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1. Einleitung

In Deutschland ist das Nierenkarzinom die achthaufigste maligne Neoplasie bei Mannern
und die zehnthaufigste maligne Neoplasie bei Frauen. Im Jahr 2013 sind insgesamt
15.000 Menschen in Deutschland an einem Nierentumor neu erkrankt, wobei der Tumor
bei Mannern deutlich haufiger auftritt. (1) Zu den etablierten Risikofaktoren an einem
Nierenzellkarzinom zu erkranken gehdren neben einer genetischen Pradisposition, zum
Beispiel im Rahmen von genetischen Tumorsyndromen wie der tuberdsen Sklerose,
Rauchen, Adipositas und Hypertonie. (1) Nierenkarzinome sind morphologisch
auBerordentlich heterogen. In der WHO-Klassifikation von 2015 sind insgesamt 41
verschiedene Nierentumorentitaten beschrieben. (2) Am haufigsten sind die von Zellen
des proximalen Tubulus entstehenden klarzeligen und papillaren Karzinome. Die
klarzelligen Karzinome machen etwa 70 % aller Nierenzellkarzinome aus. (3) Im
klassischen Fall zeigen diese Tumoren ein charakteristisches morphologisches Bild mit
wasserklarem Zytoplasma und scharfen Zellgrenzen. (3) Nicht wenige klarzellige
Karzinome sind allerdings weniger klassisch aufgebaut, gelegentlich sind die Zellen auch
eosinophil-granular und nicht ohne weiteres als klarzellig zu identifizieren. (4) Auch die
papillaren Karzinome, welche knapp 20 % der Nierenzellkarzinome ausmachen,
stammen vom proximalen Tubulus ab. (3) Ihre charakteristische Morphologie liegt in einer
tubulo-papillaren Wuchsform, welche haufig auf dem ersten Blick ins Auge fallt. Papillare
Karzinome sind haufiger als alle anderen Nierentumoren bilateral und multifokal. (5) Die
nachsthaufigsten Tumoren stammen vom distalen Tubulus ab. Es handelt sich um das
chromophobe Nierenzellkarzinom (circa 5 % der Nierentumoren) und seine benigne
Variante das Onkozytom (circa 5 %). Onkozytome und chromophobe Karzinome weisen
typischerweise ein granulares Zytoplasma auf, welches bei chromophoben Karzinomen
aber deutlich weniger intensiv granuliert ist und beim chromophoben Karzinom bestehen
perinukleare Aufhellungen, welche so prominent werden kdnnen, dass der Befund dem
eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms nahekommt. (3) Zwei weitere Tumortypen sind von
besonderem Interesse. Es handelt sich um Varianten des klarzelligen Karzinoms mit
gunstigerer Prognose. Dazu gehoért das klarzellige tubulo-papilldre Karzinom, eine
hochdifferenzierte Variante eines klarzelligen Tumors, welcher auch klarzellige papillare

Strukturen aufweist (6) und der multilokuldr-zystische Tumor unklarer Dignitat (fruher
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multilokular-zystisches Nierenzellkarzinom). (7) Die genannten histologischen Tumortypen
finden sich in Abbildung 1. DarUber hinaus gibt es eine Vielzahl anderer Tumorentitaten,
welche allerdings so selten sind, dass es kaum Studien mit groBeren Fallzahlen gibt, die
gesicherte Auskunft Uber das besondere biologische Verhalten dieser Tumoren geben
konnte. Die groBe morphologische Heterogenitat von Nierentumoren fuhrt dazu, dass
sich das Spektrum von morphologischen Variationen, die als eigene Entitat identifiziert
werden dauernd vergroBert. Auch bei der letzten Neufassung der WHO-Klassifikation
urogenitaler Tumoren wurden einige neue Entitaten als solche definiert. Die gegenwartige
WHO-Klassifikation von Nierentumoren ist in Tabelle 1 dargestellt. Fir den Pathologen ist
die morphologische Klassifizierung von Nierentumoren meist verhaltnismaBig einfach,
nicht selten kommt es aber zu morphologischen Phanomenen, die eine einfache
Klassifizierung verunmaoglichen. Somit besteht auch beim Nierenzelltumor ein Bedarf
nach diagnostischen Markern, welche eine einfachere und sichere Einteilung dieser

Tumoren erlauben kdnnte.

