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1. Einleitung

1.1. Das Nierenzellkarzinom

Jéhrlich erkranken weltweit ca. 214.000 Maénner und 124.000 Frauen an einem
Nierenkarzinom (RCC)!. Das Nierenkarzinom umfasst damit ca. 5% bzw. 3% aller bosartigen
Tumorerkrankungen und ist somit die 7. bzw. 10. haufigste Karzinomerkrankung bei
Minnern und Frauen?®. Laut ,,International Agency for Research on Cancer” (IARC) der
WHO starben etwa 91.000 Ménner im Jahr 2012 an einem Nierenkarzinom 4. Somit ist das
Nierenkarzinom weltweit auf Platz 9 der tumor-assoziierten Todesursachen bei Minnern 4.
Der Begriff Nierenkarzinom umfasst eine Reihe von unterschiedlichen Tumortypen, wie die
Nierenparenchymtumoren und das Urothelkarzinom des Nierenbeckens 2. Das
Nierenzellkarzinom macht ca. 80% aller Nierentumoren aus 2. Risikofaktoren, die zur
Entstehung eines Nierenzellkarzinoms beitragen sind zum Beispiel Tabakkonsum 7,
Adipositas %%, Hypertonus und terminale Niereninsuffizienz %. Des Weiteren erkranken
Mainner zweimal héufiger als Frauen und der Haufigkeitsgipfel ist zwischen der 6. und 7.
Lebensdekade zu beobachten.

In den frithen Stadien présentieren die Nierenzellkarzinome oft keine Symptome. Je nach
GroBenwachstum des Tumors und Befall des Nierenbeckens konnen jedoch Beschwerden wie
Héamaturie, Druckschmerzen im Flankenbereich und Pyelonephritis auftreten 101!
Systemische Symptome, wie zum Beispiel Hyperkalzdmie bei paraneoplastischer Sekretion
des Parathyroid-hormon-related-Proteins (PTHrP) treten oft erst bei metastasierenden
Tumoren oder paraneoplastischen Ereignisse auf !°. Hiufig werden die Tumoren als
Zufallsbefund wéhrend der Abdomensonographie oder durch andere bildgebende Verfahren
wie Computertomographie oder Magnettomographie diagnostiziert '°.

Fiir das lokale Staging und zur Resektionsplanung wird in den Leitlinien flir Onkologie eine
Computertomographie von der Leberkuppe bis zur Symphyse sowie der friiharteriellen
(Nieren bis Beckeneingang) und vendsen Phase nach einheitlichen Standards empfohlen '2.
Die kurative Therapie des Nierenzellkarzinoms besteht primér aus der offen oder minimal-
invasiv chirurgischen Resektion des Tumors. Lokal begrenzte Tumoren in der klinischen
Kategorie T1 sollen nierenerhaltend operiert werden, dabei stellt die offene
Nierenteilresektion den Standard bei der organerhaltenden Operation dar (Evidenzgrad 4),
jedoch kann bei Patienten mit hoher Komorbiditit und/oder begrenzter Lebenserwartung der
kleine Nierentumor iiberwacht werden !'?. Fiir die Patienten, die ein rezidivierendes
metastasiertes Nierenzellkarzinom aufweisen oder bei denen keine chirurgischen Optionen in
Frage kommen, sollte eine systemische Therapie in Betracht gezogen werden. Derzeit
existieren mehrere aktive Mittel zur Behandlung von metastasierten Nierenzellkarzinomen,
deren allgemeine Unfidhigkeit, dauerhaftes vollstindiges Ansprechen zu erzeugen, bei den
meisten Patienten eine chronische Langzeitbehandlung erfordert, und daher miissen die
Vorteile gegeniiber der Gesamtbelastung der Behandlung abgewogen werden; in Betracht zu
ziehen sind akute und chronische Toxizitit, Zeit und Kosten '°. Nach Leitlinienprogramm der
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Onkologie sollen die Patienten mit fortgeschrittenem oder metastasiertem klarzelligen
Nierenzellkarzinom und niedrigem oder intermedidrem Risikoprofil bezogen auf das
Patientenalter und das Vorliegen von Komorbidititen als Erstlinientherapie mit einer
systemischen Kombinationstherapie bandelt werden 2. Zum Beispiel sollen bei Patienten mit
fortgeschrittenem und/oder metastasiertem klarzelligen Nierenzellkarzinom und niedrigem
oder intermedidrem Risiko in der Erstlinientherapie Sunitinib, Pazopanib oder Bevacizumab
und INF verwendet werden und bei Patienten mit fortgeschrittenem und/oder metastasiertem
klarzelligen Nieren- zellkarzinom und ungiinstigem Risikoprofil soll in der Erstlinientherapie
Temsirolimus verwendet werden. !> Eine Zytoreduktiver Nephrektomie kann bei
metastasierten Tumoren vor einer systemischen Therapie vorgenommen werden %13,

Generell werden die Nierenzelltumoren in 16 Subtypen unterteilt, die sich in ihren klinischen,
pathologischen, molekularen und genetischen Eigenschaften sowie in der Prognose und der
Therapie der Krankheit unterscheiden. Dies macht deutlich, dass die exakte Klassifizierung
der Tumoren von erheblicher Bedeutung ist '%!°. Im Folgenden werden die 5 héufigsten
Subtypen beziiglich ihrer histologischen und genetischen FEigenschaften kurz
zusammengefasst.

1.2. Histologische Subtypen des Nierenzellkarzinoms

1.2.1. Klarzelliges Nierenzellkarzinom

Das klarzellige Nierenzellkarzinom (ccRRC) ist mit etwa 60-70% der Fille der hiufigste
Subtyp der Nierenzellkarzinome !4, Dabei sind 2-4% der Fille durch erbliche
Tumorerkrankungen wie das Von-Hippel-Lindau Syndrom (VHL-Syndrome) und das Birt-
Hogg-Dube Syndrom (BHD-Syndrome) verursacht *1¢ . Im Vergleich zu den anderen
histopathologischen Subtypen scheint das klarzellige Nierenzellkarzinom eine schlechtere
Prognose und 5-Jahre-Uberlebensrate aufzuweisen '71°. Etwa 50% der klarzelligen
Nierenzellkarzinomen sind in TNM-Stadium 1 und 2 und weniger als 5% in TNM-Stadium 4.
Die Invasion des Tumors in perirenalem Fett und /oder Vertiefung des Tumors in die
Nierenvenen tritt in etwa 45% der Fille auf 2°.

Das klarzellige Nierenzellkarzinom présentiert sich makroskopisch héufig als einseitiger,
unizentrischer, runder und gut abgrenzbarer Tumor mit einer fibrosen Kapsel. Die
Schnittfliche ist gelb-gold und weist hdufig Einblutungen, Nekrosen und zystischen
Verdnderungen auf '4. Multizentrische oder bilaterale Tumoren kommen in weniger als 5%
der Fille vor '8, Histopathologisch zeigen die Tumoren diverse Muster auf. Die hiufigsten
sind jedoch solide, alveolédre und azindre Strukturen. Die Strukturen sind durch diinnwandige
BlutgefiBe getrennt '*!°. Aufgrund des Verlustes von zytoplasmatischen Lipiden und
Glykogen wihrend der Vorbehandlung des Gewebes, weisen die Zellen in der Himatoxylin-
Eosin (HE)-Férbung ein klares Zytoplasma mit einer deutlich erscheinenden Zellmembran auf
1415(Abb.1).



