA ET AL. 2012):
LINKS: GLANDULARE STRUKTUR MIT REICHLICH MUCIN — RECHTS: PAPILLARE STRUKTUR MIT KUBOIDALEN ZELLEN MIT
EOSINOPHILEM ZYTOPLASMA UND KLEINEN, UNIFORMEN RUNDEN BIS OVALEN NUKLEI.

1.1.6 KLINIK UND STAGING

Klinische Symptome eines Nierenkarzinoms treten erst in einem sehr spaten Stadium auf
und dufdern sich als Flankenschmerz, Hamaturie, als tastbarer abdomineller Tumor oder als
paraneoplastisches Syndrom. Vorliegende Knochenmetastasen gehen mit grofden Schmer-

zen einher (Ljungberg et al. 2010).

Wichtige Laborparameter sind das Serum Kreatinin, das C-reaktive Protein, die glomulare
Filtrationsrate, Hadmoglobin, die Blutkérpersenkungsgeschwindigkeit, die alkalische Phospha-

tase und das Serumkalzium (Ljungberg et al. 2010).

Die malignen Tumore werden nach dem TNM-System klassifiziert (siehe Tab. 3) und an-
schlielRend verschiedenen Stadien zugeordnet (sieche Tab. 4). Entscheidend fir die Klassi-
fikation sind die Tumorausdehnung (T1 —4), der Lymphknotenbefall (N1 —-2) und das
Vorhandensein von Fernmetastasen (MO — 1).

Die aktuelle TNM-Klassifikation wurde von der Union internationale contre le cancer (UICC)
2010 festgelegt (Wittekind 2010).
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NIERENZELLKARZINOM

TNM-Klassifikation

Stadium Tumorwachstum

Tx Primartumor kann nicht beurteilt werden
TO kein Anhalt fir Primartumor
T1 <7 cm oder weniger in groter Ausdehnung, auf die Niere begrenzt
T1a < 4 cm oder weniger in grofRter Ausdehnung
T1b >4 cm, aber nicht < 7cm in groRter Ausdehnung
T2a 7 — 10 cm in grofter Ausdehnung, auf die Niere begrenzt
T2b > 10 cm in groRter Ausdehnung, auf die Niere begrenzt
Invasion in gréfRere Venen oder Infiltration des perirenalen Fettgewebes,
T3 Le;ggﬁt; nicht in ipsilaterale Nebenniere und nicht Gber die Gerota-Faszie

makroskopische Ausbreitung in die Nierenvene oder ihre segmentalen Aste
T3a (mit muskularer Wand) oder mit Infiltration des perirenalen und/oder
peripelvinen Fettgewebes, aber nicht liber die Gerota-Faszie hinaus

T3b makroskopische Ausbreitung in V. cava inferior unterhalb des Zwerchfells

makroskopische Ausbreitung in die V. cava oberhalb des Zwerchfells oder

T3c mit Infiltration der Wand der Vena cava

jenseits der Gerota-Faszie (eingeschlossen die kontinuierliche Ausbreitung

T4 in die ipsilaterale Nebenniere)

Nx regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden
NO keine Lymphknotenmetastasen

N1 Metastasen in einem regionaren Lymphknoten

N2 Metastasen in mehr als einem Lymphknoten

Mx Fernmetastasen kdnnen nicht beurteilt werden

MO keine Fernmetastasen

M1 Fernmetastasen

TABELLE 3: EINTEILUNG DES NIERENKARZINOMS IM TNM-SYSTEM (WITTEKIND 2010)
(T = AUSDEHNUNG DES PRIMARTUMORS; N = NODUS: VORHANDENSEIN VON REGIONAREN LYMPHKNOTENMETASTASEN)
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Stadium | LK NO MO
Stadium Il T2 NO MO
Stadium Il T3 NO MO NO MO
T1,T2, T3 N1 MO
Stadium IV T4 NO, N1 MO
jedes T N2 MO
jedes T jedes N M1

TABELLE 4: UICC-STADIENEINTEILUNG DES NIERENKARZINOMS (WITTEKIND 2010)

Beim Grading (G1 — G4) wird der Tumor nach seinem Differenzierungsgrad beurteilt (siehe
Tab. 5). Dabei wird das Tumorgewebe mit dem Normalgewebe verglichen. Wenn das
Tumorgewebe gut differenziert ist und viele Gemeinsamkeiten mit dem Ursprungsgewebe

aufweist, ist die Prognose gut (low grade). Umso undifferenzierter das Gewebe ist, desto

ungunstiger ist die Prognose (high grade) (Nennstiel 2009).

Gx Differenzierungsgrad nicht bestimmbar
G1 gute Differenzierung (hoch differenziert)
G2 mittelgradig differenziert

G3 wenig differenziert

G4 undifferenziert (anaplastisch)

TABELLE 5: GRADING (NENNSTIEL 2009)

Die Malignitat eines Nierenzellkarzinoms kann anhand des Fuhrman-Grades beurteilt
werden (siehe Tab. 6). Hier wird der Tumor anhand seiner Zellkernmorphologie eingeteilt
(Fuhrman et al. 1982).

10
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M MORPHOLOGIE

1 kleine (10 um) runde, uniforme Zellkerne mit unauffalligen oder fehlenden Nukleoli
2 gréRere Zellkerne (15 ym) mit leicht irreguldrer Begrenzung und kleinen Nukleoli

3 grofRere Zellkerne (20 ym) mit stark irregularer Begrenzung und auffalligen Nukleoli
4 Grad 3 mit zuséatzlich pleomorphen, bizarren Zellkernen

TABELLE 6: FUHRMAN-GRADE (FUHRMAN ET AL. 1982)

1.1.7 THERAPIE

Die wirksamsten Therapieverfahren zur Behandlung eines Nierenzellkarzinoms sind die
Operation und die Systemtherapie, wobei die einzig kurative Behandlung die Operation ist.
Das Gesamtbehandlungskonzept wird bei der ersten therapeutischen MaRnahme festgelegt.
Ein Therapie-Algorithmus ist in Abbildung 7 dargestellt (Fischer C, Oberneder R. 2002).

Im Falle eines Xp11.2-Translokationskarzinoms ist die Resektion des Primartumors die
einzige kurative Therapiemoéglichkeit. Unbehandelt fihrt dieser aggressive Tumor zur Meta-

stasierung (Hung et al. 2011).

Nach der OP wird der Residualstatus beurteilt. Bei dem Befund RO liegt ein tumorfreier
Praparatrand vor. Der Status R1 gibt an, dass sich mikroskopisch Tumorreste nachweisen

lassen. R2 hingegen bedeutet, dass makroskopisch Tumorreste zu erkennen sind.

Eine optimale, effektive und etablierte systemische Therapie, insbesondere des metastasier-
ten Xp11.2-Translokationskarzinoms, gibt es bisher nicht. In der Literatur sind diesbezuglich
zwei retrospektive Studien zu finden (Choueiri et al. 2010; Malouf et al. 2010), allerdings

fehlen bisher die prospektiven Studien, um die retrospektiven Beobachtungen zu bestatigen.

Eine mdgliche systemische Therapieoption bei Patienten mit fortgeschrittenem RCC ist die
Behandlung mit VEGF-Inhibitoren, vor allem durch Sunitinib, Sorafenib, Pazopanib und

Bevacizumab.

Auch im Falle eines translokationsassoziierten, metastasierten Karzinoms kann die VEGF-
targeted therapy fir die Patienten einen Gewinn bringen. Der Mechanismus der Effektivitat

dieser Therapie ist allerdings noch weitgehend unbekannt (Choueiri et al. 2010).

11
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Sollte eine Stabilisierung oder Therapieresistenz der Erkrankung im Zuge der VEGF-targeted
therapy eintreten, kann eine Umstellung auf eine Behandlung mit mTOR-Inhibitoren sinnvoll
sein (Malouf et al. 2010).

Primatumor
Nicht Operabel Primartumor operabel mit
operabel ohne Fernmetastasen synchronen Fernmetastasen
Radikale Organerhaltende Fakultativ palliative
Tumornephrektomie Operation Tumornephrektomie
Rezidiv
Lokalrezidiv Metachrone Fernmetastasen
ohne Fernmetastasen (mit oder ohne Lokalrezidiv)
. Nicht operabel Alle Nicht alle
Nicht 1 . .
- Operabel (Lokalrezidiv oder Lasionen Lasionen
P Fernmetastasen resektabel resektabel
Resektion Tumornephrektomie
bzw. Rezidiv- und
Fernmetastasenchirurgie
Palliative Therapie
Lokale Therapie: Systemische Therapie:
Radiatio, Chirurgie, Schmerztherapie,
Embolisierung Bisphosphonate

ABBILDUNG 7: THERAPIEALGORITHMUS FUR DAS NIERENZELLKARZINOM (FISCHER C, OBERNEDER R. 2002)

Sunitinib zeigt positive Effekte beim alveolar soft part sarcoma (ASPS), das dem Genexpres-
sionsprofil der Xp11.2-Translokationskarzinome nahe ist. Dieser Tumor ist gegenuber einer
Chemotherapie resistenter als ein klarzelliges RCC (Malouf et al. 2010). Dies gibt einen

Hinweis auf die Problematik der Chemotherapie dieser Tumorentitat.

12
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1.1.8 PROGNOSE

Das Xp11.2-Translokationskarzinom ist mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium assoziiert
und hat bei Erwachsenen eine schlechte Prognose. Studien haben gezeigt, dass Uber die
Halfte der untersuchten Patienten Metastasierungen aufweisen und letztendlich an einem
fortgeschrittenen RCC versterben (Klatte et al. 2012). Jugendliche Patienten, selbst mit
Lymphknotenbefall, haben auch nach alleiniger chirurgischer Resektion eine glnstige
Prognose (Geller et al. 2008).

1.2 ZIEL DER ARBEIT UND VORGEHEN

Ziel der vorliegenden Arbeit war die Identifizierung des Translokationskarzinoms der Niere im
Rostocker Nierentumorkollektiv der Jahrgange 1998 bis Ende 2013 unter Anwendung

morphologischer Kriterien sowie immunhistochemischer und molekularer Untersuchungen.

Auf der Grundlage der Datenbank mit Nierentumorerkrankungen des Instituts flr Pathologie

des Universitatsklinikums Rostock wurde fur diese Studie folgendes Vorgehen gewahlt.

1. Immunhistochemische Untersuchungen wurden mittels Tissue-Microarrays (TMA)
an 523 Nierentumoren durchgefuhrt. Folgende immunhistochemische Marker sind
verwendet worden: Surrogatmarker fur Translokationskarzinome der Niere: TFES,
CathepsinK, ALK. Zusatzlich: EMA, Vimentin, CK7, CK19, CD10, CD117,
AMACR, PAX8, hochmolekulare Zytokeratine (Ckhmw), HMB45, BerEP4,
MelanA, NapsinA.

2. AnschlieBend wurden neue TMA konzipiert, einer davon mit jungen Patienten im
Alter von 16 bis 45 Jahren. Fiur die nachfolgende Fluoreszenz-in-situ-Hybridi-
sierung-(FISH-)Untersuchung wurden auf 3 weiteren TMA alle Falle dokumentiert,
die in der IHC positiv fur TFE3 bzw. ALK waren.

3. Schliel3lich wurden diese in der Immunhistochemie (IHC) auffalligen Tumore mit-
tels FISH molekular untersucht und dafir jeweils eine TFE3- und eine ALK-Break-
apart-Sonde verwendet. Die CathepsinK-immunreaktiven Falle wurden nicht auf
eine Translokation t(6;11)(p21912) untersucht.

4. Von den positiven Fallen wurden Grof¥flachenschnitte hergestellt, um die immun-
histologischen (TFE3 und ALK) und FISH-Ergebnisse (TFE3 und EML4-ALK), die
von den TMAs generiert wurden, nochmals zu quantifizieren und zusatzlich die
Morphologie der jeweiligen Translokationskarzinome zu dokumentieren.