Abbildung 1: Histologische Tumortypen

A: Klarzelliges Nierenzellkarzinom B: Papillares Nierenzellkarzinom C: Chromophobes Nierenzellkarzinom D: Eosinophile
Variante des Klarzelligen Nierenzellkarzinoms E: Klarzelliges tubulo-papilléares Karzinom F: Multilokulér-zystischer Tumor
unklarer Dignitat (3,4,6,8)



Tabelle 1: WHO-Klassifikation der Nierenzelltumoren (Modlfiziert nach (9))

Nierenzelltumoren

— Klarzelliges Nierenzellkarzinom

—  Multilokular zystische Neoplasie mit
niedrigem Malignitatspotenzial

— Papillares Nierenzellkarzinom

—  Hereditare-Leiomyomatose- und
Nierenzellkarzinom-assoziiertes
Nierenzellkarzinom

—  Chromophobes Nierenzellkarzinom

—  Sammelrohrkarzinom

—  Medullares Karzinom der Niere

—  MiT-Familie der Translokationskarzinome

— Succinat-Dehydrogenase-defizientes
Nierenzellkarzinome

— Muzingses tubulares und spindelzelliges
Karzinom

— Erworbene Zystennieren-assoziiertes
Nierenzellkarzinom

— Klarzelliges papilldres Nierenzellkarzinom

— Nierenzellkarzinom, nicht klassifiziert

— Papillares Adenom

—  Onkozytom

Mesenchymale Tumoren des Erwachsenen
— Leimyosarkom
— Angiosarkom
— Rhabdomyosarkom
— Osteosarkom
— Synoviales Sarkom
— Ewing Sarkom
—  Angiomyolipom
— Epitheloides Angiomyolipom
—  Leiomyom
— Hamangiom
— Lymphangiom
— Héamangioblastom
— Juxtaglomerulérer Tumor
— Renomedullérer interstitieller Tumor
— Solitér fibréser Tumor

Metanephrische Tumoren
— Metanephrisches Adenom
— Metanephrisches Adenofibrom
— Metanephrisches Stromatumor

Gemischt mesenchymale und epitheliale Tumoren
— Adultes zystisches Nephrom
—  Gemischter Epithel- und Stromatumor

Nephroblastische und zystische Tumoren im
Kindesalter

Nephrogene Reste

Nephroblastom

Zystisches partiell differenziertes
Nephroblastom

Pediatrisches zystisches Nephrom

Neuroendokrine Tumoren
— Hoch differenzierter neuroendokriner Tumor
—  GroBzelliges neuroendokrines Karzinom
—  Kleinzelliges Neuroendokrines Karzinom
— Paragangliom

Mesenchymale Tumoren

Gemischte Tumoren
— Hamatopoetische Tumoren der Niere
—  Keimzelltumoren

Mesenchymlen Tumoren des Kindes
- Klarzellsarkom
— Rhabdoidtumor
— Kongenitales mesoblastisches Nephrom
—  Ossifizierender Nierentumor des
Kindesalters

Metastasen

Die Klinik der Nierenzelltumoren hat sich in den letzten Jahrzehnten massiv gewandelt.
Mit der immer groBeren Dichte von Untersuchungen mittels bildgebender Verfahren
werden die meisten Nierentumoren heute als Zufallsbefunde im Rahmen einer nicht
priméar fur die Nieren geplanten Untersuchung diagnostiziert. (2) Dementsprechend haben