Abbildung 1: Klarzelliges Nierenzellkarzinom, a) Makroskopische Ansicht,
b) Mikroskopische Ansicht '4.

1.2.2. Papillires Nierenzellkarzinom

Das papilldre Nierenzellkarzinom (pRCC) ist der 2. hdufigste Subtyp und macht etwa 10-15%
aller Nierenzellkarzinome aus 4. Diese Erkrankung hat eine gute Prognose mit einer 5-Jahres-
Uberlebensrate von beinahe 90% '®. Makroskopisch stellt sich der Tumor in der Regel als gut
umschriebene Masse dar, die von einer Pseudokapsel umschlossen ist 413, Histopathologisch
besteht der Tumor aus Papillen, Tubulopapillen und Tubuli, die gelegentlich dicht gepackt
sind und dem Tumor ein festes Aussehen verleihen!'®. Es wurden 2 verschieden
histopathologische Subtypen fiir papillaren Nierenzellkarzinomen beschrieben, die sich in
Zellen, die die Papillen und Tubuli auskleiden unterscheiden!®!4152!, Typ 1 Tumoren
bestehen aus Papillen und Tubuli, die von kleinen Zellen mit hellem Zytoplasma ausgekleidet
sind. Die Zellen sind durch kleine ovale Kerne mit unauffilligen Nukleolen charakterisiert.
Haufig kommen glomeruloide Papillen, 6dematdse Papillen, Schaumzellen in Papillarkernen
und Psammomkdorperchen in diesem Subtyp vor %4151 Tn Typ 2 Karzinomen sind die
Papillen von Zellen mit reichlich eosinophilem Zytoplasma und groBen pseudostratifizierten
Kernen und prominenten Nukleolen ausgekleidet !%!4152! Typ 2 Tumoren sind in der Regel
grofer als Typ 1 Karzinome, kommen héufiger bei jiingeren Patienten vor (< 40 Jahre) und
sind hiufig Stadium 3 oder 4 Tumoren 2! (Abb. 2).



Abbildung 2: Papillires Nierenzellkarzinom, a) Makroskopische Ansicht,
b) Mikroskopischer Ansischt (Typ 1), ¢) Mikroskopische Ansicht (Typ 2) !4

1.2.3. Onkozytom

Onkozytome sind benigne epitheliale Neoplasien der Niere, die etwa 5% aller Neoplasien der
Nieren-Tubulusepithelien ausmachen '*!3. Die meisten Tumoren sind symptomlos und
werden zufillig entdeckt 22724, Makroskopisch sind die Tumoren typischerweise solitir und
bekapselt. Die Schnittfliche weist eine charakteristische mahagonibraune Farbe auf und
abhidngig von der TumorgroBe ist eine zentrale Narbe im Tumor zu finden !41522,
Histopathologisch ist das Onkozytom durch helle eosinophile Zellen charakterisiert, die als
Onkozyten bezeichnet werden. Charakteristisch sind auflerdem solide und kompakte Netze,
Azini, Tubuli oder Mikrozysten. Oft ist ein hypozelluldres hyalinisiertes Stroma und eine
Ausdehnung des Onkozytoms in das perinephritische Fettgewebe und seltener in den
vaskuliren Bereich zu finden 41522 (Abb.3).



Abbildung 3: Onkozytom, a) Makroskopische Ansicht , b) Mikroskopische Ansicht !4,

1.2.4. Chromophobes Nierenzellkarzinom

Das chromophobe Nierenzellkarzinom (chRCC) macht circa 5% der Nierenzellkarzinome aus
14152526 Die Mortalitdt ist weniger als 10% !4?7. Makroskopisch handelt es sich
typischerweise um einen isolierten, gut umschriebenen, nicht-eingekapselten und gelegentlich
leicht lobulierten Tumor mit homogener hellbrauner und fester Schnittflache. Blutungen und
Nekrosen treten selten auf und in groen Tumoren kann eine zentrale sternformige Narbe zu
finden sein 4?7, Zumeist ist das mikroskopische Gewebsmuster fest, zum Teil granduldr, mit
fokalen Verkalkungen und breiten fibrotischen Septen !°. Im Vergleich zum klarzelligen
Subtyp sind die Blutgefile dickwandig und nach auflen hyalinisiert. Die perivaskuldren
Zellen sind oft vergroBert. In einigen Tumoren sind tubulozystische Bereiche zu finden '°.
Charakteristisch sind auBlerdem groBe polygonale Zellen mit einem transparenten, leicht
netzartigem, Zytoplasma und einer prominenten Zellmembran >(Abb.4).

Abbildung 4: Chromophobes Nierenzellkarzinom, a) Makroskopische Ansicht,
b) Mikroskopische Ansicht ',




1.2.5. Klarzellig-(tubulo)papillares Nierenzellkarzinom

Das klarzellig-(tubulo)papillire Nierenzellkarzinom (cctpRCC) ist ein erst kiirzlich
beschriebener, low-grade Subtyp der Nierenzellkarzinome, der circa 4% dieser Tumorentitit
ausmacht 28, Das cctpRCC umfasst etwa 9,3% aller Nierentumoren bei jungen Erwachsenen
30, Die Prognose dieser Erkrankung wurde bislang in verschiedenen Studien als sehr giinstig
geschitzt 32, Makroskopisch handelt es sich um einen stark zystischen und gut
umschriebenen Tumor, der im Mittel eine TumorgroBe von circa 2,4 cm hat 333, Die
wichtigsten histopathologischen Merkmale sind eine dicke Kapsel, eine Papillararchitektur,
verzweigte Tubuli und Azini sowie oftmals komplexe klare Zellbdnder mit low-grade
Zellkernen 31-33(Abb.5).

Abbildung 5: Klarzellig-(tubulo)papillires Nierenzellkarzinom, a) Mikroskopische
Ansicht 34, b) Mikroskopische Ansicht 3!
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1.3. Genetische Verinderungen der hiufigsten Subtypen der
Nierenzellkarzinome

Fiir jeden Subtyp des Nierenzellkarzinoms sind eigene charakteristische genomische
Verdnderung beschrieben. Die klarzellige Nierenzellkarzinome sind zum Beispiel durch eine
Deletion von Gensequenzen am kurzen Arm des Chromosoms 3 (3p) gekennzeichnet 3336
Dagegen weisen die papilliren Nierenzellkarzinomen sehr selten 3p-Deletion auf und sind
typischerweise durch eine Kopiezahlerhohung (Trisomie/ Tetrasomie) der Chromosomen 7
und 17 sowie durch den Verlust des Chromosoms Y charakterisiert 333, Die
charakteristischen = genetischen = Verdnderungen der klarzelligen und papillaren
Nierenzellkarzinome wurden jedoch wiederum in klarzellig-(tubulo)papillire Tumoren nicht
beobachtet 3. Chromophobe Nierenzellkarzinome weisen ein groBeres Spektrum an
Kopienzahlverdnderungen wie Deletionen auf den Chromosomen 1, 2, 6, 10, 13, 17 und 21
auf ¥4 Die meisten Onkozytome bestehen aus einer gemischten Population von Zellen mit
normalen und abnormalen Karyotypen *!. Ein kombinierter Verlust der Chromosomen 1 und
X/Y ist die hdufigste Chromosomenanomalie in Onkozytomen !4, Desweiteren sind fiir alle
obengenannten Subtypen andere vereinzelt vorkommende genetische Verdnderungen
beschrieben. Alle bisher beschriebenen genetischen Verdnderungen sind in der folgenden
Tabelle 1 zusammengefasst.