5. Die Klinisch-pathologischen Daten der Translokationskarzinome der Rostocker

Nierentumordatenbank wurden zusammengestellt und mit der Literatur verglichen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 NIERENTUMORDATENBANK

Die Nierentumordatenbank umfasst 523 Nierentumore, die in der Zeit von 1998 bis 2013 in
Rostock operiert und in der Pathologie der Universitat Rostock diagnostiziert wurden. Die

folgenden Informationen sind in der Datenbank erfasst:

¢ Klinische Angaben (Alter, Geschlecht)

o OP-Art: Nephrektomie oder Tumorexzision

e OP-Seite: links oder rechts

e Diagnosedatum

e Progressionsfreies Uberleben (PFS)

o Ereignis (ggf. Rekurrenz, Metastase)

e Histopathologische Diagnose: klarzelliges (cc), chromophobes (cp), papillares (p),
muzinos-tubular-spindelzelliges Nierenzellkarzinom (MTSCC), Onkozytom (RO),
Translokationskarzinom (TxRCC) oder nicht weiter spezifiziertes Nierenzellkarzi-
nom (RCC NOS)

e TumorgréfRe in mm

e Tumorgrading (nach WHO)

e Fuhrman-Grad

e TNM-Staging

¢ Resektionsstatus: RO, R1, R2

Die Auswertung erfolgte mit der Software IBM SPSS Statistics 20.

2.2 HERSTELLUNG DES TISSUE-MICROARRAYS

Das Tissue-Microarray (TMA) ist ein Untersuchungssystem, bei dem mittels Immunhisto-
chemie oder molekularer Methoden (Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung) ein Gewebekollektiv

untersucht wird.

Zunachst wurden potentiell verwendbare Falle aus der Datenbank des Instituts fur Patholo-
gie der Universitat Rostock bestimmt und anschlielend entsprechende Schnitte und Gewe-
beparaffinblocke aus dem Archiv herausgesucht. Die Objekttrager dieser entsprechenden
Schnitte waren mit Hematoxylin-Eosin gefarbt und dienten dazu, reprasentative Anteile des
Gewebes zu identifizieren und zu markieren. Anschlieend folgte die Konzipierung des TMA.
Daten Uber die Gewebe wurden aus der Datenbank gesammelt (TNM-Klassifikation) und zu-

sammen mit der Lokalisation und den Koordinaten auf dem Array dokumentiert.
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Darauf begann der Herstellungsprozess (siehe Abb. 8): Das Stanzen des TMA, bei dem
Gewebszylinder aus den reprasentativen Bereichen der Gewebeparaffinblécke (Donorblock)
mittels einer Hohlnadel entnommen und in vorgefertigte Locher in den Empfangerblocken
eingebracht wurden (Bubendorf et al. 2001).

-y

ABBILDUNG 8: HERSTELLUNG DES Tissue-Microarray (KONONEN ET AL. 1998):
A. ENTNAHME DES GEWEBES VOM DONORBLOCK MITTELS EINER HOHLNADEL. DER HE-SCHNITT GIBT UBER REPRASENTATIVE
GEWEBEABSCHNITTE AUSKUNFT — B. PLATZIERUNG DES GEWEBES IM PRAPARIERTEN EMPFANGERBLOCK — C. HERSTELLUNG
DER SCHNITTE UND PLATZIERUNG AUF EINEM OBJEKTTRAGER MITTELS EINER FOLIE

Aus jedem Donorblock lassen sich bis zu 300 Schnitte gewinnen, die fur eine Vielzahl von
morphologischen, immunhistochemischen oder molekularen Analysen verwendet werden
kénnen (Kallioniemi et al. 2001) (siehe Abb. 9).
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ABBILDUNG 9: PRINZIP DER TISSUE-MICROARRAY-ANALYSE (KALLIONIEMI ET AL. 2001):
MORPHOLOGISCHE, IMMUNHISTOLOGISCHE ODER MOLEKULARE CHARAKTERISIERUNG DER GEWEBE

221 VERWENDETES MATERIAL ZUR HERSTELLUNG DER TISSUE-MICROARRAYS

Folgende Materialien wurden zur Herstellung der TMA und der TMA-Schnitte verwendet:

e Paraffin sectioning aid system: Haftfolien, beschichtete Objekttrager, TPC-Losung
(Hersteller: Instrumedics Inc., Hackensack, New Jersey, USA).

o Prazisionsstanzgerat (Hersteller: Beecher Instruments, Silver Springs, MD, USA)
(siehe Abb. 10)
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ABBILDUNG 10: PRAZISIONSSTANZGERAT

2.2.2 UBERSICHT DER TISSUE-MICROARRAYS

Folgende Gewebearrays lagen vor (siehe Tab. 7). Jedes TMA umfasst in etwa eine Tumor-

entitdt. Gelegentlich sind einige Falle histologisch unklar.

Diese TMA waren die Grundlage fur die immunhistochemischen Untersuchungen.

17
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ANZAHL DER
ARRAY-NUMMER | TUMORTYP "
FALLEN

N-TMA 1 Onkozytome 38
N-TMA 2 Uberwiegend chromophobe Nierenzellkarzinome 38
N-TMA 3 Uberwiegend klarzellige Nierenzellkarzinome 34
N-TMA 4 klarzellige Nierenzellkarzinome 41
klarzellige, papillare, chromophobe und unklassifizierbare
N-TMA 5 Nierenzellkarzinome 41
N-TMA 6 klarzellige Nierenzellkarzinome 37
N-TMA7 Uberwiegend klarzellige Nierenzellkarzinome 39
N-TMAS papillare Nierenzellkarzinome 35
N-TMA9 papillare Nierenzellkarzinome 34
N-TMA10 papillare Nierenzellkarzinome 31
N-TMA11 klarzellige Nierenzellkarzinome 41
N-TMA12 klarzellige Nierenzellkarzinome 41
N-TMA13 klarzellige Nierenzellkarzinome 41
N-TMA14 klarzellige Nierenzellkarzinome 32
Gesamt 523

TABELLE 7: VORHANDENE TISSUE-MICROARRAYS DES INSTITUTS DER PATHOLOGIE ROSTOCK

Folgende TMA wurden anschlie®Rend konzipiert und hergestellt:

ANZAHL DER
ARRAY-NUMMER | TUMORTYP n
FALLE N

N-TMA 15 Tumore, die fiir TFE3 positiv exprimierten 14
N-TMA16 Tumore, die fiir TFE3 positiv exprimierten 14
N-TMA 17 jugendliche Patienten im Alter von 16 bis 45 Jahren = 29
N-TMA 18 Tumore, die fiir ALK positiv exprimierten 6

TABELLE 8: NEUKONZIPIERTE TISSUE-MICROARRAYS
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ABBILDUNG 11: EIN OBJEKTTRAGER DES TMA 17. PRO TUMOR SIND 4 STANZEN ZU SEHEN (3 MAL WURDE TUMOR- UND
1 MAL NORMALGEWEBE GESTANZT). ALLE FALLE SIND IN 2 SPALTEN ANGEORDNET. DER STANZENDURCHMESSER
DER TMA 1 - 14 wAR 0,6 MM, DER DER TMA 16 — 18 WAR 1 MM.

223 MORPHOLOGISCHE AUSWERTUNG

Die morphologische Auswertung wurde mittels HE- und Kossa-gefarbten Schnitten durchge-
fuhrt.

Bei den HE-gefarbten Tissue-Microarrays galt: Wenn > 10 % Tumorgewebe vorhanden, war

der Fall evaluierbar.

Bei den Grolflachenschnitten der Translokationskarzinome wurde mittels HE-Farbung die
Morphologie bewertet und mit der Kossa-Farbung der Kalk bestatigt, der flr die Xp11.2-
Translokationskarzinome charakteristisch ist. Mit der Von-Kossa-Silberfarbung wird die
Phosphorsaure im Kalk nachgewiesen. Bei Anwesenheit von phosphorsaurem Kalk bildet
sich Silberphosphat, dessen gelbliche Farbe infolge der Anwesenheit von organischen

Substanzen in eine tiefschwarze Farbe Ubergeht (Freudenthal et al. 1932).

2.3 IMMUNHISTOCHEMIE

2.31 THEORIE DER IMMUNHISTOCHEMIE

Die Immunhistochemie dient dazu, definierte, in Zellen und Geweben vorhandene Makro-
molekile flr das Lichtmikroskop sichtbar zu machen (Buttner et al. 2003). Dazu binden
speziell erzeugte Antikérper an antigene Epitope der Makromolekiile (Gewebeantigene) und

markieren diese.

Die Antikorper sind in Antiseren enthalten, die von immunisierten Tieren stammen. In einem
Antiserum kénnen mehrere Antikdrper enthalten sein, die gegen unterschiedliche Epitope
des Gewebeantigens gerichtet sind (polyklonale Antikdrper). Monoklonale Antikérper hinge-
gen haben eine exakt definierte Spezifitdt. Diese AntikOrper werden in Kulturen gezichteter

Plasmazelltumoren gewonnen.
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Anhand der immunhistochemischen Untersuchung lasst sich der Tumor- und Zelltyp bestim-

men. Man unterscheidet unter anderem:

o Epitheliale Marker (z. B. EMA, BerEP4, CK7)

e Mesenchymale Marker (z. B. Vimentin)

o Lymphozytenmarker (= Zelloberflachenmarker, z. B. CD117)
e Spezielle Marker (z. B. HMB45 fur das maligne Melanom)

2.3.2 TECHNIK DER IMMUNHISTOCHEMIE

Das Grundprinzip der immunhistochemischen Diagnostik ist eine Antikérper-Antigen-

Reaktion, deren Ergebnis durch eine Farbreaktion sichtbar gemacht wird.

Im ersten Schritt verbindet sich ein bekannter Antikdrper mit einem gesuchten Antigen. Im
zweiten Schritt wird der primar gebundene Antikdrper mit einem Farbstoff markiert und

sichtbar gemacht.

Der ,Marker® ist das Antigen. Die Markierung erfolgt entweder durch einen Fluoreszenz-
farbstoff, der unter UV-Licht zu erkennen ist oder durch einen Antikdrper mit einem
Chromogen, das durch eine chemische Reaktion mit einem Farbstoff aktiviert wird (Bankl
2002).

Die zuletzt genannte Methode erlaubt eine Betrachtung unter dem Lichtmikroskop. Die

Immunfarbung wird mit einer Gegenfarbung (z. B. Hdmatoxylin) erganzt.

2.3.3 IMMUNHISTOCHEMIE AM GEWEBEARRAY

Die Expression 16 verschiedener Antigene wurde an dem Tumorkollektiv untersucht:

Diagnostische Marker: AMACR, BerEP4, CD10, CD117, CK7, CK19, Ckhmw, EMA, HMB45,
MelanA, NapsinA, PAX8, Vimentin

.Jranslokationskarzinom“-Marker: TFE3, CathepsinK, ALK

Von dem formalinfixierten und paraffineingebetteten Material wurden Schnitte mit einer Dicke
von 3 ym angefertigt. Diese wurden getrocknet und anschlieRend vorbehandelt. Die Vorbe-
handlung umfasste das Entparaffinieren, Rehydrieren sowie eine hitzeinduzierte Epitop-
demaskierung. Hier wurde das EnVision™ FLEX, High pH-Kit verwendet. AnschlieRend
wurden die Gewebeschnitte mit den genannten, vorbehandelten und verdinnten primaren
Antikérpern inkubiert (siehe Tab. 9).
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Als Probenvorbereitungsgerat wurde der Autostainer Link 48 von DAKO verwendet.

Das Endprodukt wurde mit EnVision™ FLEX DAB + Chromogen, einer konzentrierten
Diaminobenzidinlésung, dargestellt. Dies flhrte zu einem kontrastreichen, braunen

Endprodukt am Ort des Zielantigens. Zur Gegenfarbung wurde EnVision™ FLEX

Hematotoxylin verwendet.