sich auch die Tumorstadien zum Zeitpunkt der Diagnose gewandelt. Es werden immer
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mehr kleinere Tumoren diagnostiziert. (2) Die friher flr das Nierenzellkarzinom als
klassisch empfundene Symptomtrias mit Hamaturie, Flankenschmerz und palpablem
Tumor gehort der Vergangenheit an. Die primare Behandlung des Nierenzelltumors
besteht praktisch immer aus der operativen Entfernung des Tumors. Bei kleinen
Tumoren, welche gunstig gelegen sind, kann eine Tumorektomie mit Nierenerhalt
durchgefliihrt werden. Bei groBeren oder zentral gelegenen Tumoren kommt es in der
Regel zur Tumornephrektomie. (2) Eine Tumornephrektomie wird meist auch dann
durchgeflhrt, wenn der Tumor bereits metastasiert hat, da eine Reduzierung des
Llumorloads“ den Verlauf vieler Nierentumoren gunstig zu beeinflussen scheint. (10) Fur
Patienten mit metastasierenden Nierenzellkarzinomen haben sich in den letzten wenigen
Jahren zahlreiche zusatzliche Therapieoptionen ergeben. Vor etwa 5 bis 10 Jahren
umfassten die chemotherapeutischen Optionen im Wesentlichen 5-Floururacil und
Vinblastin. (2) In den letzten Jahren sind verschiedene zusatzliche, auch spezifische
Tumortherapien dazugekommen. Dazu gehort das Medikament Pazopanib, ein oraler
Tyrosinkinaseinhibitor, der die VEGF-Rezeptoren 1, 2 und 3, die PDGF-Rezeptoren Alpha
und Beta sowie c-KIT hemmt. (11) Auch das Medikament Sunitinib, ein weiterer
Tyrosinkinaseinhibitor, der neben den VEGF-Rezeptor-Ilsoformen 2 und 3 auch den
PDGF-Rezeptor sowie die Rezeptoren flr c-kit, FLT, CSF und RET hemmt, ist auf Grund
hoher Ansprechraten (47%) und einer verbesserten Lebensqualitat der Patienten im
Vergleich zu einer Therapie mit Alpha-Interferon besonders gut zur Behandlung des
metastasierten Nierenzellkarzinoms geeignet. (12) DarUber hinaus haben sich Therapien
mit sogenannten Immuncheckpoint-Inhibitoren beim Nierenzellkarzinom bewahrt und das
Nierenzellkarzinom gehorte zu den ersten 4 Entitaten fur welche eine derartige Therapie
(mit Nivolumab) zugelassen wurde. (13)

Patienten welche erfolgreich operiert wurden und bei denen zum Zeitpunkt der operativen
Behandlung keine Fernmetastasen diagnostiziert werden erhalten in der Folge
normalerweise keine weitere Therapie. (10) Dies steht im Kontrast zu vielen anderen
haufigen Tumoren bei denen adjuvante Therapien heute an der Tagesordnung sind wie
beispielsweise beim Mammakarzinom oder dem Kolonkarzinom. (14,15) Die Patienten
werden Uber einen langen Zeitraum klinisch nachverfolgt, denn es ist bekannt, dass
Nierenzellkarzinompatienten auch spat (beispielsweise auch nach 10 Jahren)

Fernmetastasen entwickeln koénnen. (16) Zu einem groBen Teil ist der mangelnde
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Enthusiasmus der behandelnden Arzte beziiglich adjuvanter Chemotherapien bei
Nierenzellkarzinom durch relative Erfolglosigkeit der friher verwendeten systemischen
Therapeutika geschuldet. (17) Allerdings muss die Frage, ob eine adjuvante
Chemotherapie beim Nierenzellkarzinom sinnvoll sein kénnte oder nicht, angesichts der
neuen und besseren Medikamente aktuell neu bewertet werden. Tats&chlich laufen
derzeit verschiedene Studien, welche die Medikamente Axitinib, Everolimus und
Pazopanib in klinischen Studien auf einen adjuvanten Nutzen hin Uberprtfen. (11,18,19)
Ein Medikament, Sunitinib, ist in den vereinigten Staaten bereits flr eine adjuvante
Therapie bei Hochrisikopatienten zugelassen. (20) Da systemische Chemotherapien vor
allem dann kurativ sind, wenn nur kleinste Tumormengen im Patienten vorliegen, spricht
vieles fur die Durchfuhrung adjuvanter Therapien und es ist anzunehmen, dass sich die
potenten neuen Medikamente auch im adjuvanten Setting durchsetzen werden. (17)