Tabelle 1: Genetische Verinderungen in Nierenzellkarzinomen 43842754,

Subtyp Deletion Gain Amplifikation Translokation Punktmutation
Ip. 3p
. 4q, 69. 8p. 9p
Klarzelliges 5q.7.8. 19.2q.5q.7q,
9q. 10q, 13 t(3:6 3p (VHL
Nierenzellkarzinom l—j* _12 1—70‘* 130.16 8. 12p.20q (3:6) 3p (VHL)
20.Y
Chromophobes 126.10.13
Nierenzellkarzinom TR A A 17pl11.2 (BHD)
17,21, Y
Papilliires 6,7.12,
Nierenzellkarzinom 9p, Y 16,17,
20
Klarzellig-
(tubulo)papillire begrenzte Daten, zeigt keine fiir klarzelliges Nierenzellkarzinom und papilldres
Nierenzellkarzinom Nierenzellkarzinom charakteristische Verdnderung
Onkorviom L142LX t(1:12)(p36:q]
Y o 3)
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1.4.Verlust des Chromosoms Y bei Tumoren

Zahlreiche Studien haben sich bereits mit dem Verlust des Chromosom Y in unterschiedlichen
Tumorentititen befasst. So wurde ein Chromosom Y-Verlust in individuellen Studien zum
Beispiel in 62% der Plattenepithelkarzinome des Osophagus *° , in 60% der Adenokarzinome
des Magens %% , in 36% der Pankreaskarzinome °’ und in 34% der Blasenkarzinome %
beschrieben. Die Vergleichbarkeit dieser Studien ist allerdings eingeschrinkt, da sehr
unterschiedliche Methoden wie die Fluoreszenz-in-situ-Hybridiesierung (FISH) *° und
Comparative Genomic Hybridization (CGH) >%° zur Detektion des Chromosoms Y verwendet
wurden. Das tumorogene Potential der Y-Deletion ist bis heute unklar und wird immer wieder
in Frage gestellt. Zum Beispiel in einer Studie von Minner et al., in der die Y-Verlust-Rate in
verschiedenen Urothelkarzinomen der Blase untersuchte wurde, wurde keinen Zusammenhang
zwischen einem Y-Verlust und dem Phénotyp der Tumoren nachgewiesen 1.

Beim Nierenzellkarzinom existieren bisher nur wenige Studien, die sich mit dem Verlust des
Chromosoms Y befassen. Es wurde Beispielsweise beschrieben, dass eine Abhdngigkeit der
Y-Verlust-Rate von den verschiedenen Subtypen des Nierenzellkarzinoms bestehe. Zu dieser
Annahme passen aus verschiedenen Studien zusammengebrachte Daten, welche ein Y-Verlust
in 48% der klarzelligen Nierenzellkarzinome 2, 92% der papilldren Nierenzellkarzinome
(n=25) %, 46% der chromophoben Nierenzellkarzinome (n=13) ® und 45% der Onkozytome
(n=9) % zeigen. Die klinische Relevanz des Y-Verlustes in Bezug auf die Prognose des
Patienten und den Tumorphénotyp ist allerdings bisher noch unklar.
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1.5.Zielsetzung der Arbeit

Der Begriff Nierenzellkarzinom umfasst 16 Subtypen, die sich beziiglich der Pathologie, des
klinischen Verhaltens sowie der molekularen und genetischen Eigenschaften unterscheiden
diirften. Die Typisierung der Nierenzelltumoren erfolgt in der Regel anhand
histomorphologischer Eigenschaften. Dies ist jedoch bei einigen morphologischen Subtypen
schwierig. Die Bestimmung der exakten Diagnose bzw. des Subtypes ist allerdings von
Bedeutung, um unter anderem die geeignete Therapie auszuwéhlen. Es ist daher
wiinschenswert, den einzelnen Tumorsubtypen charakteristische histologische, molekulare
und genetische Merkmale zuzuweisen, welche in der Diagnostik zur sicheren Festlegung des
Subtypes beitragen konnen.

Genetische Verdnderungen sind ein Kennzeichen vieler Karzinomarten. Zu den haufigsten
chromosomalen Verdnderungen zdhlt der Verlust des Chromosoms Y in vielen
Tumorentititen. Auch beim Nierenzellkarzinom zéhlt der Y-Verlust zu den héaufigsten
Kopiezahlverdanderungen. Die klinische Relevanz dieses Verlustes ist jedoch unklar. Ziel der
vorliegenden Arbeit war es daher zu kldren, wie haufig der Y-Verlust beim
Nierenzellkarzinom und dessen Subtypen tatsdchlich vorkommt und ob dieser mit einem
bestimmten Phédnotyp der Tumoren zusammenhidngt. Dazu wurde der Y-Verlust mittels
Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung an iiber 1.000 Tumoren im Gewebemikroarray-Format
(tissue microarray, TMA) untersucht. Die Ergebnisse wurden dann mit dem klinischen
Verlauf (Rezidiv-freies Uberleben, Tumor-spezifischer Tod, Gesamtiiberleben) und den
histopathologischen Parametern verglichen. Hintergrund war die Hoffnung, dass der
Nachweis eines Y-Verlustes zur besseren Prognoseeinschiatzung der Nierenzellkarzinome und
/ oder Klassifizierung eines bestimmten Subtypes geeignet ist.
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2. Material und Methodik

2.1. Patientenkollektiv / Gewebemikroarray

Das Patientenkollektiv bestand aus 1.252 Ménnern und 557 Frauen, deren Nierentumoren
zwischen den Jahren 1994 und 2016 diagnostiziert und am Universititsklinikum Hamburg-
Eppendorf operativ entfernt wurden. Die Gewebe wurden nach einem standardisierten
Verfahren in Formalin fixiert und Paraffin eingebettet . Alle Tumoren wurden von zwei
Pathologen (Dr. Franziska Biischek und Dr. Christoph Fraune) nach den Kriterien der WHO-
Klassifikation 2015 beurteilt und eingestuft ¢7. Zusétzlich dazu wurde das ISUP-Grading fiir
jeden Tumor ermittelt. Fiir die Analyse des Chromosom Y-Status standen die Gewebe in
Form von Gewebemikroarrays (tissue microarray, TMA) zur Verfiigung. Analysiert wurden
alle Tumorproben der ménnlichen Patientenkohorte. Zur Herstellung der TMAs wurde pro
Patienten bzw. Tumor eine 0,6 mm durchmessende Stanze aus einem repridsentativen
Tumorblock entnommen und in einen TMA-Block tberfithrt. Um sicherzustellen, dass
ausreichend Tumor fiir die Analyse in der Gewebestanze vorhanden war, wurde eine
Himatoxylin-Eosin-Farbung durchgefiihrt und beurteilt. Die klinisch-pathologischen
Parameter, der histologische Subtyp und das Patientenalter standen in einer dem TMA
zugehorigen Datenbank fiir die Studie zur Verfligung. Klinische Verlaufsdaten standen
beziiglich des Gesamtiiberlebens fiir 824 Patienten, des Tumor-spezifischen Todes fiir 824
Patienten und des Rezidiv-freien Uberlebens fiir 766 Patienten fiir die Analyse zur
Verfiigung. Eine genaue Zusammensetzung des méinnlichen Patientenkollektivs kann der
Tabelle 2 entnommen werden.