ANTIKORPER | 6:PNETI;I'YP KLON / FIRMA HX»?:SE o VEE':E;N' INKUBATIONSZEIT (E:;\évrﬁi;:ti cl;
ALK (Maus) ALﬂaﬁ%lfn%S o L :i:f:r 20 min /97 °C DAB / HE
AMACR (Hace) BDici,aSgy”Sct’zics H 1:50 20 min/97 °C DAB/ HE
BerEP4 (Mamus) Gi?;fa'jr{yDé‘r'gg’H L 1:20  20min/97 °C DAB/HE
CathepsinK  (Maus) Vodor o H RTU 20 min/97°C DAB / HE
cD10 (Maus) SSC;Ea/nS'gﬁ%Ser' H RTU  20min/97°C DAB / HE
CcD117 (Hase) GermZﬁ‘sgmbH H 1:500 20 min/97 °C DAB / HE
CK7 (Maus) aor-18/Progen H 11100 20min/97 °C DAB / HE
CcK19 (Maus) ROK108 y’ Ao H RTU 20 min/97°C DAB / HE
Ckhmw (Maus) Sapet2 ; oARo H 11100 20 min/97 °C DAB / HE
EMA (Maus) pop1a ] Thermo | H 11100 20 min/97 °C DAB / HE
HMB45 (Maus) Meﬁaﬁgﬁ%ﬁer' H 1:50 20 min/97 °C DAB / HE
MelanA (Maus) A1§’a/negﬁ%ﬁer' H 1:50 20 min/97 °C DAB / HE
. KCG1.1/ -
NapsinA (Maus) B?é?ylct)z:qcs H 11100 20min/97 °C DAB / HE
PAX8 (H:se) gtsotzn‘:g H 1:50 20 min/97 °C DAB / HE
TFE3 (Hase) Cell Marque Corpo- H LTnIkL; 20 min /97 °C DAB/ HE
Vimentin (Maus) Vol Esg?m?ﬁrma' H 1:500 20 min/97 °C DAB / HE

TABELLE 9: VERWENDETE ANTIKORPER UND DEREN ANWENDUNG
(M = MONOKLONAL; P = POLYKLONAL; H = HIGH PH9; L = Low PH6; RTU = READY TO USE)

21



MATERIAL UND METHODEN

2.3.4 AUSWERTUNGSMODI DER IMMUNHISTOCHMIE

ALK

AMACR

BerEP4

CathepsinK

CcD10

CD117

CK7

CK19

Ckhmw

EMA

HMB45

MelanA

Napsin A

PAX8

TFE3

Vimentin

zytoplasmatisch / nuklear

zytoplasmatisch

zytoplasmatisch
und membrands

zytoplasmatisch

membranods

membranods

zytoplasmatisch
und membrands

zytoplasmatisch

zytoplasmatisch

zyptoplasmatisch
und membranos

zytoplasmatisch

zytoplasmatisch

zytoplasmatisch

nuklear

nuklear

zytoplasmatisch

AUSWERTUNGSMODUS

negativ =0
positiv=1 (> 10 %)

negativ="0
schwach positiv = 1
stark positiv = 2

negativ=0

schwach positiv=1 -4
mafig positiv=6 -8
stark positiv=9 - 12

negativ =0
schwach positiv =1 (< 10 %)
stark positiv=1 (> 10 %)

negativ =0
schwach positiv = 1
stark positiv = 2

negativ =0

schwach positiv=1 -4
mafRig positiv=6 — 8
stark positiv=9 — 12

negativ="0
schwach positiv =1 (< 30 %)
moderat positiv = 2 (> 30 %)

negativ=0
schwach positiv =1 (< 30 %)
moderat positiv = 2 (>30 %)

negativ =0
schwach positiv = 1 (< 30 %)
moderat positiv = 2 (> 30 %)

negativ =0
schwach positiv=1 (< 5 %)
moderat positiv=2 (=5 %)

negativ="0
schwach positiv=1 (> 5 %)
stark positiv =2 (< 5 %)

negativ="0
schwach positiv=1 (> 5 %)
stark positiv=2 (<5 %)

negativ=10
positiv=1 (> 10 %)

negativ =0
positiv=1 (> 10 %)

negativ =0
schwach positiv=1 (< 5 %)
stark positiv=2 (> 5 %)

negativ =0
schwach positiv = 1 (< 5%)
stark positiv=2 (> 5 %)

TABELLE 10: EXPRESSION UND AUSWERTUNGSMODUS DER VERWENDETEN MARKER
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In Tabelle 10 sind die Farbemuster der verwendeten immunhistochemischen Marker sowie

deren Bewertung dargestellt.

24 FLUORESZENZ-IN-SITU-HYBRIDISIERUNG

2.4.1 THEORIE DER FLUORESZENZ-IN-SITU-HYBRIDISIERUNG

Mittels der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) ist es mdglich, bestimmte Nuklein-
sauresequenzen in Zellen oder Geweben mit Hilfe markierter DNA-Sonden durch In-situ-
Hybridisierung nachzuweisen. Die Hybridisierung bewirkt eine Duplexbildung der ent-
sprechenden Sequenzen und der DNA-Sonde, die mit Fluoreszenz-Markierungen versehen
ist und unter Verwendung eines Fluoreszenzmikroskops mit verschiedenen Filtersatzen

nachgewiesen werden kann (zum Prinzip siehe Abb. 12).

24.2 TECHNIK DER FLUORESZENZ-IN-SITU-HYBRIDISIERUNG

Die FISH wurde mit dem ZytoLight FISH-Tissue Implementation Kit an den neu entstan-
denen TMA (15,16 und 18) durchgeflhrt. Es wurde wie folgt angewendet:

Von den TMA wurden 5 ym dicke Schnitte hergestellt. Erst folgte die Entparaffinierung. Die
Schnitte wurden warmebehandelt sowie mit Xylol und einer absteigenden Ethanolreihe
inkubiert. Anschlielliend wurde die DNS des Praparats und der Sonde durch Proteasen und
Hitze denaturiert. Dadurch 6ffnete sich der DNS-Doppelstrang und ermdglichte eine Anlage-
rung der Sonde. Darauf wurde der Schnitt mit dem Sonden-Puffer-Gemisch hybridisiert.
Uberschussige Proben sind nach der Hybridisierung in einem Waschschritt entfernt worden
(Savic und Bubendorf 2007). Das Untersuchungsmaterial wurde anschlieRend mit einem

Deckglas versiegelt.
Folgende Sonden wurden verwendet:

e ZytoLight® SPEC TFE3 Dual Color Break Apart Probe
e ZytoLight ® SPEC ALK Dual Color Break Apart Probe

Nach der Hybridisierung (Behandlung mit Waschpuffer, aufsteigender Ethanolreihe, DAPI /

Antifade-Solution) konnte das Untersuchungsmaterial ausgewertet werden.

Abschlieend erfolgte die Auswertung unter dem Fluroeszenzmikroskop System Microscope
BX53 von Olympus (siehe Abb. 13).

Die Bilder wurden mit der Software Cell Sens Dimension 1.5 erstellt.
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Chromosomale DNA des Patienten DMNA-Sonde
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Markierung und
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ABBILDUNG 12: UBERSICHT UBER DIE TECHNIK DER FLUORESZENZ-IN-SITU-HYBRIDISIERUNG (SCHROCK ET AL. 2008)

ABBILDUNG 13: VERWENDETES Fluoreszenzmikroskop SYSTeEM MicRoSCOPE BX53 VON OLYMPUS
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2.4.3 AUSWERTUNGSMODUS DER FLUORESZENZ-IN-SITU-HYBRIDISIERUNG

Bei einer intakten Zelle sind bei der Verwendung geeigneter Filteransatze in der Inter- oder
Metaphase zwei eng beieinander liegende rote und griine Signale pro Allel zu erkennen. Es

ist auch mdglich, dass sich die Signale Uberlagern. Dann erscheinen sie gelb.

Im Falle einer Translokation sind die roten und griinen Signale voneinander getrennt. Der
Abstand zwischen den beiden Signalen sollte mindestens zwei Signaldurchmesser betragen.

Wenn ein Teil deletiert ist, kann ein Signal auch fehlen.

In dieser Studie wurde ein Fall positiv gewertet, wenn mehr als 15 % der Nuklei des Tumors
deutlich getrennte Signale aufwiesen und somit ein Anzeichen fir eine Translokation
lieferten. Ein Vergleich zwischen den Tissue-Microarrays und GrofRflachenschnitten fuhrte zu

einem optimalen Cut-off-Level von 15 %.

ABBILDUNG 14: TMA 18: ES IST EINE EINZELNE ZELLE ZU ERKENNEN. SIE WEIST 2 ALLELE AUF.
DER WEIRE PFEIL ZEIGT DAS ALLEL, BEI DEM DAS ROTE UND GRUNE SIGNAL DEUTLICH GETRENNT IST.
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2.5 STATISTISCHE AUSWERTUNG

Die statistische Auswertung erfolgte mit der Statistiksoftware IBM SPSS Statistics 20.0.
Aussagen, die mit einer Irrtumswahrscheinlichkeit von p < 0,05 behaftet sind, wurden als

signifikant gewertet (Krentz 2002).
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3 RESULTATE

3.1 PATIENTEN UND MATERIAL

Es wurden insgesamt 523 Nierentumore auf 14 Tissue-Microarrays untersucht.

Das Patientenkollektiv bestand aus 346 mannlichen (66,2 %) und 177 weiblichen (33,8 %)
Patienten. Der jlingste Patient war zum Zeitpunkt der Diagnose 16 Jahre, der alteste 89 Jah-

re alt. Das mittlere Alter lag bei 63,97 Jahren.

Die initialen Diagnosen lauteten bei den 523 Tumoren wie folgt: 322 Tumore sind als klar-
zellige Nierenzellkarzinome (61,6 %) deklariert worden. Bei 110 Fallen handelte es sich um
papillare Nierenzellkarzinome (21,3 %), bei 47 Fallen lag ein chromophobes Karzinom vor
(8,9 %) und bei 38 Fallen ein Onkozytom (7,3 %). 5 Tumore waren als RCC NOS (unklassi-
fizierbar) (1 %) und 1 Tumor als ein muzinds-tubular-spindelzelliges Nierenkarzinom (0,2 %)

diagnostiziert worden.

Nach vorliegenden Untersuchungen sind retrospektiv 18 Tumore Xp11.2- (3,4 %) und 2 Tu-

more TFEB-Translokationskarzinome (0,4 %).

Die klinisch-pathologischen Befunde sind in Tabelle 11 zusammengefasst.
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322 110 47 5 1 38 523

Fille
Weiblich 113 27 19 1 1 17 177
Mannlich 209 83 28 4 0 21 346
g1-g2 180 60 12 0 0 35 287
g3 - g4 142 50 35 5 1 3 236
pT1 185 81 24 0 1 k. A. 291
pT2 15 12 2 0 0 k. A. 29
pT3 105 17 19 2 0 k. A. 143
pT4 14 0 0 3 0 k. A. 17
NO 118 23 24 2 k. A. k. A. 167
N1 5 1 1 0 k. A. k. A. 7
N2 11 5 0 1 k. A. k. A. 17
Mo 6 4 1 0 k. A. k. A. 11
M1 29 3 1 2 k. A. k. A. 35
RO 288 107 42 4 1 k. A. 442
R1 18 1 2 0 0 k. A. 21
R2 1 0 0 1 0 k. A. 2

TABELLE 11: KLINISCH-PATHOLOGISCHE BEFUNDE DES ROSTOCKER NIERENTUMORKOLLEKTIVS 1998 — 2013
(K. A. = KEINE ANGABE; CCRCC = KLARZELLIGES NIERENZELLKARZINOM; PRCC = PAPILLARES NIERENZELL
KARZINOM; CPRCC = CHROMOPHOBES NIERENZELLKARZINOM; RCC NOS = UNKLASSIFIZIERBARES NIERENZELL
KARZINOM; MTSCC = MUZINOSES, TUBULARES, SPINDELZELLIGES NIERENKARZINOM)

3.2 AUSWERTUNG DER TISSUE-MICROARRAYS 1 -14,17,15-16,18

3.21 MORPHOLOGISCHE AUSWERTUNG: TISSUE-MICROARRAY 1 — 14

Die morphologische Auswertung erfolgte an mit Hamatoxylin-Eosin gefarbten Gewebe-
schnitten der Tissue-Microarrays. Pro Patientenfall waren auf den Tissue-Microarrays 1 — 14
je 4 Tumorstanzen sowie eine Stanze mit Normalgewebe vorhanden. Insgesamt wurden also

2.615 Stanzen evaluiert. Wenn weniger als 10 % des gestanzten Gewebes vorhanden war,
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wurde dieser Fall als ,nicht auswertbar” angesehen. Von den insgesamt 523 Fallen konnten

513 (98,1 %) ausgewertet werden, 10 Patientenfalle (1,9 %) waren nicht auswertbar.

3.2.2 TISSUE-MICROARRAY 1 — 14: AUSWERTUNG DER IMMUNHISTOCHEMIE UND KORRELA-
TIONSANALYSEN

3.2.2.1 TFE3-EXPRESSION

Von den 523 Patientenfallen wurden 504 (96,4 %) fir TFE3 als auswertbar angesehen,

19 Falle waren nicht auswertbar (3,6 %).

Von den klarzelligen Tumoren zeigten 216 (67,9 %) kein, 78 (24,5 %) gering bis maliges
und 24 (7,5 %) starkes Farbeverhalten.

85 (85,9 %) der papillaren Karzinome waren negativ, 12 (12,1 %) mafig positiv und 2 Falle
stark positiv (2 %) fur TFES.

Bei den chromophoben Karzinomen konnten 37 (88,1 %) als negativ und 4 (9,5 %) als

geringgradig positiv und 1 Fall (2,4 %) als stark positiv gewertet werden.

Von den RCC NOS waren 2 (33,3 %) negativ, 3 (50 %) schwach und 1 Fall (16,7 %) stark
positiv fur TFES3.