Mit der Verfugbarkeit adjuvanter Chemotherapien besteht nun plétzlich ein Bedarf nach
einer besseren Prognoseeinschatzung von Nierentumoren. Die Prognoseeinschatzung
von Nierentumoren war Uber lange Jahre komplett unwichtig, weil Patienten mit operativ
geheilten Tumoren ohnehin und unabhangig von der gefuhlten Prognose nachverfolgt
wurden. (17) Die gegenwartig etablierten durch den Pathologen bestimmbaren
Prognosefaktoren sind das pT-Stadium, der Nodalstatus (wenn Lymphknoten zur
Untersuchung vorliegen), der Zustand des Resektionsrandes (RO versus R1) und der
Differenzierungsgrad. (21) DarUber hinaus kommt dem histologischen Tumortyp eine
gewisse prognostische Bedeutung zu. (22)

Zwar gibt es zahlreiche Studien, welche molekulare Parameter auf ihre prognostische
Bedeutung hin untersucht haben und auch zahlreiche Parameter, welche zumindest in
einzelnen Studien als prognoserelevant beschrieben worden sind, doch gehdren
molekulare Parameter bisher nicht zur Routineuntersuchung von Nierenzelltumoren. In
den letzten Jahren wurden im Bereich der molekularen Untersuchungstechniken
allerdings erhebliche Fortschritte erzielt. Insbesondere die Genomsequenzierung hat sich
weiterentwickelt. Die Sequenzierung der ersten Gensequenz eines Menschen wurde im
Jahr 2003 abgeschlossen und hatte 3 Milliarden USD gekostet. (23) Mittlerweile, nur 16
Jahre spater, kann die gleiche Untersuchung fur circa 1000 USD durchgeflhrt werden.
(24) Im Rahmen einer weltweit vorangetriebenen Studie haben Genforscher aus allen

Kontinenten im Rahmen des international Cancer Genome Consortiums (ICGC) und des
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amerikanischen Cancer Genome Atlas (TCGA) Projektes gemeinsam hunderte von
Tumoren der wichtigsten Entitaten sequenziert und die Befunde in einer gemeinsamen
Datenbank der wissenschaftlichen Welt zur Verfigung gestellt. (25) Damit ist mittlerweile

bekannt, welche genomischen Veranderungen bei welcher Tumorart haufig vorkommen.

Die Deletion des kurzen Arms von Chromosom 8 (8p-Deletion) erschien uns besonders
interessant zu sein, weil diese Veranderung zu den haufigsten Deletionen beim
Nierenzellkarzinom gehort, bei dieser Tumorentitat aber zu den wenig untersuchten
Aberrationen gehort. (26) Insbesondere die prognostische Bedeutung der 8p-Deletion
wurde bisher nicht schlussig geklart. Die bisher zum Nierenzellkarzinom publizierten
Studien mit Untersuchung der Haufigkeit von 8p-Deletionen sind zusammen mit den
verwendeten Methoden, der Untersuchungstechnik und der Haufigkeit von Deletionen in
Tabelle 2 dargestellt. Die Abbildung macht deutlich, dass nur 4 von 17 Studien mehr als
100 Félle untersuchen konnten, davon nur 2 mehr als 200.

Ziel der folgenden Untersuchung war deswegen, an einem maoglichst groBem Kollektiv
von gut charakterisierten Nierenzellkarzinomen die Haufigkeit der 8p-Deletion zu klaren
und zu evaluieren, ob der Nachweis der 8p-Deletion fur diagnostische (Bestimmung des
Tumortyps) oder prognostische Zwecke in der Routinediagnostik verwendet werden

kdnnte.



Tabelle 2: Haufigkeit der 8p-Deletion in Nierentumoren (Literatur)

Autor

Jahr

Methode

Falle (n)

8p-Deletion (%)

Thrash-Bingham

(27)

1995

Loss of
heterozygosity

33

15,00%

Moch (28)

1996

Comparative
genomic
hybridization

41

20,00%

Schullerus (29)

1997

Loss of
heterozygosity

105

33,00%

Schullerus (30)

1999

Loss of
heterozygosity

96

32,00%

Yang (31)

2000

Comparative
genomic
hybridization

17

77,00%

Reutzel (32)

2001

Comparative
genomic
hybridization

61

15,00%

Gunawan (33)