Tabelle 2: Zusammensetzung des méinnlichen Patientenkollektiv des Nierentumor-Gewebe-
Mikroarray (TMA).

Patientenzahl
TMA-
Studienkohrte Tumorrezidiv (n=202)
(n=1252)
Klinischer Verlauf (mo)
n 769 (61.4%) 202 (26.3%)
Mittelwert 61,6 -
Median 48,5 -
Entitat
Klarzelliges Nierenzellkarzinom 827 (66.2%) 158 (19.1%)
Papilldres Nierenzellkarzinom 209 (16.7%) 21 (10.0%)
Onkozytom 87 (7.0%) 1(1.1%)
Chromophobes Nierenzellkarzinom 66 (5.2%) 7 (10.6%)
Klarzellig-(tubulo)papillére
Nierenze%llgarzinozlllj P 18 (1.4%) /
ohne weitere Spezifizierung 14 (1.1%) 6 (42.9%)
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Nephroblastom 10 (0.8%) /
XP11.2 Translokationkarzinom 6 (0.5%) 4 (66.7%)
Sammelrohrkarzinom (bellini- 4 (0.3%) 3 (75%)
karzinom)

Multilokulére zystische

Nierenzellneopl};sie 3 (02%) /
Zystisches Nephrom 1 (0.1%) /
Medulldres Karzinom 1 (0.1%) 1 (100%)
Neuroendokrines Karzinom 1 (0.1%)

International society of

urological pathology (ISUP)

1 256 (24.0%) 18 (7.0%)

2 401 (37.5%) 52 (13.0%)
3 340 (31.8%) 83 (24.4%)
4 72 (6.7%) 35 (48.6%)
Fuhrmann-Klassifikation

1 44 (4.1%) 3 (6.8%)
2 599 (55.7%) 64 (10.9%)
3 358 (33.3%) 87 (24.3%)
4 73 (6.8%) 36 (49.3%)
Thoenes-Klassifikation

1 321 (29.9%) 25 (7.8%)
2 636 (59.2%) 108 (17.0%)
3 117 (10.9%) 57 (48.7%)
Tumorstadium

pT1 691 (60.1%) 57 (8.2%)
pT2 162 (14.1%) 36 (22.2%)
pT3 281 (24.4%) 96 (34.2%)
pT4 16 (1.4%) 10 (6.3%)
Lymphknotenmetastasen

pNO 161 (78.2%) 58 (36.0%)
pN1 15 (7.2%) 9 (60.0%)
pN2 30 (14.5%) 26 (86.7%)
Fernmetastase

pMO 145 (58.2%) 40 (27.6%)
pM1 104 (41.7%) 85 (81.7%)
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2.2.Reagenzien und Kits

In der Tabelle 3 sind die verwendeten Materialien, Reagenzien und Kits fiir diese Studie

aufgelistet.

Tabelle 3: Gewebemikroarray, Reagenzien, Kits, Material und Methodik

Reagenzien / Kits

Firma

20x SSC

Deckglédser No.1 24 x 60 mm
Dextransulfat (Natriumsalz)
Ethanol 80% (vergillt)
Ethanol 96% (vergillt)
Ethanol Ph Eur (1 Liter)
Fixogum

Heizplatte

Heizriihrer RCT basic
Immersol

Lab Thermometer IP65LT-101

Lichtmikroskop, Axio Imager.A1

Mounting Medium with DAPI
(VECTASHIELD)
MS1 Minishaker

NP-40

ph-Meter 766 Calimatic
Pretreatment Reagent 500 ml
Primus

Protease Buffer 500 ml

Protease I 500 mg
Reinigungsbenzin

Safe-Lock Reaktionsgefille, amber
Thermobrite ™

Wasserbéder

Xylol
Zentrifuge, Biofuge 13
FISH-Sonde

Abbot, Ludwigshafen

Marienfeld, Lauda-K6nigshofen

Roth, Karlsruhe

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

VWR, Darmstadt

Marabu, Tamm

MEDAX GmbH & Co.KG, Neumiinster
IKA® Labortechnik

Zeiss, Oberkochen

TFA Dostmann GmbH + Co. KG, Wertheim-
Reicholzheim
Zeiss, Oberkochen

Vector Laboratories

IKA® Labortechnik, Staufen

Abbot, Ludwigshafen

Knick, Berlin

Abbot, Ludwigshafen

ALS, Jena

Abbot, Ludwigshafen

Abbot, Ludwigshafen

Biesterfeld Chemiedistribution GmbH

Eppendorf (Hamburg)

Abbot, Ludwigshafen

GFL (Gesellschaft fiir Labortechnik GmbH),
Burgwedel

J. T. Baker, Center Valley, USA

Heraeus Thermo Scientific, Hanau

Aneu VYSION® FISH probe (VIAL 1, Abbott,
#05J38-010)
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2.3. Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH)

Die FISH erfolgte anhand eines am Institut fiir Pathologie etablierten und standardisierten
Protokolls, dass im Folgenden kurz beschrieben ist.

e  Vorbehandlung des Gewebes

Entparaffinieren des Gewebes

Xylolbad: 3x fiir 10 Minuten

Ethanolbad: 2x fiir 5 Minuten

Trocknung: bei 48 °C fiir 3 Minuten

Inkubation in Pretreatment-Losung: 80 °C fiir 15 Minuten

Zweimaliges Waschen: je 1 Minute in dH20

Inkubation in Proteaseldsung: 37 °C fiir 150 Minuten

Zweimaliges Waschen: 1 Minute in dH2O

Dehydrierung mittels aufsteigender Ethanolreihe: 70 %, 80 % und 96 % fiir je 3 Minuten
Trocknung: bei 48°C fiir 3 Minuten

e  Hybridisierung der FISH-Sonde

FISH-Sonde (Aneu VYSION® FISH probe) vortexen und bei 2.500 g fiir 10 Sekunden
zentrifugieren

10 ul Hybridisierungsansatz auf das Gewebe pipettieren

Deckglédschen auflegen, mit Fixogum fixieren

Hybridisierung im Hybrite: 72 °C fiir 10 Minuten und 37 °C fiir 16 bis 18 Stunden
Waschen des Gewebes

e  Herstellung des Hybridisierungswaschpuffers

100 ml 20xSSC

3 ml NP40

ad 1000 ml dH.O

pH=7,25

Aquilibrierung des Gewebes: lichtgeschiitzt bei Raumtemperatur fiir 20-30 Minuten in
Hybridisierungswaschpuffer

Entfernen tiberschiissiger FISH-Sonde: bei 72 °C fiir 2 Minuten in
Hybridisierungswaschpuffer