Alle 18 durch nachfolgende FISH-Untersuchung bestatigten Xp11.2-Translokationskarzi-

nome wiesen ein stark positives Farbemuster auf (100 %) (siehe Abschnitt 3.3, Tab. 14).
Das muzinds-tubular-spindelzellige Karzinom (1 / 00 %) zeigte ein negatives Farbeverhalten.
Die Onkozytome waren alle negativ (38 / 100 %).

Im Chi-Test ergab sich ein p < 0,001, womit die Unterschiede zwischen den histologischen

Subtypen in Bezug auf die TFE3-Farbung statistisch signifikant sind.

Die Spearman-Korrelation betragt 0,224. Dies deutet auf eine geringe Korrelation zwischen

den histologischen Subtypen und der TFE3-Farbung hin.
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ABBILDUNG 15: PATIENTENFALL 1 DER XP11.2-TRANSLOKATIONSKARZINOME.
TFE3-POSITIVES FARBEMUSTER (40 X VERGRORERUNG)

3.2.2.2 CATHEPSINK-EXPRESSION

494 Falle (94,5 %) waren fir CathepsinK auswertbar, 29 Falle (5,5 %) waren nicht aus-
wertbar.

Von den klarzelligen Nierenzellkarzinomen zeigten 299 (99 %) keine Farbreaktion, 1 Fall
(0,3 %) war schwach und 2 Falle (0,7 %) stark positiv.

Von den papillaren Karzinomen waren 105 (99,1 %) negativ und 1 Fall (0,9 %) schwach

positiv.

40 (93 %) der chromophoben Karzinome hatten ein negatives, 1 Fall (2,3 %) ein schwaches

und 2 Falle (4,6 %) ein stark positives Farbeverhalten.

Die RCC NOS (5/100 %) und das muzinds-tubular-spindelzellige Karzinom (1 /100 %)

sowie alle Onkozytome (38 / 100 %) demonstrierten kein Farbemuster.
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Der Chi-Test ergab einen p-Wert von > 0,05, womit die Unterschiede unter den histolo-

gischen Subtypen als statistisch nicht signifikant anzusehen sind.

Der Wert der Spearman-Korrelation betragt 0,051. Damit besteht keine Korrelation zwischen

den Variablen histologischer Subtyp und CathepsinK-Expression.

ABBILDUNG 16: PATIENTENFALL 1 DER T(6,11)-TRANSLOKATIONSKARZINOME.
CATHEPSINK-POSITIVES FARBEMUSTER (40 X VERGROBERUNG)

ANZAHL CATHEPSINK .
N PRIMARE DIAGNOSE
STARK POSITIVER FALLE

1 klarzelliges Nierenzellkarzinom (ccRCC)

0 papillares Nierenzellkarzinom (pRCC)

1 chromophobes Nierenzellkarzinom (cpRCC)

0 unklassifizierbares Nierenzellkarzinom (RCC NOS)
muzindses, tubulares, spindelzelliges

0 Nierenkarzinom (MTSCC)

0 Onkozytome (RO)

TABELLE 12: ANZAHL UND FRUHERE DIAGNOSE DER T(6;11)-TRANSLOKATIONSKARZINOME DER NIERE
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3.2.2.3 ALK-EXPRESSION

Insgesamt waren 480 Falle (91,8 %) fur ALK auswertbar, 43 fehlten oder konnten nicht

ausgewertet werden (8,2 %).

291 (98,0 %) der klarzelligen Nierenzellkarzinome exprimierten fur ALK negativ, 6 Falle
(2,0 %) positiv. Von den papillaren Karzinomen konnten 94 Falle (97,9 %) als negativ und

2 Falle (2,1 %) als positiv angesehen werden.

Alle chromophoben Karzinome (42 /100 %) sowie alle RCC NOS (6 /100 %) zeigten ein
negatives Farbeverhalten. Auch die Onkozytome (38/100 %) und das muzinds-tubular-

spindelzellige Nierenkarzinom (1 / 100 %) waren fur ALK negativ.

Im Chi-Test ergab sich ein p > 0,05, womit die Unterschiede in den histologischen Subtypen

in Bezug auf die ALK-Expression statistisch nicht signifikant sind.

Auch der Spearman-Korrelationskoeffizient betragt 0,046. Somit ist keine Korrelation der his-

tologischen Subtypen in Bezug auf die ALK-Expression vorhanden.
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ABBILDUNG 17: POSITIVE FARBUNG FUR ALK (PATIENTENFALL AUF TMA 12 - 40 X VERGRORERUNG)
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3.23 WEITERE WICHTIGE MARKER IN DER DIFFERENTIALDIAGNOSE

3.2.3.1 HMBA45-EXPRESSION

516 (98,7%) Falle konnten ausgewertet, 7 (1,3 %) konnten nicht ausgewertet werden.

Alle 314 klarzelligen Karzinome, sowie 47 chromophobe Karzinome, 6 RCC NOS, 38 Onko-

zytome und das eine muzinds-tubular-spindelzellige Nierenkarzinom waren negativ.

Auch von den papillaren Karzinomen waren 109 (99,1 %) negativ und lediglich 1 Fall (0,9 %)

positiv.
Der Chi-Test ergab einen p-Wert von > 0,05. Die Unterschiede sind nicht signifikant.

Der Wert der Spearman-Korrelation betrug 0,038. Das ist ein Zeichen fir eine geringe

Korrelation.

3.2.3.2 MELANA-EXPRESSION

520 (99,4 %) der mit MelanA gefarbten Tumore waren auswertbar, 3 (0,6 %) waren nicht

auswertbar.

Sowohl die klarzelligen Nierenzellkazinome (318/100 %), als auch alle RCC NOS
(6 /100 %) waren negativ. Das muzinds-tubular-spindelzellige Nierenkarzinom (1/ 100 %)

und alle Onkozytome (38 / 100 %) zeigten keine Farbreaktion.

Von den papillaren Karzinomen waren 108 (98,2%) negativ und 2 (1,8 %) schwach positiv.
46 (97,9 %) der chromophoben Karzinome waren negativ, 1 Fall (2,1 %) stark positiv.

Der Chi-Test ergab einen Wert > 0,05. Die Unterschiede sind statistisch nicht signifikant.

Der Spearman-Korrelationswert war 0,081. Ein Zeichen fur eine sehr geringe Korrelation.

3.2.3.3 NAPSINA-EXPRESSION

513 (98,1 %) Falle waren auswertbar, 10 (1,9 %) waren nicht auswertbar.

Far NapsinA exprimierten 276 (88,2 %) der klarzelligen Nierenzellkarzinome nicht,

37 (11,8 %) waren positiv.

Von den papillaren Karzinomen zeigten 43 (39,4 %) kein Farbmuster, 66 (60,5 %) waren

positiv.
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44 (95,6 %) der chromophoben Karzinome wurden als negativ, 2 (4,3 %) als positiv gewertet.

Die RCC NOS (6 / 100 %), die Onkozytome (38 / 100%) sowie das muzinds-tubular-spindel-

zellige Nierenkarzinom (1 / 100%) waren negativ fur NapsinA.

Der Chi-Test ergab einen p-Wert von < 0,001. Die Unterschiede in den histologischen

Subtypen im Bezug auf die Expression von NapsinA sind somit statistisch signifikant.

Der Wert der Spearman-Korrelation betrug 0,150. Dies spricht fir eine sehr geringe Korre-

lation.

3.2.3.4 PAX8-EXPRESSION

Insgesamt waren fir PAX8 520 Falle (99,4 %) auswertbar, 3 Patientenfalle (0,6 %) waren

nicht auswertbar.
155 (48,6 %) der klarzelligen Tumore exprimierten fur PAX8, 164 (51,4 %) waren negativ.

Von den papillaren Karzinomen zeigten 31 (28,2 %) ein negatives und 79 (71,8 %) ein

positives Farbeverhalten.
22 (46,8%) der chromophoben Karzinome waren negativ, 24 (52,1%) positiv fir PAX8.

Bei 2 RCC NOS konnte ein negatives (33,3 %), bei 4 (66,7 %) ein positives Farbemuster

nachgewiesen werden.

Das muszinds-tubular-spindelzellige Nierenkarzinom (1/100 %) exprimierte positiv flr
PAX8. 21 (55,3 %) der Onkozytome waren negativ und 17 (44,7 %) positiv.

Der p-Wert betrug beim Chi-Test < 0,001, somit ist die statistische Aussage hoch signifikant.

Der Wert der Spearman-Korrelation betragt 0,095. Dies deutet auf eine sehr geringe

Korrelation zwischen der PAX8-Farbung und den histologischen Subtypen hin.
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3.2.4 ZUSAMMENFASSUNG DES EXPRESSIONSVERHALTENS

TFE3

ALK

CathepsinK

PAX8

EMA

Vimentin

CD10

CD117

BerEP4

AMACR

CK7

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

negativ

positiv

ccRCC %
(ABS)

67,9 %
(216)

321 %
(102)

98 %
(291)
2%
(6)
98,9 %
(299)
1%
(3)
51,4 %
(164)

48,6 %
(155)
2,9 %

9)

97,1 %
(303)
1,6 %

(5)

98,4 %

(309)

30,2 %
(95)

69,8 %
(220)

98,7 %
(311)
1,3 %

(4)

86,3 %

(272)

13,6 %
(43)

16,7 %
(52)

83,3 %
(260)

96,1 %
(300)

3.8%
(12)

PRCC %
(ABS)

85,9 %
(83)
14,1 %
(14)
97,9 %
(94)
2,1 %
(2)
99,1 %
(105)
0,9 %
(1
28,2 %
(31)

71,8 %
(79)
55 %
(6)
94,4 %
(102)

12,7 %
(14)

87,3 %
(96)

89,1 %
(98)

10,9 %
(12)

96,3 %
(105)
3,7%
(4)
38,2 %
(42)

61,8 %
(68)
1,8 %

(2)

98,2 %

(108)

31,5 %
(34)

68,5 %
(74)

cPRCC %
(ABS)

88,1 %
(37)
11,9 %
®)

100 %
(42)

©)
93 %
(40)
7%
@)
47,8 %
(22)
52,2 %
(24)
43 %
)
94,7 %
(45)
63 %
(29)
37 %
(17)
711 %
(32)
28,9 %
(13)
19,1 %
)
80,8 %
(38)
50 %
(23)
50 %
(23)
13 %
(6)
87 %
(40)
89,4 %
(42)

10.6 %
®)

RCC
NOS %
((X:5))]

33,3 %

(2)

)

MTSCC %
(ABS)

100 %
(1)
(0)

100 %
(1)
(0)

100 %
(1)
©)
©)

100 %
(1
©)

100 %
1

(0)
100 %
(1)
100 %
(1)
(0)
100 %
(1)
(0)
0)
100 %
(1)
(0)
100 %
(1
(0)
100 %
(1)

ONKOzYTOM %
(ABS)

100 %
(38)

(0)
100 %
(38)

(0)
100 %
(38)

©)
55,3 %
(21)

44,7 %
(17)

26 %
(1)
97,4 %
(37)
86,8 %
(33)
13,2 %
(5)

100 %
(38)

©)
15,8

(6)
84,2 %
(32)
84,2 %
(32)
15,8 %
(6)
2,6 %
(1)
97,4 %
(38)

89,5 %
(34)

10,5 %
(4)
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ccRCC % pRCC % | cpRCC % RCC}, MTSCC % | Onkozytom %
NOS %
(abs) (abs) (abs) (abs) (abs) (abs)

neaativ 82,6 % 30 % 808% 66,7 % 100 % 78,9 %
CK19 g (261) (33) (38) 4) 1) (30)
. 17.4 % 70 % 191% 333 % - 21 %
ositiv ’ ) ,
P (59) (77) 9) (2) (0) (8)
. 99.7 % 76.4 % 100 % 83,3 % - 100 %
Ckhmw negativ (314) (84) (47) (5) (0) (38)
o 0,3% 23,6 % - 16,7 % 100 % -
ositiv ’ ; )
P (1) (26) (0) (1) (1) (0)
. 100 % 99,1 % 100 % 100 % 100 % 100 %
HMB45 negativ (314) (109) (47) 6) ) (38)
o - 0,9 % - - - -
ositiv ’
P (0) (1) (0) (0) (0) (0)
Heqativ 100 % 98,2 % 97,9 % 100 % 100 % 100 %
MelanA g (318) (108) (46) (6) 1) (38)
o - 1,8 % 2.1 % . . -
ositiv ’ ’
P (0) (2) (1) (0) (0) (0)
_ Heqativ 88,2 % 39,4 % 95,6 % 100 % 100 % 100 %
NapsinA g (276) (43) (44) (6) (1) (38)
» 11,8 % 60,5 % 4,3 % - - -
osit ) ) ’
posttiv (37) (66) 2) (0) (0) (0)

TABELLE 13: DIE IMMUNHISTOCHEMIE DES ROSTOCKER NIERENTUMORKOLLEKTIVS IN DER UBERSICHT
(cCRCC = KLARZELLIGES NIERENZELLKARZINOM; PRCC = PAPILLARES NIERENZELLKARZINOM;
cPRCC = CHROMOPHOBES NIERENZELLKARZINOM; RCC NOS = UNKLASSIFIZIERBARES NIERENZELLKARZINOM;
MTSCC = MUZINOSES, TUBULARES, SPINDELZELLIGES NIERENKARZINOM)

3.25 TISSUE-MICROARRAY 17: TFE3- UND ALK-EXPRESSION

Das TMA 17 umfasste 29 Patientenfalle im Alter von 16 bis 45 Jahren. Der Median lag bei

39 Jahren. 24 % der Patienten waren weiblich und 76 % mannlich.
Alle Falle konnten immunhistochemisch fir TFE3, CathepsinK und ALK ausgewertet werden.