2001

Comparative
genomic
hybridization

118

33,10%

Presti (34)

2002

Loss of
heterozygosity

72

32,00%

Gunawan (35)

2003

Comparative
genomic
hybridization

58

33,00%

Kallio (36)

2004

Comparative
genomic
hybridization

20

15,00%

Nagy (37)

2004

Loss of
heterozygosity

58

28,00%

Yoshimoto (38)

2007

Comparative
genomic
hybridization

30

31,10%

Klatte (26)

2009

G-Bands by
Pancreatin
using Giemsa

282

20,00%

Zhang (39)

2010

Single
nucleotide
Polymorphism

71

25,00%

Moore (40)

2012

Comparative
genomic
hybridization

763

38,10%

Kang (41)

2015

Comparative
genomic
hybridization

46

26,10%
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2. Material und Methoden

2.1.Patienten und Methoden

Es wurde ein bestehender Nierentumor Tissue Microarray (TMA) benutzt mit je einem
Gewebezylinder von 1809 operativ entfernten Nierentumoren von Patienten, die zwischen
1994 und 2016 am Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf
diagnostiziert wurden. Alle Tumoren wurden nach den in der WHO-Klassifikation 2015
beschriebenen Kriterien von zwei Pathologen mit besonderem Fokus auf
Urogenitalpathologie (Franziska Blscheck, Christoph Fraune) untersucht, wobei fUr jeden
Tumor eine Gradierung nach den Kriterien der International Society for Urologic Pathology
(ISUP) durchgeflhrt wurde. Der TMA besteht aus vier Blécken. Die TMA-Fertigung
wurde bereits friher detailliert beschrieben (42,43). Der Zylinderdurchmesser betrug 0,6
mm. Das Vorliegen von Tumorzellen im Gewebe wurde fur jeden Patienten an einem
Hamatoxylin- und Eosin (HE) gefarbte TMA Objekttrager validiert. Die klinischen und
pathologischen Parameter der untersuchten Karzinome sind in Tabelle 3
zusammengefasst. Die Verwendung von archivierten diagnostischen Restgeweben fur
die Herstellung von Gewebe-Microarrays und deren Analyse zu Forschungszwecken
sowie die Analyse von Patientendaten ist durch die lokalen Gesetze (HMbKHG, §12,1)
autorisiert und zusatzlich von der lokalen Ethikkommission (Ethikkommission Hamburg,
WF-049/09 und PV3652) genehmigt worden. Alle Arbeiten wurden in Ubereinstimmung
mit der Deklaration von Helsinki durchgefuhrt. Als klinische Endpunkte wurden Tod
(GesamtUberleben, unabhangig von der Todesursache), Tod am  Tumor
(Tumorspezifisches Uberleben) und der Nachweis einer Progression (Progressionsfreies
Uberleben) verwendet. Eine Tumorprogression wurde dann angenommen, wenn ein
Tumor in einer postoperativen Kontrolle ein Lokalrezidiv, neu aufgetretene Metastasen

oder ein Wachstum bereits bekannter Metastasen aufwies.
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Tabelle 3: Kiinische und pathologische Parameter der untersuchten Karzinome (Aufgrund fehlender Daten ergibt die

Patientenzahl in den Unterkategorien nicht immer 1809.)

Patientenzahl

Kohorte (n=1809)

Follow up (Monate)

Auswertbar (n) 1474
Mean (Monate) 48
Median (Monate) 61,8

Alter (Jahre)
<50 263
50 -70 951
70 + 595
Histologie
Klarzellige Karzinome 1167
Chromophobe Karzinome 101
Papillare Karzinome 270
Onkozytome 149
UICC
I 733
I 131
Il 175
\Y, 158
ISUP
1 398
2 537
3 469
4 100
Fuhrmann
1 72
2 851
3 480
4 110
Thdnes
1 497
2 839
3 177
Tumor Stage
pT1 998
pl2 223
pl13-4 408
LK-Metastasen
pNO 232
PN+ 49
Fernmetastasen
pMO 220
pM1 148
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2.2. Fluoreszenz-In-situ-Hybridisierung