Einmaliges Waschen: in dH>O spiilen

Trocknung: 20 Minuten im Dunkeln bei Raumtemperatur
Zellkernfarbung: 1 Tropfen DAPI pipettieren und Deckgldschen auflegen
Lagerung der TMAs: - 20 °C
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2.4. Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung der FISH erfolgte mit einem Lichtmikroskop der Firma
Zeiss mit den dazu passenden Fluoreszenzfiltern. Ausgeschlossen aus der Analyse wurden
alle Gewebespots, die ein schwaches Fluoreszenz-Signal oder gar kein Signal in Tumor- und
Stroma-Zellen aufwiesen oder keine Tumorzellen enthieclten. Die ménnlichen Tumorzellen,
die sowohl ein Signal fiir das Chromosom Y- und das Chromosom X (Referenzsignal)
aufwiesen wurden als normal bewertet. Ein Verlust des Y-Chromosoms lag vor, wenn alle
Tumorzellen kein Y-Signal besaBlen, aber ein X-Signal vorhanden war. Wenn vorhanden,
wurden die Stroma-Zellen im Gewebespot zusdtzlich als Referenz-Zellen verwendet. Hier
musste sowohl ein Y-Signal als auch ein X-Signal vorhanden sein. Zur Validierung der
Analyse wurden einige der Gewebespots der weiblichen Patientinnen auf dem TMA
ausgewertet. Hier waren deutlich 2 Signale fiir das X-Chromosom und kein Signal fiir das Y-
Chromosom in den Tumor- und/oder Stroma-Zellen nachweisbar (Abb.6).

Abbildung 6: Beispiele der Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung, a) X-Signal (griin) und Y-
Signal (rot) in einer minnlichen Nierenzelle, b) 2 X-Signale (griin) in einer weiblichen Nierenzelle, C)
Fehlen der Y-Signal bei Vorhandensein der X-Signal in einer Tumorzelle

C

2.5. Statistische Auswertung

Fiir die statistische Auswertung wurde das Programm JMP (Version 9.0.2) verwendet. Um die
Assoziation des Chromosom-Y-Status mit den histologischen Subtypen und den klinisch-
pathologischen Parametern zu priifen, wurde ein Chi-Quadrat-Test durchgefiihrt. Zur
Uberpriifung der prognostischen Relevanz des Y-Verlustes wurden die Ergebnisse der FISH-
Analyse mit dem Gesamtiiberleben der Patienten, dem Tumor-spezifischen Tod bzw. dem
Rezidiv-freien Uberleben mittels eines Log-Rank-Testes verglichen und in einer Kaplan-
Meier-Kurve abgebildet.
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3. Ergebnisse

3.1. Auswertbarkeit der Chromosom Y in FISH-Analyse

Insgesamt konnte der Chromosom Y-Kopiezahlstatus fiir 1045 (83,5%) der 1252 ménnlichen
Tumoren mittels FISH analysiert werden. 206 Tumorspots (16,5%) konnten auf Grund
folgender Probleme nicht ausgewertet werden: Bei 78 Tumoren (6,2%) war nur sehr wenig
oder gar kein Tumorgewebe in den TMA-Spots vorhanden. Bei 128 Gewebespots (10,2%)
konnte auf Grund einer unzureichenden Hybridisierung, sowohl fiir das Y-Signal als auch fiir
das X-Signal (Referenzsignal), kein Kopienzahlstatus fiir das Chromosom Y ermittelt werden.
Ein Verlust des Chromosoms Y wurde in 496 (47%) der 1045 analysierbaren Tumoren
nachgewiesen. Eine exemplarische Darstellung der FISH-Analyse befindet sich in Abbildung
6 im Material und Methodenteil.

3.2.Y-Verlust und histologische Typen des Nierenzellkarzinoms

Die vergleichende Untersuchung von Tumor-Subtypen zeigte deutliche Unterschiede in der
Haufigkeit des Y-Verlustes je nach histologischem Subtyp. Die papilldren
Nierenzellkarzinome zeigten mit 77% die hochste Y-Verlustrate. Diese war zum Beispiel
signifikant hoher als die Y-Verlustrate in den klarzelligen Nierenzellkarzinomen (39%;
p<0,0001), als groBte Subtypengruppe. Im Vergleich zu den klarzelligen
Nierenzellkarzinomen zeigten die chromophoben Nierenzellkarzinomen mit 60% und die
Onkozytomen mit 51% etwas hohere wund die klarzellig-(tubulo)papilldre
Nierenzellkarzinomen mit 19% (p=0,0434) etwas niedrigere Y-Verlustraten. Aufgrund der
begrenzten Fallzahl (n=1-12) kann iir die seltenen Subtypen keine weitere Schlussfolgerung
aus der Haufigkeit des Y-Verlustes gezogen werden. Die Ergebnisse der Analyse sind in
Tabelle 4 zusammengefasst.
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Tabelle 4: Y-Verlust und histologische Subtypen des Nierenzellkarzinoms

Entitiit Analysierbar (n) Y-Verlust (%)

Klarzelliges Nierenzellkarzinom 699 39
Papillédres Nierenzellkarzinom 170 77
Onokozytom 71 51
Chromophobes
Nierenzellkarzinom >7 60
Klarzellig-(tubulo)papillére

: . 16 19
Nierenzellkarzinom
Ohne weitere Spezifizierung 12 42
Nephroblastom 9 0
Xp11.2 Translokationskarzinom 4 25
Sammelrohrkarzinom 2 100
Multilokulére zystische

: ! 2 50
Nierenzellneoplasie
Zystisches Nephrom 1 0
Medullédres Karzinom | 100
Neuroendokrines Karzinom | 0

3.3. Y-Verlust und Tumor-Phinotyp in Kklarzelligen und papilliren
Nierenzellkarzinome

In den klarzelligen Nierenzellkarzinomen konnte keine signifikante Korrelation zwischen
dem Y-Verlust und den klinisch-pathologischen Parametern nachgewiesen werden. Im
Gegensatz dazu zeigte sich in den papilldren Nierenzellkarzinomen eine klare Assoziation des
Y-Verlustes zu einem glinstigen Tumorphénotyp, wie einem niedrigen ISUP- (p=0,0027)
bzw. Thoenes-Grading (p=0,0032), einem frilhen Tumorstadium (p=0,0003) und der
Abwesenheit von Fernmetastasen (p=0,0009). Zum Beispiel sank der Anteil der Tumoren mit
einem Y-Verlust von 86% in den pT1 Tumoren auf 50% in den pT4 Tumoren. Die Ergebnisse
der Analysen sind in der Tabelle 5 genauer dargestellt.