Far TFE3 waren 18 Falle (62,1 %) negativ, 8 (27,6 %) schwach und 3 (10,3 %) stark positiv.
Zwei der stark positiven Falle konnten in der FISH-Untersuchung als Translokationskarzi-

nome bestatigt werden.

Fir CathepsinK exprimierten 25 (86,2 %) nicht, 1 Fall (3,4 %) schwach und 1 Fall (3,4 %)
stark positiv. Der stark positive Fall zeigte auch fur TFE3 eine stark positive Reaktion und
gehort zu den oben genannten bestatigten Translokationskarzinomen. Somit enthielt dieses

Tumorkollektiv keine t(6;11)-Translokationskarzinome der Niere.

Fur ALK zeigten 25 Falle (86,2 %) keine Farbreaktion, 2 Falle waren positiv (6,9 %). Diese
beiden Falle konnten in der nachfolgenden FISH nicht als Translokationskarzinome bestatigt

werden.
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3.3 AUSWERTUNG DER FLUORESZENZ-IN-SITU-HYBRIDISIERUNG

3.3.1 TFE3-TRANSLOKATION

Die Tissue-Microarrays 15 und 16 umfassten die Patientenfalle, die fur TFE3 stark positiv
exprimierten. Insgesamt waren es 28 Patientenfalle. 18 (64,3 %) konnten in der FISH-Unter-

suchung als Translokationskarzinome bestatigt werden.

Die Abbildungen 18 und 19 zeigen 2 Patientenfalle mit bestatigter Translokation. Die weil3en

Pfeile deuten auf die positiven Signale.

ABBILDUNG 18: PATIENTENFALL 1: 16-JAHRIGER PATIENT MIT BESTATIGTER TRANSLOKATION
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ABBILDUNG 19: PATIENTENFALL 8: 71-JAHRIGER PATIENT MIT BESTATIGTER TRANSLOKATION

TFE3 IMMUNHISTOCHEMIE: . TFE3-FISH:
. PRIMARE DIAGNOSE .
ANZAHL STARK POSITIVER FALLE ANZAHL POSITIVER FALLE

o4 klarzelliges Nierenzellkarzinom 16
(ccRCC)

papillares Nierenzellkarzinom 1
(pPRCC)

chromophobes 1
Nierenzellkarzinom (cpRCC)

unklassifizierbares -
Nierenzellkarzinom
(RCC NOS)

muzindses, tubulares, -
spindelzelliges Nierenkarzinom
(MTSCC)

Onkozytom (RO) -

TABELLE 14: ANZAHL UND FRUHERE DIAGNOSE DER XP11.2-TRANSLOKATIONSKARZINOME
UND ANZAHL DER DURCH TFE3-FISH BESTATIGTEN FALLE
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3.3.2 ALK-TRANSLOKATION

Das Tissue-Microarray 18 umfasste 6 Patientenfalle, die ALK-positiv waren. In der folgenden
molekularzytogenetischen Untersuchung konnte keine Translokation nachgewiesen werden.
2 Falle, die immunhistochemisch fur ALK positiv waren, konnten wegen des Fehlens des

Materials nicht mittels FISH untersucht werden

3.4 CHARAKTERISIERUNG DER TRANSLOKATIONSKARZINOME

3.41 GROSSFLACHENSCHNITTE: HE-MORPHOLOGIE UND KOSSA-KALKNACHWEIS DER
XP11.2-TRANSLOKATIONSKARZINOME

Von den TFE3-Translokationskarzinomen wurden GroRflachenschitte hergestellt und mit

Kossa gefarbt. 10 der Tumore (55,6 %) zeigten eine positive Kossa-Farbung.

ABBILDUNG 20: PATIENTENFALL 1: KOSSA-KALKNACHWEIS BEIM TRANSLOKATIONSKARZINOM —
SIEHE TIEFSCHWARZE FARBUNG

Im HE-Schnitt &hneln die Translokationskarzinome klarzelligen Karzinomen, weisen aber teil-
weise eine papillare Architektur auf. Das Zytoplasma ist teilweise voluminds (siehe Abb. 21).
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ABBILDUNG 21: HE-SCHNITT DES PATIENTENFALLS 1 DES TFE3-TRANSLOKATIONSKARZINOMS:
A: 20 X VERGRORERUNG — B: 40 X VERGRORERUNG — AUFFALLEND IST DAS VOLUMINOSE ZYTOPLASMA.

40



RESULTATE

3.4.2 KLINISCH-PATHOLOGISCHE CHARAKTERISTIKEN

Mit Hilfe des klinischen Krebsregisters Rostock konnten Daten zum klinischen Verlauf der

Patientenfalle erhoben werden. In 2 Fallen lagen keine Informationen vor.

In Tabelle 15 sind die Verlaufsdaten der TFE3-Translokationskarzinome und in Tabelle 16

die Daten der TFEB-Translokationskarzinome dargestellt.

AL- LETALI- AUl
FALL M GRADING MAN- OP-ART
TER TAT GRAD
1 w 16

31 tot high 60 b 3 Nephrek-
grade tomie

) m 74 10 lebend ~ M9h 100  3a 4  Nephrek-
grade tomie
s w74 70 tot high 135  3a 4  Nephrek-
grade tomie
4 m 83 high 70 3a 4  Tumor
grade exzision

5 m 78 21 tot high 5  3a 3 Nephrek-
grade tomie
6 w77 1 lebend  M9N 9%5 4 2 4  Nephrek-
grade tomie
7 m 48 12 tot high 60 b 3  Tumor
grade exzision

8 m 71 69  lebend  Mdn 25  1a 3 Nephrek- 4
grade tomie
o w64 94 tot high 5 3 0 4  Nephrek-
grade tomie
0 w78 3 lebend 9N 50 3 1 1 4  Nephrek-
grade tomie
M w65 low 3 1a 1 Tumor-
grade exzision
42 m 65 40  lebend  M9N 50 3 o 1 3  Nephrek-
grade tomie

43 m 69 60  lebend  M9N 40  3a 3 Nephrek-
grade tomie
4 w39 63  lebend M9N 60  1a 3 [Tumor
grade exzision
45 m | 60 63 tot low 4% b o Nephrek-
grade tomie

6 m 63 65 tot high 70 3 0 3 Nephrek- 4
grade tomie
47 m 72 82 tot high 57 b 3 Nephrek-
grade tomie
48 m 73 27  lebend 9N 45 1 2 3 Nephrek-
grade tomie

TABELLE 15: KLINISCHE DATEN DER BESTATIGTENTFE3-TRANSLOKATIONSKARZINOME.
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FUHR-
FALL GRADING ) MAN- OP-ART
GRAD
1 w 66 | 23 tot high 93 3b 1 3 Nephrek-
grade tomie
9 m 54 3 tot high 100 3a 1 4 Nephrek-
grade tomie

TABELLE 16: KLINISCHE DATEN DER TFEB-TRANSLOKATIONSKARZINOME

Von den insgesamt 20 bestatigten Fallen sind 12 mannlich (60 %) und 8 Patienten weiblich
(40 %). Der jungste Patient war 16 Jahre und der alteste Patient 83 Jahre alt. Der Median
liegt bei 66 Jahren.

Die Tumorgrofien reichten von 25 mm bis 135 mm. Der Mittelwert liegt bei 64,45 mm und der
Median bei 57 mm. Es fallt auf, dass es sich bei 90 % (18 Falle) um High-grade-Tumore
handelt. 1 Tumor (5 %) wies einen Fuhrman-Grad 1 auf, 1 Tumor (5 %) zeigte einen Grad 2,
11 Tumore (55 %) einen Grad 3 und 7 Tumore (35 %) einen Fuhrman-Grad 4. 16 Patienten
(80 %) wurden mit einer Nephrektomie und 4 Patienten (20 %) mit einer Tumorexzision
therapiert. In 13 Fallen (65 %) waren die rechte Seite und in 7 Fallen (35 %) die linke Seite
der Patienten von der OP betroffen. Bei 14 Patienten (70 %) lag der Resektionstatus RO und
bei 3 Patienten (15 %) R1 vor. Bei 3 Krankheitsfallen (15 %) fehlten die Angaben. 3 Tumore
(15 %) zeigten das Tumorstadium T1a, 5 Karzinome (25 %) T1b, 9 Tumore (45 %) T3a,
2 Tumore (10 %) T3b und 1 Karzinom (5 %) das Stadium 4. An Lymphknotenbefall litten
4 Patienten (20 %). 15 % der Translokationskarzinome, bei denen die klinischen Follow-up-

Daten vorlagen, wiesen Metastasen auf. Bei den klarzelligen RCC waren es 24,3 %.

Die Ergebnisse zeigen ein Ubermalk an Tumoren im fortgeschrittenen Stadium und mit

hohem Tumorgrad.

10 Patienten (55,5 %) sind verstorben, 8 Patienten leben (44,5 %). In 2 Fallen liegen keine

Daten vor.

Die Uberlebenswahrscheinlichkeit wurde fiir das gesamte Kollektiv in Abhangigkeit vom
histologischen Subtyp nach der Kaplan-Meier-Methode berechnet und bezieht sich auf das
Gesamtuberleben.
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Abbildung 22 zeigt die Kaplan-Meier-Kurven fir die jeweilige Tumorentitat. Die Gruppe der

TxRCC umfasst die TFE3-Translokationskarzinome.

Uberlebensfunktionen

10 Histologie
*ﬁ;* MccRCC
" pRCC
k’h"' TP cpRCC
Sl [ < (. ™ L MRCC NOS
' i IRRCE
i I~ ccRCC-zensiert
A pRCC-zensiert
= cpRCC-zensiert
2 RCC NOS-
=2 zensiert
E pa- TxRCC-zensiert
3
0,2+
0,0

T T T T I T |
0 24 45 72 a6 120 144 168 192

Gesamtiiberleben_ganzeMonate

Abbildung 22: GESAMTUBERLEBENSWAHRSCHEINLICHKEIT IN ABHANGIGKEIT VOM HISTOLOGISCHEN SUBTYP (N =421)
(cCRCC = KLARZELLIGES NIEREZNZELLKARZINOM; PRCC = PAPILLARES NIERENZELLKARZINOM,;
cPRCC = CHROMOPHOBES NIERENZELLKARZINOM; RCC NOS = UNKLASSIFIZIERBARES NIERENZELLKARZINOM;
TXRCC = XP11.2-TRANSLOKATIONSKARZINOM. — AUFFALLEND: DIE UBERLEBENSRATE DER TFE3-
TRANSLOKATIONSKARZINOME ERSCHEINT IM KURVENVERLAUF
SCHLECHTER GEGENUBER PRCC UND cPRCC)

Bei einem p-Wert > 0,05 im Log-Rang-Test bestehen zwischen dem histologischen Subtyp
und der Gesamtuberlebenswahrscheinlichkeit keine statistische Signifikanz. Lediglich die
RCC NOS wiesen im Vergleich einen p-Wert von < 0,001 und die ccRCC gegentiber dem
pRCC einen p-Wert von < 0,01 auf, was fur eine hohe Signifikanz spricht (siehe Tab. 17).
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ccRCC | PRCC cPRCC | NOS
p p p p
PRCC 0,005
LogRang  CPRCC 0653 0,185
(Mantel-Cox) RCCNOS 0,001 0,001 0,001
TXRCC 0,409 0,050 0,228 0,024