Fur die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung (FISH) wurden 4,0 pm dicke TMA-Schnitte
verwendet. Fur die proteolytische Objekttrager-Vorbehandlung wurde ein kommerzieller
Kit verwendet (Paraffin-Vorbehandlungsreagenziensatz; Abbott, Chicago, USA).
TMA-Schnitte wurden in 70%, 85% und 100% Ethanol entparaffiniert, luftgetrocknet und
dehydriert, gefolgt von einer Denaturierung fir 5 min bei 74°C in 70% Formamid 2x
SSC-Losung. Das FISH-Sondenset bestand aus einer Spektrum Orange markierten
NKX3.1 (8p21-)Sonde (aus einer Kombination von BAC RP11-625E02 und BAC
RP11-116M8) und einer handelstblichen Spektrum Grin markierten Zentromer-8-Sonde
(#6J37-08; Abbott, Chicago, USA) als Referenz. Die Hybridisierung erfolgte Gber Nacht
bei 37°C in einer feuchten Kammer. Die Objekttrager wurden anschlieBend gewaschen
und mit 0,2umol/L 4'-6-Diamidin-2-phenylindol in ,Antifade-Ldsung” gegengefarbt.
Gefarbte Objekttrager wurden manuell mit einem Epifluoreszenzmikroskop interpretiert
und die vorherrschenden FISH-Signalzahlen in jedem Gewebepunkt aufgezeichnet. Eine
homozygote Deletion von 8p wurde definiert als vdllige Abwesenheit von NKX3.1
FISH-Sondensignalen in >60% der Tumorkerne, bei gleichzeitigem Vorhandensein von
ein oder zwei NKX3.1 FISH-Signalen in benachbarten normalen Zellen (als Evidenz fUr
eine erfolgreiche Hybridisierung). Gewebespots mit einem Mangel an NKX3.1-Signalen in
allen (Tumor- und Normalzellen) oder einem Mangel an normalen Zellen als interne
Kontrolle fUr eine erfolgreiche Hybridisierung der NKX3.1-Sonde wurden von der Analyse
ausgeschlossen. Eine heterozygote Deletion von NKX3.1 wurde definiert als das
Vorhandensein von weniger NKX3.1-Signalen als Zentromer-8-Sondensignale in >60%
Tumorkernen (Abbildung 2). Diese Schwellenwerte stammen aus einer friheren Studie, in
der die mittels FISH und Array CGH festgestellten PTEN-Deletionen von einer
Untergruppe von Krebsarten, die in diesem TMA-Set enthalten sind, verglichen wurden.

(44)
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Abbidung : Floureszenz-in-situ-Hybndisierung unter Verwendung ener MEXI T
{Ap21-)Sonde forange) und einer Zentromer-8-Sonde (grin)

a) Momaler Genstatus: Je 2 grine und 2 orange Signake

bl Heterozygote Dedetion Je 2 grine, aber nur &in oranges Signal

14



2.3. Statistik

Die Untersuchungen erfolgten mittels der Software JMP 9.0 (SAS Institute Inc., NC,
USA). Kontingenztabellen und Chi-Quadrat-Tests wurden verwendet, um den
Zusammenhang zwischen 8p Befunden und dem histologischen Tumortyp, dem
Differenzierungsgrad, den cM Status und dem pT Status zu untersuchen. Die Beziehung
zwischen den 8p Befunden und dem Patientenalter oder dem Tumordurchmesser wurde
durch einen ,Analysis of Variance® (ANOVA) Test berechnet. Kaplan Meier Kurven wurden
verwendet, um Unterschiede in der Uberlebenszeit oder der Rezidiv-freien Zeit
darzustellen. Der Log-Rank Test wurde dann angewandt, um signifikante Unterschiede

im Krankheitsverlauf zwischen diesen Gruppen zu ermitteln.