20



Tabelle 5: Y-Verlust und klinisch-pathologische Parameter

Klarzelliges Papilliires
Nierenzellkarzinom Nierenzellkarzinom
analysierbar  Y-Verlust p analysierbar  Y-Verlust P

Parameter (n) (%) (n) (%)
ISUP
1 176 35 26 96
2 238 40 85 73

482 0,7000
3 229 43 0,4828 54 76
4 50 38 2 0
Fuhrmann-
Klassifikation
1 32 34 2 100
2 375 38 108 81

42 0,0581
3 239 44 0,4270 53 72 ’
4 52 35 4 25
Thoenes-
Klassifikation
1 223 37 35 91
2 393 41 0,4873 122 75 0,0032
3 82 38 10 40
Tumorstadium
pTl1 412 42 113 86
pT2 80 20,1570 37 68 0,0003
pT3 190 38 ’ 14 36 ’
pT4 12 42 2 50
Lymphknotenmetastasen
pNO 100 36 18 83
pN1 8 63 0,2682 2 50 0,0650
pN2 17 47 6 33
Fernmetastasen
pMO 80 400 9181 24 88 0,0009
pM1 74 39 8 25
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3.4.Y-Verlust und Tumorgrofle

Es zeigte sich insgesamt eine inverse Korrelation zwischen dem Y-Verlust und der mittleren
TumorgroBe (p=0,0052). Die Tumoren ohne Chromosom Y waren im Durchschnitt kleiner als
die Tumoren mit Chromosom Y. Diese umgekehrte Korrelation des Y-Verlustes mit der
Tumorgrofe konnte im Subtyp der klarzelligen Nierenzellkarzinome nachgewiesen werden
(p=0,0075). In den Subtypen der papilldren und chromophoben Nierenzellkarzinome war
diese Assoziation nicht mehr signifikant (p=0,0809 bzw. p=0,0747), aber tendenziell
ebenfalls vorhanden. Die Ergebnisse dieser Analysen sind in Tabelle 6 zusammengefasst.

Tabelle 6: Y-Verlust und Tumorgrofle

Tumorgrofle
Mittel t
Subtyp Chromosom Y Analysierbar (n) ! (ceinv;'er SD P
Alle Tumoren Verlust 482 5,0 0,1
Normal 546 5,5 0,1 0,0052
Klarzelliges
Nierenzellkarzinom Verlust 272 >0 0.2 0,0075
Normal 416 5,6 0,1
Papilliires
Nierenzellkarzinom Verlust 127 >0 03 0,0809
Normal 39 6,2 0,8
h h
(Chromophobes Verlust 33 6,2 0,5
Nierenzellkarzinom 0,0747
Normal 23 4,5 0,6
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3.5.

Y-Verlust und Patientenalter

Insgesamt zeigte sich eine signifikante Korrelation zwischen einem hoéheren Alter der
Patienten und dem Y-Verlust (p<0,0001). Diese Assoziation war ebenfalls im Subtyp der
klarzelligen Nierenzellkarzinome nachweisbar (p<0,0001). In den Subtypen der
papilliren und chromophoben Nierenzellkarzinome konnte kein signifikanter
Zusammenhang zwischen dem Y-Verlust und dem Patientenalter festgestellt werden. Die
Ergebnisse der Analyse sind in Tabelle 7 zusammengefasst.

Tabelle 7: Y-Verlust und Patientenalter

Patientenalter
Mittelwert
Subtyp Chromosom Y  Analysierbar(n) SD P
(Jahre)
Alle Tumoren Verlust 493 64,8 0,5
<0,0001
Normal 555 59,4 0,6
Klarzelliges
Verlust 276 65,9 0,6
Nierenzellkarzinom <0,0001
Normal 423 60,8 0,5
Papillires
Verlust 131 62,4 1,1
Nierenzellkarzinom 0,1416
Normal 39 58,9 2,5
Chromophobes
Verlust 34 58,9 2,2
Nierenzellkarzinom 0,5298
Normal 23 60,9 2,2
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3.6.Y-Verlust und Prognose

Als klinische Endpunkte dienten fiir diese Untersuchungen das Gesamtiiberleben, der
Tumorspezifische Tod und das Rezidiv-freie Uberleben. Die Analysen wurden zunichst in
allen Nierenzellkarzinomen und dann in den Subtypen der klarzelligen und papilléren
Nierenzellkarzinome durchgefiihrt.

3.6.1. Y-Verlust und die Prognose in allen Nierenzellkarzinomen.

Bei der Analyse aller Nierenzellkarzinome ergab sich keine signifikante Assoziation zwischen
dem Y-Verlust-Status und dem Gesamtiiberleben der Patienten (p=0,9556), dem rezidivfreien
Uberleben (p=0,1841) und dem tumorspezifischen Tod (p=0,5074). In Bezug auf das
Gesamtiiberleben und den tumorspezifischen Tod verliefen die Kurven fiir die Tumoren mit
und ohne einen Y-Verlust sogar nahezu identisch. In Bezug auf das rezidivfreie Uberleben
zeigten die Tumoren mit einem Y-Verlust tendenziell einen besseren klinischen Verlauf.

Abbildung 7: Y-Verlust und Patientenprognose in allen Patienten
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3.6.2. Y-Verlust und die Prognose der Patienten in den Kklarzelligen
Nierenzellkarzinomen

Bei der Analyse der klarzelligen Nierenzellkarzinome ergab sich ebenfalls kein signifikanter
Unterschied zwischen den Tumoren mit oder ohne Y-Verlust in Bezug auf das
Gesamtiibereben der Patienten (p=0,5366, Abb. 8.a.), den tumorspezifischen Tod (p=0,8747,
Abb. 8.b.) und dem rezidivfreien Uberleben (p=0,8848, Abb. 8.c.). In allen drei Analysen
verliefen die Kurven fiir die Tumoren mit und ohne Y-Verlust nahezu identisch.

Abbildung 8: Y-Verlust und Patientenprognose
Nierenzellkarzinomen

in Patienten mit klarzelligen
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3.6.3. Y-Verlust und Prognose in papilliren Nierenzellkarzinomen

Bei der Analyse der papillaren Nierenzellkarzinome zeigte sich eine signifikante Assoziation
des Y-Verlustes mit einem besseren Gesamtiiberleben der Patienten (p=0,0191, Abb. 9.a.),
einer hoheren Wahrscheinlichkeit eines rezidivfreien Uberlebens der Patienten (p=0,0386,
Abb. 9.b.) und einer niedrigeren Wahrscheinlichkeit des tumorspezifischen Todes (p=0,0004,
Abb. 9.c.). Zum Beispiel verstarben weniger als 5% der Patienten mit einem Y-Verlust in den
Tumorzellen 8 Jahre postoperativ an dem papilldren Nierenzellkarzinom. Im Gegensatz dazu
verstarben im gleichen Zeitraum mehr als 40% der Patienten ohne Y-Verlust in den
Tumorzellen an ihrer Karzinomerkrankung. Von den Patienten mit einem Tumor ohne Y-
Verlust erlitten auBerdem im gleichen Zeitraum circa 50% ein Rezidiv, wihrend Tumoren mit
einem Y-Verlust nur in circa 15% der Félle rezidivierten.

Abbildung 9: Y-Verlust und Patientenprognose
Nierenzellkarzinomen

in Patienten mit papilliren
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4. Diskussion

Der Verlust des Chromosoms Y zdhlt zu den hidufigsten genetischen Verdnderungen in
soliden Tumoren. Es ist daher erstaunlich, dass in vielen Tumorentititen die klinische
Bedeutung dieser genetischen Aberration bisher immer noch unklar ist. Ziel der vorliegenden
Arbeit war es daher, den Zusammenhang zwischen dem Y-Verlust und dem Phénotyp bzw.
der Patientenprognose beim Nierenzellkarzinom zu kléren. Dazu wurde eine grof3e Kohorte
aus Uber 1.000 Nierenzellkarzinomen mittels FISH auf den Y-Chromosomstatus hin
untersucht.