Tabelle 17: LoG-RANG-TEST DER UBERLEBENSWAHRSCHEINLICHKEITEN DES GESAMTUBERLEBENS
IN ABHANGIGKEIT VOM HISTOLOGISCHEN SUBTYP (PAARWEISE VERGLEICHE)
(cCRCC = KLARZELLIGES NIERENZELLKARZINOM; PRCC = PAPILLARES NIERENZELLKARZINOM; CPRCC =
CHROMOPHOBES NIERENZELLKARZINOM; RCC NOS = UNKLASSIFIZIERBARES NIERENZELLKARZINOM)

Die Uberlebenskurve der ccRCC und der TXRCC verlaufen &hnlich. Das Verhaltnis der
Ereignisse ist anndhernd gleich. Bei den ccRCC traten bei 286 Fallen 131 Ereignisse auf

(155 Falle wurden zensiert). Bei den TxRCC sind bei 7 von insgesamt 15 Fallen Ereignisse

aufgetreten (8 Falle wurden zensiert).
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343 ZUSAMMENFASSUNG DER IMMUNHISTOCHEMIE DER TRANSLOKATIONSKARZINOME

TFE3-TRANSLOKATIONS- TFEB-TRANSLOKATIONS-
KARZINOM % (ABS) KARZINOM % (ABS)

TFE3 negativ -(0) 100 % (2)
positiv 100 % (18*) - (0)
ALK negativ 94,1 % (16) 100 % (2)
positiv 59% (1) -(0)
CathepsinK negativ 94,4 % (17) -(0)
positiv 5,6 % (1*%) 100 % (2**)
PAXS negativ 16,7 % (3) 50 % (1)
positiv 83,3 % (15) 50 % (1)
EMA negativ 5,6 % (1) 50 % (1)
positiv 94,5 % (17*) 50 % (1*)
Vimentin negativ 5,6 % (1) -(0)
positiv 94,5 % (2*/15**)) 100 % (1*/1*)
cD10 negativ 44,4 % (8) 50 % (1)
positiv 55,6 % (10) 50 % (1)
CD117 negativ 94,5 % (17) 50 % (1)
positiv 5,6 % (1) 50 % (1)
BerEP4 negativ 77,8 % (14) 100 % (2)
positiv 22,2 % (4) -(0)
AMACR negativ 11,1 % (2) -(0)
positiv 88,9 % (3*/9**/4***) 100 % (1*/1**)
CK7 negativ 94,4 % (17) 100 % (2)
positiv 5,6 % (1) -(0)
CK19 negativ 44,4 % (8) 100 % (2)
positiv 55,6 % (9*/1*%) -(0)
Ckhmw negativ 94,4 % (17) 100 % (2)
positiv 5,6 % (1) -(0)
HMB45 negativ 100 % (18) 100 % (2)
positiv - (0) -(0)
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TFE3-TRANSLOKATIONS- TFEB-TRANSLOKATIONS-
KARZINOM % (ABS) KARZINOM % (ABS)

MelanA negativ 100 % (0) 50 % (1)
positiv -(0) 50 % (1)

NapsinA negativ 76,5 % (13) 100 % (2)
positiv 23,5 % (4) -(0)

TABELLE 18: DIE IMMUNHISTOCHEMIE DER NACHGEWIESENEN TRANSLOKATIONSKARZINOME IN DER UBERSICHT
(*SCHWACH POSITIV / **MARIG POSITIV / ***STARK POSITIV)

In Tabelle 18 sind die Ergebnisse der Imnmunhistochemie in einer Ubersicht dargestellt.
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4 DISKUSSION

In dieser Arbeit wurden 523 Falle von Nierenkarzinomen in Bezug auf Immunhistochemie
und Morphologie evaluiert und potentielle Translokationskarzinome molekularzytogenetisch
nachgewiesen. Zusatzlich wurden korrespondierende Grofflachenschnitte dieser Trans-
lokationskarzinome als Vergleichsmaterial herangezogen. Die Tumor-Arrays 1 — 14 enthiel-
ten 2615 Gewebestanzen, die alle histologischen Subtypen des Nierenkarzinoms umfassten.
Auf den TMA 15— 18 waren 65 Tumore und 260 Stanzen. Durch diese Technik war es
mdglich, vergleichende Analysen sowohl morphologisch, immunhistologisch und auch mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung auf je einem Objekttrager vorzunehmen. Ziel der vorlie-
genden Studie war die Identifizierung der Translokationskarzinome in dem Rostocker

Nierentumorkollektiv.

Bei der vorliegenden TMA-basierten Studie liegt die Frage auf der Hand, ob mit dem
gewahlten Verfahren die Translokationskarzinome detektiert werden konnten. TMA-assozi-
ierte Probleme sind das Stanzen aulierhalb des Tumors und von bindegewebigen oder
nekrotischen Anteilen. Pro Patientenfall wurde daher bei den TMA 1 — 14 viermal Tumor-
gewebe gestanzt und zusatzlich einmal Normalgewebe, bei den TMA 15— 18 dreimal
Tumorgewebe und einmal Normalgewebe. Dies war aus Platzgrinden nétig, da bei den TMA
15 — 18 der Durchmesser der Stanzen 1 mm betrug im Gegensatz zu 0,6 mm bei den TMA
1 —14. Durch die hohe Anzahl der Tumorgewebestanzen wurde einerseits die Reprasen-
tativitdt der TMA erhdht, da die Wahrscheinlichkeit eines Ausfalls von 4 Stanzen bzw.
3 Stanzen pro Patientenfall gering ist. Andererseits konnte die Expression am Normalge-
webe direkt mit dem pathologischen Gewebe verglichen werden. Insgesamt konnten 10 Falle
(1,9 %) der TMA 1—-14 und 1 Fall der TMA 15-18 (1,5 %) fir HE nicht ausgewertet
werden. Die Kontrolle der Immunhistochemie konnte Uber den Vergleich unter den einzelnen

histologischen Subtypen erfolgen.

Auf epitheliale Marker reagieren nur etwa 50 % aller Nierenzellkarzinome mit einer Xp11.2-
Translokation (Algaba et al. 2011). Die Angaben in der Literatur zur Expression von Immun-
markern waren sehr unterschiedlich (siehe Tab. 20 im Anhang). Vimentin und CD10 sind
sowohl bei diesem als auch beim konventionellen Nierenzellkarzinom positiv. Das
charakteristische immunhistochemische Merkmal der Xp11.2-Translokationskarzinome ist

eine Immunreaktion mit dem TFE3-Protein (Algaba et al. 2011).

Alpha-TFEB-Translokationskarzinome sind, wie auch TFE3-Translokationskarzinome, laut

Literaturangaben flr epitheliale Marker (Cytokeratin, EMA) Uberwiegend negativ. Beide
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Translokationskarzinome Uberexprimieren fur MiTF/TFE-Transkriptionsfaktoren (Argani und
Ladanyi 2005). TFEB-Translokationskarzinome lassen sich durch CathepsinK von den

TFE3-Translokationskarzinomen abgrenzen (Peckova et al. 2014).

Von den ALK-Translokationskarzinomen der Niere sind nur wenige Falle publiziert. Geman
den Literaturangaben kdnnen diese unter anderem fir ALK, TFE3, EMA, Vimentin AMACR,
PAX8 und CK7 positiv sein. Fur CD10 und HMB45 farben die Tumore nicht (Sugawara et al.
2012) (vgl. Tab. 21 im Anhang).

Tabelle 19 zeigt die in der Literatur beschriebenen Expressionen fir das Xp11.2-Trans-

lokationskarzinom.

Tumore der MiTF-Familie sind gemaf Literaturangaben fir die Melanoma Marker HMB45
und MelanA meist positiv (Martignoni et al. 2009), denn unter physiologischen Umstanden ist
das MIiTF ein Schlisselregulator in der Melanozytenentwicklung. Eine fehlerhafte Funktion
dieser Gene ist mit verschiedenen Tumorentitaten assoziiert, wie zum Beispiel das maligne
Melanom, das klarzellige Sarkom und eine Untergruppe des perivaskularen, epitheloid-
zelligen Neoplasma (PEComas) (Argani et al. 2010a). In dieser Studie hingegen waren alle
TXRCC der TFE/MiTF-Familie sowohl fur MelanA als auch fur HMB45 Uberwiegend negativ.

Nur ein TFEB-Translokationskarzinom zeigte eine positive Farbung fur MelanA.

Die in der Literatur charakteristische Sensitivitat der Translokationskarzinome der TFE/MiTF-
Familie fir PAX8 kann bestatigt werden. In dieser Arbeit lag sie fur die Xp11.2-TxRCC bei
83,3 %. Die Spezifitdt gegenuber dem ccRCC lag bei 53,3 % (entgegen den Angaben in
Tabelle 13 sind bei allen Werten zur Sensitivitat und Spezifitat die bestatigten Xp11.2-

TxRCC bei der Berechnung der Prozentwerte herausgenommen).

In einer Studie von 2010 mit unter anderem 21 Xp11.2-Translokationskarzinomen waren
76 % fur PAX8 positiv (Argani et al. 2010b). In einer Studie von 2014 sogar 89 % der

untersuchten Xp11.2-Translokationskarzinome (siehe Tab. 19) (Hayes et al. 2014).

Die Sensitivitat des klarzelligen Karzinoms fur CD 10 betragt in dieser Studie 70,3 %. Die
Spezifitdt gegenuber dem papillaren Karzinom berechnet sich auf 89 %. Zwar soll gemaf
den Literaturangaben die Expression bei den Xp11.2-Translokationskarzinomen positiv sein,
allerdings war das Ergebnis dieser Farbung im Rostocker Nierentumorkollektiv sehr variabel
(Sensitivitat: 55,6 %).
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LITERATURWERTE FUR DIE EXPRESSION VON TFE3, CD117, CD10, VIMENTIN, AMACR, CATHEPSINK, HMB45, CK7, PAX8, EMA, MELANA, NAPSINA
FUR DAS XP11.2-TRANSLOKATIONSKARZINOM

TFE3 CD117 Ccb10 VIMENTIN AMACR CATHEPSINK m- MELANA M

e el

Hayeset o9 22 | - -89 89 719 78 79 78 2/9 22 22 8/9 - - - - -
al. 2014

Camparo 27/29 93 -
et al. 2008

'
N
[«
)
N
»

100 17/27 63 - - - - 11/26 42  4/28 14 - - 8/29 28 23/26 88 -

Arganiet  _ - 021 0 - - - - - - - - - - - - 16/21 | 76
al. 2010b

9/21 43

2R:$1etal. 19/19 100 0/19 O  19/19 100 8/19 42 19/19 100 - - 10/19 53 | 5/19 26 - - 6/19 32 - - - -

Arganiet  gjg 100 - - - - 3/6 50 @ - - - - - - 213 67 - - 38 33 - - |- -
al. 2003

TABELLE 19: LITERATURWERTE FUR DIE EXPRESSION VERSCHIEDENER IMMUNMARKER FUR DAS XP11.2-TRANSLOKATIONSKARZINOM
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In der Literatur wird die Farbung fir CD117 flr TXRCC als negativ angegeben (Argani et al.
2010b). Das Ergebnis kann diese Arbeit bestatigen, da nur ein Fall der TXxRCC schwach
positiv war (5,6 %).

Entgegen der Literatur sind die Xp11.2-Translokationskarzinome im Rostocker Tumorkollek-
tiv fir den epithelialen Marker EMA zum grof3en Teil positiv (94,5 %). Fur die Cytokeratine
aber, der Literatur entsprechend, Uiberwiegend negativ. CK7 weist eine Sensitivitat fir Trans-
lokationskarziome von 94,4 % und CK19 von 44,4 % auf. Die Spezifitdt gegenuber den
pRCC liegt fur CK7 bei 68,2 % und fir CK19 69,7 %.

NapsinA war flr 23,5 % der Xp11.2-TxRCC, fr 11 % der ccRCC sowie fir 61,1 % der pRCC
positiv. In der Literatur sind folgende Angaben zu finden: TXRCC 43 %, ccRCC 43 %, pRCC
83 % (Argani et al. 2010Db).

Vimentin ist sowohl beim ccRCC als auch bei der TFE/MiTF-Familie positiv und zur Abgren-
zung gegenuber dem cpRCC geeignet. Die Sensitivitat fur das ccRCC betragt 98,3 % und fur
das Xp11.2-TxRCC 94,5 %, die Spezifitat fir das cpRCC 62,2 %.