3. Ergebnisse

3.1. Technische Aspekte

Von 1809 untersuchten Tumoren waren 1474 (81,48 %) bezluglich des
8p-Deletionsstatus auswertbar. Die Grinde fUr nicht auswertbare Gewebe waren
entweder eine ungentgende Hybridisierungsqualitdt mit schwachen, nicht z&hlbaren
Signalen, das Fehlen von eindeutigen Tumorzellen im Gewebespot oder das vollstandige
Fehlen von Gewebe an der entsprechenden Stelle des Tissue-Microarrays. Fehlendes
Gewebe kann entweder durch Abschwimmen von einzelnen Gewebesticken im
Farbeprozess oder aber durch die unterschiedliche Lange der in einen Tissue-Microarray
eingebrachten  Zylinder bedingt sein. NaturgemdB sind nicht alle in einen
Tissue-Microarray eingebrachten Tumorzylinder gleich lang, auch werden sie manchmal
wahrend des Fertigungsprozesses zu tief in das vorbestehende ,Loch® im
Empfangerblock eingebracht. Aus diesen Grinden (zu tiefe Einbringung des
Gewebezylinders, kurzer Gewebezylinder) konnen insbesondere bei den ersten und
letzten Schnitten, welche von einem TMA-Block angefertigt werden, einzelne

Gewebespots fehlen.
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3.2. 8p-Deletionen und Tumortyp

Insgesamt zeigten 145 (9,84 %) von 1474 auswertbaren Tumoren eine 8p21-Deletion.
Die Beziehung zwischen dem histologischen Tumortyp und der 8p-Deletionshaufigkeit ist
fur die 5 Tumorarten mit mindestens 25 auswertbaren Proben in Tabelle 4 dargestellt. Die
Tabelle zeigt eine besondere Haufigkeit der 8p-Deletionen in klarzelligen Karzinomen, von
denen 13,2 % von 976 auswertbaren Tumoren eine Deletion aufwiesen. Im Gegensatz
dazu kommt die 8p-Deletion in papillaren Karzinomen sehr selten vor. Nur einer (0,46 %)
von 216 auswertbaren Tumoren wies eine 8p-Deletion auf.

Die 8p-Deletionsbefunde sind fur die selteneren Tumoren in Tabelle 5 dargestellt. Da hier
nur zwischen 1 und 18 Tumoren erfolgreich untersucht werden konnten sind die
prozentualen Angaben hier ohne gro3e Relevanz. Die Befunde zeigen allerdings, dass die
8p-Deletion bei Sammelrohrkarzinomen, multilokular-zystischen Nierenzellkarzinomen
niedriger Malignitat, medullaren Karzinomen, NOS-Karzinomen und

Translokationstumoren zumindest vorkommen kann.

Tabelle 4: Histologischer Tumortyp und 8p-Deletion

Entitat Auswertbar (n) 8p21-Deletion (%)
Klarzelliges Nierenzellkarzinom | 976 13,22

Papillares Nierenzellkarzinom 216 0,46
Chromophobes 77 7,79

Nierenzellkarzinom

Klarzelliges  tubulopapillares | 26 0,00
Nierenzellkarzinom

Onkozytom 119 0,84
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Tabelle 5: Seltenere Tumorentitdten und 8p-Deletion

Entitat

Auswertbar (n)

8p21-Deletion (%)

Erworbenes zystisches
Nierenzellkarzinom

1

0,00

Ductus Bellini (Sammelrohr) 4 25,00
Karzinom

Zystisches Nephrom/ gemischt 1 0,00
epithelialer Stroma Tumor

Multilokular-zystisches 3 33,33
Nierenzellkarzinom niedriger

Malignitat

Medullares Nierenzellkarzinom 1 100,00
Metanephrischer Tumor 2 0,00
Muzinds-tubular und 1 0,00
spindelzelliges Nierenzellkarzinom

Nephroblastom 15 0,00
Neuroendokrines 1 0,00
Nierenzellkarzinom

NOS 18 16,67
Reninom 1 0,00
Tubulozystisches 2 0,00
Nierenzellkarzinom

Xp11.2 Translokationkarzinom 10 20,00
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3.3. 8p-Deletionen und Tumorphanotyp

Die Beziehung zum Tumorphanotyp ist fur die groBte homogene Tumorkategorie, die
klarzelligen Karzinome, in Tabelle 6 dargestellt. Die Tabelle macht deutlich, dass die
8p21-Deletion signifikant mit einem ungunstigen Tumorphanotyp assoziiert war. Dies gilt
fur die Gradierung nach ISUP (p=0,0014), die Gradierung nach Fuhrmann (p=0,0003), die
Gradierung nach Thénes (p=0,0033), das pTl-Stadium (p=0,0006) und auch den
klinischen M-Status (p=0,0183).