Insgesamt konnte in 47% der 1045 analysierbaren Nierenzellkarzinome ein Y-Verlust
nachgewiesen werden. Damit zéhlt das Nierenzellkarzinom zu den Tumorentitdten mit einem
vergleichsweise sehr hdufigen Y-Verlust. In frilheren Studien der Arbeitsgruppe aus der
UKE-Pathologie, welche ebenfalls an TMAs mit 0,6 mm durchmessenden Gewebeproben
durchgefithrt wurden, wurden deutlich niedrigere Héufigkeiten dieses Verlustes in
Karzinomen des Kolons (31%), des Osophagus (25%), der Lunge (24%), der Harnblase
(22%), der Pankreas (12%) und der Prostata (0,6%) nachgewiesen®'®8, Sowohl in der eigenen
Studie als auch den vorherigen Studien wurde zur Bestimmung des Chromosoms Y-Status die
FISH verwendet. Diese Methode gilt als der Goldstandard zur Bestimmung von genomischen
Kopiezahlverdnderungen. Der Grund dafiir ist, dass diese Methode direkt am Gewebe
angewendet wird ®, wihrend andere Methoden, wie zum Beispiel die komperative
genomische Hybridisierung (comperative genomic hybridization, CGH) an isolierter DNA
durchgefiihrt wird 7°. Hier kann es also zu einer Verfilschung der Ergebnisse durch eine
,,Verunreinigung* der Probe mit DNA aus angrenzenden benignen Zellen kommen 7172, Als
interne Kontrolle wurde in der vorliegenden Arbeit zusétzlich zur Chromosom Y Sonde eine
Chromosom X Sonde verwendet. Ein Y-Verlust wurde nur dann angenommen, wenn alle
Tumorzellen kein Y-Signal bei Vorhandensein eines X-Signals zeigten. Des Weiteren wurden
— wenn vorhanden - die angrenzenden benignen Zellen als Referenz herangezogen. Basierend
auf diesem Grenzwert und der Verwendung der FISH kann davon ausgegangen werden, dass
die Datenqualitit dieser Studie hoch ist. Die Studie zeigt, dass der Y-Verlust zu den
héufigsten genetischen Veridnderungen beim Nierenzellkarzinom zéhlt.

Interessanterweise konnte in allen von der Arbeitsgruppe der UKE-Pathologie bisher
untersuchten Tumorentitdten kein wesentlicher Zusammenhang zwischen dem Fehlen oder
dem Vorhandensein des Y-Chromosoms und dem Phinotyp oder der Prognose des jeweiligen
Tumortyps festgestellt werden ®1:%%. Dies lege die Vermutung nahe, dass das Auftreten eines
Y-Verlustes hochstens mit dem Tumortyp aber weniger mit der Aggressivitit der Tumoren
zusammenhdngt. Diese Annahme wird durch die Tatsache unterstiitzt, dass die Haufigkeit des
Y-Verlustes sich in den unterschiedlichen histologischen Typen der Nierenzellkarzinome
deutlich unterscheidet. Wahrend fast 80% der papilliren Nierenzellkarzinome einen Y-
Verlust aufweisen, konnte dieser zum Beispiel nur in circa 20% der klarzellig-tubopapilldren
Nierenzellkarzinome gefunden werden. Dass der Y-Verlust vermutlich eher nicht mit einer
Tumorprogression einhergeht, wird jedoch vor allem durch die hohe Rate des Y-Verlustes
von 50% in den Onkozytomen deutlich. Dieser histologische Subtyp gilt klar als benigner
Nierentumor 4132273 Dass hiufige Auftreten einer genetischen Verdnderung, welche die
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Tumoraggressivitit fordert, wére dementsprechend nicht nur unerwartet, sondern auch
schwierig erkldrbar. Es ist daher auch nicht erstaunlich, dass weder in allen noch in den
Untergruppen der klarzelligen oder chromophoben Nierenzelltumoren eine Assoziation des
Y-Verlust mit dem Tumorphénotyp, dem Gesamtiiberleben, dem tumorspezifischen Tod oder
dem Rezidiv-freien Uberleben gefunden werden konnte.

Auch der gehéufte Verlust des Y-Chromosoms in papilldren Nierenzellkarzinomen in der
vorliegenden Arbeit war nicht komplett unerwartet. In einer fritheren Studie wurde der Y-
Verlust zusammen mit Trisomien der Chromosomen 7 und 17 bereits als eines der hdufigsten
und charakteristischen Merkmale der papilliren Nierenzellkarzinome identifiziert %3,
Auffillig war allerdings, dass auch chromophobe Nierenzellkarzinome (60% Y-Verlust),
Onkozytome (51% Y-Verlust) und klarzellige Nierenzellkarzinome (39% Y-Verlust) eine
vergleichsweise hohe Y-Verlustrate aufwiesen. Der Verlust des Chromosoms Y war damit in
diesen Tumorsubtypen deutlich hiufiger vorhanden als in allen anderen bisher untersuchten
Tumorentititen (12%-31%), an denen ebenfalls mittels FISH im TMA-Format der Y-Verlust
untersucht wurde %%, Dies zeigt eine generell erhohte Tendenz zum Verlust des Y-
Chromosoms im Nierenepithelgewebe. In einer fritheren Studie konnte ein Y-Verlust aber
auch in nicht tumorésem Nierenepithelgewebe nachgewiesen werden 7. Dies und die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen damit klar darauthin, dass der Nachweis eines Y-
Verlustes keinen geeigneten Marker zur Subtypisierung der Nierenzellkarzinome darstellt.
Bemerkenswert ist jedoch, dass der Y-Verlust in den papilldren Nierenzellkarzinomen mit
einer besseren Prognose fiir die Patienten in Verbindung steht. Insbesondere unter
Beriicksichtigung der Tatsache, dass der Y-Verlust in diesem bestimmten Tumorsubtyp
extrem hédufig vorkommt. Bisher wurde kein anderer Tumortyp beschrieben, der in einer
vergleichbaren Kohortengrofle eine hohere Y-Verlustrate aufweist als in dieser Arbeit die
papilliren Nierenzellkarzinome. Generell gibt es nur wenige Tumortypen in denen eine
derartig hohe Héiufigkeit (>70%) einer rekurrenten molekularen Verianderung beschrieben
wurde. Ein Beispiel wire hier die Chromosomentranslokation zwischen den Chromosomen
9und 22 t(9;22)(q34;ql1), das soganannte Philadelphia-Chromosom, das in circa 90% der
Patienten mit chronisch myeloische Leukdmie vorkommt und als Kennzeichen fiir diese
Erkrankung beschrieben wurde 7°. Es konnte somit mdglich sein, dass der Y-Verlust eine
pathogenetische Wirkung in papilldren Nierenzellkarzinomen besitzt. Die wenigen papilldren
Karzinome ohne Y-Verlust konnten somit vielleicht eine eigene Gruppe von Tumoren
darstellen, welche durch eine besondere biologisch-bedingte Aggressivitét charakterisiert ist.
Der signifikante Zusammenhang zwischen dem Y-Verlust und einem hohen Patientenalter
steht in Einklang mit frilheren Studienergebnissen, die vermuten lassen, dass es sich bei
einem Y-Verlust um ein altersabhidngiges Phdnomen handelt. Es wurde zum Beispiel eine
Assoziation zwischen dem Y-Verlust und einem hoheren Patientenalter in einigen
hamatologischen Erkrankungen sowie beim Blasenkarzinom beschrieben®®’¢. In einer dieser
Studien, die das Vorhandensein des Y-Chromosoms in neoplastischen und normalen
Knochenmarkt untersuchte, wurde allerdings eine vergleichbar hohe Y-Verlust-Rate mit
steigendem Alter des Patienten bei myeloproliferativen Erkrankungen wie auch im normalen
Knochenmark festgestellt ¢ Zudem wurden Y-Verluste in benignen hdmatologischen, renalen
und urothelialen Zellen beschrieben 747¢77, Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass es sich
bei dem Verlust des Y-Chromosoms um ein rein altersabhéngiges Phdnomen handelt, dass
dementsprechend keine diagnostische Relevanz besitzt. Des Weiteren wurde vermutet, dass
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der Verlust des Y-Chromosoms - welches in einigen adulten Geweben vermutlich nicht
erforderlich ist - fiir normale Zellen sogar vorteilhaft sein konnte, da die Menge der zu
bearbeitenden DNA wiéhrend der Replikation reduziert wird. Das ein Teil des kanzerdsen
Gewebes schlicht und einfach aus normalen ,,dlteren* Zellen mit bereits erfolgten Y-Verlust
entstehen, passt auch zu der Beobachtung, dass bereits in niedrig- und hochgradigen
Dysplasien wie auch Karzinom-angrenzenden intestinalen Metaplasien ein Y-Verlust
nachgewiesen werden konnte .