TFE3 ist ein Immunmarker fir das TFE3-Translokationskarzinom und zu dessen Diagnose
geeignet. Im Rostocker Kollektiv betrug die Sensitivitdt 100 % und die Spezifitdt gegentber
dem klarzelligen Karzinom 71 % und gegenuber dem papillaren Karzinom 86,7 %. Voraus-
setzung fur eine wegweisende Diagnose ist das Vorliegen einer starken Kernfarbung des

TFES3, nicht einer zytoplasmatischen Farbung (Argani et al. 2003).

55,6 % der Translokationskarzinome wiesen morphologisch die fir den Xp11.2-Transloka-
tionstumor charakteristischen Psammomkoérperchen auf, die mit der Kossa-Farbung nachge-
wiesen wurden. Dies liefert einen weiteren Hinweis zur Diagnose eines Translokations-
karzinoms, dennoch ist das histologische Erscheinungsbild dieser Tumore anscheinend
vielfaltig. Dies spricht fur die Heterogenitat des Tumors und deutet auf eine mdgliche

Uberlappung des Immunphénotyps mit anderen Tumoren hin.

Als Schlussfolgerung kann bestatigt werden, dass nach der Beurteilung der Morphologie ein
negatives Expressionsverhalten fur Cytokeratine ein Indiz sein kann, das eine Farbung mit
TFES3 rechtfertigt, um ein potentielles Xp11.2-Translokationskarzinom zu identifizieren. Auch
PAX8 ist zur Abgrenzung von ccRCC geeignet, wie auch Vimentin zur Abgrenzung von
cpRCC und CD10 zur Abgrenzung von pRCC.

TFE3-positive Tumore sind trotz fehlenden Nachweises in der FISH-Untersuchung auffallige
und aggressive Tumore (Klatte et al. 2012). Auf den TMA 15 und 16 (TFE3-positive Falle)

wiesen von 19 Fallen, bei denen klinische Follow-up-Daten bezliglich eines Ereignisses vor-
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lagen, 5 Falle (26,3 %) ein solches Ereignis (Rekurrenz oder Metastase) auf. Somit ist eine
positive TFE3-Farbung, auch ohne nachfolgende molekularzytogenetische Untersuchung,

als prognostischer Marker geeignet.

Fiar CathepsinK waren von den Xp11.2-Translokationskarzinomen 2 (11,1 %) positiv und 16
(88,9 %) negativ. 2 Falle (11,1 %) des gesamten Patientenkollektivs waren stark positiv fur
CathepsinK und gleichzeitig negativ fir TFE3 und lassen daher ein TFEB-Translokations-
karzinom vermuten. Eine Studie von 2009 hat gezeigt, dass alle Tumore, bei denen die
Translokation t(6;11) vorlag, fir CathepsinK stark positiv waren (Martignoni et al. 2009). Von
den TxRCC, die fur TFE3 exprimierten, waren es in dieser Studie von 2009 t(X;1)(p11;921)
PRCC-Karzinome, die auch fur CathepsinK exprimierten. t(X;3)(p11;923), t(X;17)(p11;925)
und t(X;1)(p11;934) scheinen nur fur TFE3 und nicht fur CathepsinK eine Farbereaktion zu
demonstrieren. Gegeniber den anderen histologischen Subtypen war CathepsinK negativ
(Martignoni et al. 2009). Dies lasst vermuten, dass es sich im Rostocker Patientenkollektiv
bei dem Tumor des Patientenfalls 1, bei dem in der FISH-Untersuchung ein Xp11.2-TxRCC
nachgewiesen wurde, um die Translokation t(X;1)(p11;921) handelt, da dieser Tumor sowohl
fur TFE3 als auch flr CathepsinK stark farbt. TFEB scheint ein Transkriptionsfaktor zu sein,
der die Expression von CathepsinK stark beeinflusst. Der andere fir CathepsinK und TFE3
positive Tumor wurde nicht durch die FISH-Untersuchung bestatigt. Die Translokationen, die
das Chromosom Xp11.2 betreffen, bewirken anscheinend unterschiedliche Expressions-
niveaus oder Strukturen des Produktes, das aus der Fusion des TFE3 mit seinem jeweiligen
Bindungspartner hervorgeht, was erklaren konnte, dass nicht alle TFE3-positiven Karzinome

auch fur CathepsinK exprimieren (Martignoni et al. 2009).

CathepsinK scheint folglich als Immunmarker zur Abgrenzung der einzelnen Translokations-

arten geeignet zu sein.

Ein Ubergewicht an weiblichen erkrankten Patienten des Xp11.2-Translokationskarzinoms
lag im Rostocker Nierentumorkollektiv nicht vor. Der Grofteil der an Xp11.2-Translokations-

karzinomen leidenden Patienten war mannlich (61,1 %).

Bemerkenswert ist aber, dass die beiden jugendlichen Patienten (< 45 Jahre), die anschei-

nend an einem Xp11.2-Translokationskarzinom leiden, weiblich sind.

Die TFE3- und ALK-positiven Falle wurden auf neue TMA (Nr. 15, 16 und 18) gestanzt und
mittels FISH-Untersuchung Uberprift. Eine Bestimmung der Genauigkeit der FISH am TMA

erfolgte durch erneute Evaluierung am Grofflachenschnitt.
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Kritisch ist an der FISH-Untersuchung anzumerken, dass sie zwar in 95 % der Falle funktio-
niert, allerdings die Hybridisierbarkeit der zytologischen Praparate mit zunehmender Archi-

vierungszeit abnimmt (Bubendorf et al. 2001).

Von anfangs 22 positiv gewerteten Patientenfallen bei den TFE3-Translokationskarzinomen
(Cut-off: 15 % positive Zellen) konnten im Rahmen der FISH-Untersuchung an den TMA 15
und 16 im GroRflachenschnitt 18 Falle bestatigt werden, also 81,8 %.

Auf dem TMA 18 wurden 4 Falle, die fur den Immunmarker ALK positiv waren, in der FISH-
Untersuchung positiv gewertet. Am Grolflachenschnitt bei der anschlielienden Evaluierung

konnte allerdings dies Ergebnis nicht bestatigt und kein Fall positiv gewertet werden.

Die Signale in der FISH treten lokalisiert auf. Dies spricht fir eine Heterogenitat der TXxRCC
und zeigt eine Schwache der TMA-Technik im Rahmen der FISH-Untersuchung. Die

Betrachtung einzelner Stanzen scheint zur Diagnostik nicht ausreichend.

Anzumerken ist, dass sich TFEB-Translokationskarzinome nicht Uber eine TFE3-Break-
apart-Sonde nachweisen lassen. Die CathepsinK—Expression lieferte den indirekten Hinweis
auf diese Tumorentitat (Peckova et al. 2014). Hier misste der endgiltige Beleg entweder
Uber eine entsprechende Sonde mit der FISH oder Uber PCR erfolgen. So wie TFE3 kann
auch ALK viele unterschiedliche Bindungspartner aufweisen. Bisher sind EML4, VCL oder
TPM3 beschrieben worden (Sugawara et al. 2012). Sowohl die verwendete Break-apart-
Sonde als auch der Marker dienen zur Diagnostik des EML4-ALK-Translokationskarzinoms
der Lunge. Es ist moglich, dass die beiden anderen Translokationsarten TPM3 und VCL

nicht erfasst werden. Hier waren weitere Untersuchungen nétig.

Therapeutische Ansatze koénnte die Identifizierung der ALK-Translokationskarzinome bieten.
ALK ist, wie oben genannt, bereits als pradiktiver Immunmarker bei Lungenkarzinomen be-
kannt. Die Mutationen werden anschlielend mittels molekulargenetischer (PCR) oder mole-
kularzytogenetischer (FISH) Untersuchungen nachgewiesen und sind die Voraussetzung fur
die Therapie mit ALK-Inhibitoren (Petersen 2013). Hier ware ein Ansatz fir prospektive

Studien mdglich.

Eine mogliche Therapieoption bei den TFE3-Fusionstumoren kénnte der Einsatz von MET-
Inhibitoren sein (Tsuda et al. 2007).

Das t(X;17)(p11.2;925) bzw. TFE3-ASPL-TXxRCC und das alveolar soft part sarcoma (ASPS)
beinhalten das identische TFE3-ASPL-Transkript. Aber die t(X;17)-Translokation beim
Xp11.2-TxRCC liegt im Gegensatz zum ASPS in einer balancierten Form vor. Die
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Translokation im ASPS ist unbalanciert (Argani et al. 2001a). Gegentiber Chemotherapeutika
ist das ASPS resistenter als das ccRCC (Malouf et al. 2010).

Im ASPS ist das MET-Rezeptor-Tyrosinkinasegen signifikant erhéht. ASPL-TFE3 bindet an
die MET-Promoterregion und aktiviert sie. PSF-TFE3 und NonO-TFE3 binden zwar auch an
diese Region, aber die ASPL-TFE3-Bidnung fihrt zu einer starken MET-Autophosphorylie-
rung, einer Aktivierung der nachgeschalteten Signalwege und einer Prasenz des hepatocyte
growth factors (HGF). In Zelllinien, die TFE3-Bindungspartner enthielten und bei denen MET
durch RNA-Beeinflussung oder durch Inhibitoren unterdruckt wurde, war ein geringeres Zell-

wachstum und ein Verlust des HGF-abhangigen Phanotyps die Folge (Tsuda et al. 2007).

HGF,
® 'Y
MET \~
[ Membrane |
Cytoplasm ® RASICrk 1B
'9 ) & Autophosphorylation

[Uo126]~, A
[ PD98059 | —4‘ - [ LY294002 | | PHA665752 |

cell g “IfllhT ASPS,
" ASPL-TFE3-
invasion associated RCC

ABBILDUNG 23: ASPL-TFE3-VERMITTELTE MET-AKTIVIERUNG UND NACHFOLGENDE EFFEKTE IN
ASPL-TFE3 BEINHALTENDEN KREBSARTEN (TSUDA ET AL. 2007). ES WIRD VERMUTET, DASS
SICH DIESES MODELL AUF ALLE TUMORE MIT TFE3-FUSIONSPROTEINEN UBERTRAGEN LASST

TFE3 liefert immunhistochemisch einen starken Hinweis. TFE3 ist ein Mitglied der Helix-
Loop-Helix-Transkriptionsfaktoren und kann mit verschiedenen Partnern fusionieren. Die
Bindungspartner PSF und NonO sind Faktoren flr das Splicing. PRCC und ASPL haben
eine bisher unbekannte Funktion. CLTC ist fUr die Bildung von Clathrin, dem Hauptprotein,
das die Hille zytoplasmatischer Organellen umgibt, verantwortlich. Alle diese TFE3-Fusions-
proteine behalten das C-terminale Ende, einschlief3lich der Leucin-Zipper-Dimerisations-
domane und der DNA-Bindungsdomane (Argani und Ladanyi 2005). Der Antikdrper TFE3
bindet an den C-terminalen Anteil des TFE3-Fusionsproteins. Natives TFE3 wird zwar
exprimiert und ist ubiquitar vorhanden, aber daher nicht im normalen Gewebe nachweisbar.

Deshalb ist anzunehmen, dass alle TFE3-Genfusionen zu einer Uberexpression des TFE3 in
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der IHC fuhren (Argani et al. 2003). Folglich ist die TFE3-Expression bei den RCC nicht auf
das Xp11.2-Translokationskarzinom beschrankt. Eine Xp11.2-Translokation ist nicht immer

nachweisbar.

TFE3 wird Uber eine Inaktivierung des Tumorsupressorgens Folliculin (FLCN) exprimiert.
FLCN-Keimbahnmutationen sind die genetische Ursache flir das Birt-Hogg-Dube-Syndrom,
das durch eine Entwicklung von Tumoren der Haarfollikel, Lungenzysten und Nierenzell-
karzinomen gekennzeichnet ist (Hong et al. 2010). Verschiedene Mechanismen kénnen
wahrscheinlich einen Anstieg des TFE3-Proteins im RCC bewirken (TFE3-Translokation,
Amplifikation und FLCN-Aktivierung).

Zudem haben onkogenetische TFE3-Fusionsproteine in vitro gezeigt, dass sie die MET-

Transkription aktivieren (siehe oben) (Macher-Goeppinger et al. 2012).

2009 ist aullerdem ein Tumor einer jungen Erwachsenen beschrieben worden, der eine
starke TFE3-Farbung aufwies und bei dem eine bisher unbekannte t(X;19)(p11.2:913.1)-
Translokation vorlag (Armah et al. 2009). Dies zeigt, wie die TFE3-IHC einen Hinweis auf

eine Vielfalt von unterschiedlichen Translokationen liefern kann.