Eine alternative Erkldrung fiir die eindeutige Verbindung des Y-Verlustes mit einem hdheren
Alter des Patienten und auch einer kleineren Tumorgréf3e zum Zeitpunkt der Diagnose wére
die fehlende Selbstaktivierung der natiirlichen Killerzelllen (NK-Zellen) und dadurch
fehlenden Anti-Tumor-Immunaktivierung in Geweben mit einem Y-Verlust 7%. Es ist
vorstellbar, dass der Verlust des humanem minor Histokompatibilitit-Y-Alloantigen

(minor H-Y Alloantigen), dass durch das Smcy Gen auf dem Y-Chromosom codiert ist - die
Aktivierung von NK-Zellen auslost und dadurch das Wachstum und die Demaskierung von
Nierenzellkarzinomen bei vorhandenen Y-Verlust verlangsamt. Somit konnte die
Immuntherapie mit hochdosiertem Interleukin-2, das eine zusétzliche Reaktionserh6hung der
NK-Zellen verursacht, eine besonders effektive Therapie von Patienten mit einem
Nierenzellkarzinom mit nachgewiesenem Y-Verlust darstellen 7.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Studie, dass der Y-Verlust ein
ungewohnlich héufiges Phdnomen in Nierenzellkarzinomen darstellt und dass ein
Zusammenhang zwischen dem Y-Verlust und einer giinstigeren Prognose bei papilldren
Nierenzelltumoren besteht. Obwohl signifikante Unterschied in der Haufigkeit des Y-
Verlustes zwischen verschiedenen Tumorsubtypen nachgewiesen werden konnten, stellt die
Analyse des Y-Chromosoms kein geeignetes Mittel zur weiteren Klassifikation der
Nierenzellkarzinome dar.
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5. Zusammenfassung

Der Verlust des Y-Chromosoms zéhlt zu den haufigsten genetischen Verdnderungen in
soliden Tumoren. Der klinische Stellenwert dieses Chromosomenverlustes ist jedoch in vielen
Tumorentititen immer noch unklar. Ziel der vorliegenden Arbeit war es daher, die
diagnostische und prognostische Bedeutung des Y-Chromosomverlustes (Y-Verlust) beim
Nierenzellkarzinom zu untersuchen. Dazu wurde der Kopiezahlstatus des Chromosoms Y
mittels Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) an 1045 Nierentumoren ménnlicher
Patienten in einem Gewebemikroarray-Format (tissue micro array, TMA) analysiert und mit
den klinisch-pathologischen Parametern, dem histologischen Typ und der Prognose der
Patienten verglichen. In der Studie wurde in 47% der untersuchten Tumoren ein Y-Verlust
nachgewiesen, wobei die Hiufigkeit des Verlustes stark zwischen den verschiedenen
histologischen Tumorsubtypen variierte. Die papilliren Nierenzellkarzinome zeigten mit 77%
Y-Verlust die hochste Priavalenz, gefolgt von chromophoben Nierenzellkarzinomen (60%),
Oncozytomen (51%), klarzelligen Nierenzellkarzinomen (39%) und klarzell-tubopapilldren
Nierenzellkarzinomen (19%). Eine besondere Bedeutung des Y-Verlustes in den papilldren
Nierenzellkarzinomen wird unterstiitzt durch die geringere Rezidivrate in der Gruppe der 88
Patienten mit Tumoren ohne Chromosom Y im Vergleich zu der Gruppe der 18 Patienten
deren Tumoren eine Chromosom Y aufwiesen (p=0,0386). In den klarzelligen und
chromophoben Karzinomen bestand kein Zusammenhang zwischen dem Y-Verlust und dem
Phénotyp bzw. der Krankheitsprognose. Weiter konnte eine erhdhte Y-Verlust-Rate in
kleineren Tumoren und bei Patienten mit hoherem Alter nachgewiesen werden. Patienten mit
nachgewiesenem Y-Verlust im Tumor waren bei der Diagnose 64,8 +/- 0,5 (Mittelwert +/-
Standardabweichung) Jahre alt, wihrend die Patienten ohne Y-Verlust im Tumor im Mittel
59,4 +/- 0,6 Jahre alt waren (p<0,0001). Insgesamt weisen die gewonnenen Daten auf eine
besonders wichtige Rolle des Y-Verlustes in papilldren Nierenzellkarzinomen hin. Hier ist der
Nachweis des Y-Verlustes ein potentiell relevanter prognostischer Biomarker zur
Identifizierung von Tumoren mit einem giinstigeren klinischen Verlauf.
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6. Abstract

Loss of chromosome Y is a common event in solid tumors, but its clinical relevance is unclear
in many tumor entities. In order to investigate frequency and relevance of Y-loss in kidney
cancer, a cohort of 1045 male renal tumor was analyzed by fluorescence in situ hybridization
in a tissue microarray format with clinic-pathological parameters, histological subtypes and
patient prognosis. Y-loss was found in 47% of tumors in this study. Its frequency varied
notably between kidney tumor subtypes. Y-loss was most prevalent in papillary renal cell
carcinoma (77%), followed by chromophobe renal cell carcinoma (60%), oncocytoma (51%),
clear cell renal cell carcinoma (39%) and clear cell papillary renal cell carcinoma (19%). A
particularly relevant role of Y-loss for papillary renal cell carcinoma is further supported by
the significantly lower recurrence rate in 88 patients with a Y-loss in their tumor as compared
to 18 patients with retained Y chromosome (p=0.0386). In clear cell and chromophobe
carcinoma, Y-loss was largely unrelated to tumor phenotype and disease outcome. Y-loss was
further linked to higher patient age and smaller tumor size. The patient age (mean +/-SEM)
was 64.8 +/- 0.5 years in patients having a Y-loss in their tumor as compared to 59.4 +/- 0.6
years in patients without Y-loss (p<0,0001). The collected data in this Study suggest a
particularly strong role of Y-loss in papillary renal cell carcinoma, where it may represent a
potentially relevant prognostic biomarker suggesting favorable disease outcome.
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