Bezogen auf das gesamte Rostocker Patientenkollektiv machten die bestatigten Xp11.2-
Translokationskarzinome 3,4 % aus. Im Vergleich zu Angaben in der Literatur von 1,5 % der
RCC bei Erwachsenen (Komai et al. 2009) scheint das Ergebnis zwar hoch, doch es bleibt
anzunehmen, dass diese Tumorentitat unterdiagnostiziert ist. Die Jugendlichen (< 45 Jahre)
machen im Rostocker Kollektiv 6,1 % aus (32 Patienten). Hier konnte bei 2 Patienten (6,2 %
der jungen Erwachsenen) die Diagnose Translokationskarzinom bestatigt werden, wobei
dieser Anteil im Vergleich mit den Werten in der Literatur niedrig erscheint. Der Anteil von
sonstigen Tumoren (ausgenommen ccRCC, pRCC und cpRCC) wird bei einer Studie des
University Medical Center (Cao et al. 2005), die 112 Patientenfalle im Alter von 18 bis 45
Jahren fur den Zeitraum 1986 — 2004 betrachtete, mit 26 % angegeben gegenuber 4 % bei
alteren Patienten in diesem Zeitraum. Die histologischen Subtypen umfassten bei den
Patienten im Alter von 16 bis 45 Jahren im Rostocker Kollektiv 16 ccRCC (50 %), 12 pRCC
(37,5 %), 1 cpRCC (3,1 %), 1 unklares RCC NOS (3,1 %) und 2 Translokationskarzinome
(6,2 %). Ferner wiesen die beiden jungen Patienten mit einem TxRCC ein Tumorstadium von
1a und 1b auf, was bestétigt, dass junge Erwachsene meist an niedrigeren Stadien leiden
(Komai et al. 2009). Dies scheint auch die Einschatzung der besseren Prognose in dieser
Patientengruppe zu erklaren (Geller et al. 2008). So wiesen bei den jungen Erwachsenen 27
Patienten (84,4 %) ein Tumorstadium pT1, 2 Patienten (6,2 %) ein Stadium pT2 und 3
Patienten (9,4 %) ein Stadium pT3 auf.
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Die Uberlebenskurven zeigten, dass die Prognose bei den Xp11.2-Translokationskarzino-
men schlechter ist, als bei den anderen histologischen Subtypen. 55,5 % dieser Tumore
hatten ein Stadium > T3 sowie 88,9 % einen Fuhrman-Grad > 3. 11,1 % der Tumore haben
metastasiert. Dies bestatigt die in der Literatur beschriebene Aggressivitdt des Tumors
(Zhong et al. 2012) und verdeutlicht zum Ersten die Notwendigkeit eines engmaschigen
Follow-ups des Patienten nach der Stellung der Diagnose und zum Zweiten die Wichtigkeit

einer additiven Therapie.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Hintergrund dieser Arbeit war, dass die World Health Organization (WHQO) 2004 die
translokationsassoziierten Nierenzellkarzinome Xp11.2 und t(6;11)(p21;12), die vorwiegend
junge Patienten erleiden, als eine eigene Entitat klassifiziert hat. Inzwischen sind diese Tu-
more auch vermehrt bei alteren Patienten gefunden worden. Die durch Mutation betroffenen
Gene kodieren bei Xp11.2-Translokationskarzinomen fur TFE3 und bei den t(6;11)(p21;12)-
Tumoren fur TFEB. Da sich ihre histologische Morphologie mit anderen Entitaten der
Nierenzellkarzinome Uberschneidet, scheint diese Tumorentitat unterdiagnostiziert zu sein.
Uber den klinischen Verlauf dieser Tumore bei Erwachsenen ist wenig bekannt. Zudem
wurde in der Literatur eine Translokation beschrieben, die die Gene betrifft, die fur die
anaplastic lymphoma kinase (ALK) kodieren. 2013 hat die International Society of Urologic

Pathology (ISUP) das ALK-Translokationskarzinom der Niere als eigene Entitat diskutiert.

Diese Arbeit beschaftigt sich daher mit der retrospektiven Identifizierung der translokations-
assoziierten Nierenzellkarzinome mit TFE3-, TFEB- oder ALK-Bindungspartnern im Nieren-
tumorkollektiv des Instituts der Pathologie am Universitatsklinikum Rostock (Patientenfalle
der Jahre 1998 — 2013) und beschreibt die klinisch-pathologischen Charakteristika.

Als Methode fand die Tissue-Microarray-Technik Anwendung. 523 Nierentumore wurden
mittels der Tissue-Microarrays evaluiert. Das Patientenkollektiv umfasste 322 klarzellige, 110
papillare, 47 chromophobe Nierenkarzinome, 38 Onkozytome und 1 muzinds-tubular-
spindelzelliges Nierenzellkarzinom. 5 Nierentumore waren unklassifizierbar. Es wurden
immunhistochemische Untersuchungen mit TFE3, CathepsinK und ALK durchgefihrt, um
potentielle translokationsassoziierte Nierenzellkarzinome zu identifizieren. Nur eine deutlich
moderate bis starke nukledre oder zytoplasmatische Farbung bei mehr als 10 % der Tumor-
zellen wurde als positiv gewertet. Eine positive Immunhistochemie fur CathepsinK wurde, der
Literatur entsprechend, als t(6;11)- oder TFEB-Translokationskarzinom gewertet. Fluores-
zenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurde fir 28 Falle durchgefuhrt, die fur TFE3 positiv
exprimierten, und fir 6 Falle, die flr ALK ein positives Farbemuster in der Immunhistochemie
zeigten. Fir eine Bestatigung der Xp11.2- oder der ALK-Translokation wurden mindestens 2
Signaldurchmesser Abstand zwischen den einzelnen Signalen der Allele angesehen. Der
Cut-off-Level betrug 15 %. AnschlieRend wurden die klinisch-pathologischen Charakteristika

der identifizierten Tumore betrachtet.

Als Ergebnisse konnte eine starke nukledre Farbung fir TFE3 bei 24 klarzelligen, bei 2
papillaren, bei 1 chromophoben und bei 1 unklassifizierten Nierenzellkarzinom beobachtet

werden. Alle 18 (3,4%) TFE3-Translokationskarzinome, die in der FISH-Untersuchung besta-
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tigt wurden, zeigten eine starke TFE3-Immunreaktivitat. 1 klarzelliges und 1 chromophobes
Nierenzellkarzinom waren fur CathepsinK stark positiv, aber negativ fir TFE3. Beide Falle
wurden als t(6;11)-Translokationskarzinom (0,4%) klassifiziert. 6 Falle mit einer heterogenen

ALK-Expression waren in der FISH-Untersuchung negativ.

In der klinisch-pathologische Analyse fiel auf, dass 18 von 20 Tumoren bezlglich der
Morphologie high grade waren und ein hohes pT-Stadium (12 von 20) aufwiesen. 12 Tumore
wurden bei mannlichen und 8 Tumore bei weiblichen Patienten diagnostiziert. Das Alter der

Patienten reichte von 16 bis 83 Jahren. Der Median lag bei 64 Jahren.

Schlussfolgernd kann festgehalten werden, dass bei 20 (3,8 %) Nierenkarzinomen eine
Anderung der Klassifizierung notwendig war. Der GrofRteil dieser Falle waren High-grade-
Tumore und wiesen ein hohes Tumorstadium auf. Kein einziges ALK-Translokationskarzi-
nom konnte nach Evaluierung und unter Anwendung der strikten Kriterien in der FISH-

Analyse bestatigt werden.
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ANHANG

KLARZELLIGES PAPILLARES
CA9 + v \

AMACR - + +
CcD117 - - -
CD10 + + \
PAXS + + +
CK7 - v

3401478 - - +
TFE3 - - \
TFEB - - v
EMA + + -
HMB-45 NP NP Y%
MelanA - NP +
SMA - - -
CathepsinK - - +

Synaptophysin
Inhibin - B B

TABELLE 20: LITERATURWERTE IMMUNHISTOLOGISCHER MARKER IN NIERENZELLKARZINOMEN
(GoYAL ET AL. 2013) (NP: NICHT PUBLIZIERT; V: VARIABEL).
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ANHANG

VCL-ALK TPM3-ALK EML4-ALK
+ + +

AE1/AE3
CAM5.2 + + +
CK7 + + +
EMA + + +
cD10 - NP -
S100 - NP NP
HMB45 - NP NP
WT1 - NP NP
Vimentin NP + +
ALK NP + +
34BE12 NP + +
AMACR NP + (focal) +
PAX2 & PAXS8 NP + (focal) + (focal)
RCC Ma NP - -
TABELLE TTF1 NP - -

21: LITERATURWERTE IMMUNHISTOCHEMISCHER MARKERFUR DIE EINZELNEN
ALK-TRANSLOKATIONSKARZINOME (SUGAWARA ET AL. 2012) (NP: NICHT PUBLIZIERT).
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TRANSLOKATIONSKARZINOME DER NIERE

MORPHOLOGISCHE KRITERIEN, IMMUNHISTOCHEMISCHE UND MOLEKULARE UNTERSUCHUNGEN

THESEN DER DISSERTATION

Die translokationsassoziierten Karzinome machen circa 1,5 % der Nierenzellkarzi-
nome aus. Die Translokationen t(X;17)(q11.2;925) und t(6;11)(p21;12) sind 2004 als
neue Entitat in die Klassifikation der Nierentumore der World Health Organization
(WHO) aufgenommen worden. Die Xp11.2-Translokation wurde das erste Mal 1986
beschrieben. Mittlerweile sind viele unterschiedliche Translokationsarten bekannt.
Von den TFEB- (bzw. t(6;11)(p21912)) und den ALK-Translokationskarzinomen sind

in der Literatur einzelne Falle beschrieben worden.

Die translokationsassoziierten Karzinome betreffen gemal den Literaturangaben vor-

wiegend jugendliche und meist weibliche Patienten.

Die Patientengruppe der jugendlichen Patienten weist gréltenteils ein niedrigeres
Tumorstadium auf und hat somit eine glinstigere Prognose. Bei alteren Patienten ist
die Prognose im Vergleich zu den anderen histologischen Subtypen schlechter.
Diese Tumorentitaten scheinen unterdiagnostiziert zu sein. 2013 hat die International
Society of Urologic Pathology (ISUP) die ALK-Translokation als neue Tumorentitat
diskutiert. Als diagnostische Marker werden in der Literatur folgende beschrieben:
TFES3 fir die Identifizierung der Xp11.2-Translokationskarzinome, CathepsinK fir die
Erkennung der TFEB-Translokationskarzinome und ALK fir ALK-Translokations-

karzinome.

In dieser Arbeit wurde retrospektiv das Rostocker Nierentumorkollektiv (Patientenfalle
der Jahre 2005 bis 2013) analysiert und nach Translokationskarzinomen gesucht und
molekularzytogenetisch nachgewiesen. Diese Tumorentitdten wurden bislang in
Rostock in der Routinediagnostik nicht diagnostiziert, da eine Methode nicht vorlag.
Eine korrekte Klassifikation der Tumore ist sowohl fir die Epidemiologie als auch die

Prognose und eventuell fir eine Therapie entscheidend.

Neben dem Alter kann die Berlcksichtigung der Morphologie Anzeichen fir eine
Translokation liefern. Xp11.2-Translokationskarzinome erscheinen histologisch pseu-
dopapillar und weisen Verkalkungen auf, die mit einer Kossa-Farbung nachgewiesen

werden konnen.




TRANSLOKATIONSKARZINOME DER NIERE

MORPHOLOGISCHE KRITERIEN, IMMUNHISTOCHEMISCHE UND MOLEKULARE UNTERSUCHUNGEN

THESEN DER DISSERTATION

6. Die Patientenfalle, die fur TFE3 stark positiv exprimieren, haben grundsatzlich eine
schlechtere Prognose und sind mit einem hohen Tumorstadium vergesellschaftet,

dennoch lasst sich nicht in allen Fallen eine Xp11.2-Translokation nachweisen.

7. CathepsinK-Farbung scheint eine sinnvolle Erganzung zu sein, Translokationsarten
abzugrenzen. Die Kombination von TFE3 und CathepsinK lassen Rickschllisse auf
betroffene Gene ziehen. Negatives Farbeverhalten von Cytokeratinen kann einen
Hinweis auf mogliche Translokationskarzinome liefern. PAX8, Vimentin und CD10
sind geeignet, die einzelnen histologischen Subtypen von den Xp11.2-Translokati-

onskarzinomen abzugrenzen.

8. MET-Inhibitoren kénnten eine Therapieoption fur TFE3-Fusionstumore sein. Die Iden-

tifizierung dieser heterogenen Tumorentitdt kann neue Forschungsansatze liefern.
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