Das Vorliegen einer 8p21-Deletion war auch mit der TumorgréBe assoziiert (Tabelle 7).
Dies gilt bei gleichzeitiger Betrachtung aller Tumoren (p < 0,0001) aber auch bei separater
Beurteilung der Gruppen klarzelliges Karzinom (p=0,0019) oder chromophobes Karzinom
(p=0,0404). Selbst das einzige 8p-deletierte papillare Nierenzellkarzinom (von insgesamt
211 erfolgreich untersuchten) zeigte eine exorbitante TumorgréBe von 11,5 cm.
8p21-Deletionen waren auch mit einem hohen Patientenalter assoziiert (Tabelle 8). Das
mittlere Alter von 1330 Patienten mit nicht deletierten Tumoren war 62,17 Jahre. Dies war
mehr als 3 Jahre junger als das mittlere Alter von 145 Patienten mit 8p-deletierten
Tumoren (65,49 Jahre, p=0,0056). Die statistische Signifikanz blieb auch bei separater

Betrachtung der klarzelligen Karzinome erhalten (p=0,0346).
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Tabelle 6: Tumorphénotyp und 8p Deletion in klarzelligen Karzinomen

Parameter Auswertbar (n) | 8p21-Deletion P-Wert
(%)

ISUP

1 260 10,77 0,0014

2 323 10,84

3 316 14,24

4 68 29,41

Fuhrmann

1 50 12,00 0,0003

2 528 9,66

3 320 15,94

4 77 27,27

Thoenes

1 330 10,30 0,0033

2 518 12,74

3 127 22,83

Tumor Stage

pT1 582 9,79 0,0006

pT2 112 14,29

pT3 262 20,23

pT4 13 23,08

LK-Metastasen

pNO 140 17,86 0,2091

PN1 + pN2 30 26,67

Fernmetastasen

pMO 127 12,60 0,0183

pM1 106 24,53
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Tabelle 7: TumorgréBe und 8p Deletion

TumorgréBe

8p21 Auswertbar(n) Mittelwert SD P-Wert
Alle Karzinome Normal 1305 5,06 0,08 <0,0001

Deletion 143 6,32 0,26
Klarzellige Normal 835 5,22 0,10 0,0019
Nierenzellkarzinome

Deletion 127 6,11 0,27
Papillare Normal 210 5,14 0,25 0,0815
Nierenzellkarzinome

Deletion 1 11,50 3,63
Chromphobe Normal 70 4,90 0,35 0,0404
Nierenzellkarzinome

Deletion 6 7,50 1,20

Tabelle 8: Patientenalter und 8p Deletion

Alter
8p21 Auswertbar(n) | Mittelwert SD P-Wert
Alle Karzinome Normal 1330 62,17 0,37 0,0056
Deletion 145 65,49 1,14
Klarzellige Normal 847 63,52 0,38 0,0346
Nierenzellkarzinome
Deletion 129 65,74 0,98
Papillare Normal 215 60,97 0,95 0,1761
Nierenzellkarzinome
Deletion 1 80,00 13,99
Chromphobe Normal 71 58,79 1,47 0,1220
Nierenzellkarzinome
Deletion 6 67,00 5,04




3.4. 8p-Deletionen und Prognose
Die prognostische Bedeutung der klassischen etablierten Prognoseparameter pT, pN,
cM, ISUP-, Thones und Fuhrman-Grad ist fir den Endpunkt Gesamtuberleben fir alle

Tumoren und klarzellige Nierenzellkarzinome in den Abbildungen 3 bis 8 dargestellt.
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dargestellt. Die Daten zeigen, dass die 8p21-Deletion bei Betrachtung des
Gesamtuberlebens fur alle Tumoren (Abbildung 9a, p=0,0158) und fur die klarzelligen
Karzinome (Abbildung 9b, p= 0,0394) prognoserelevant ist. Bei Betrachtung des
Endpunktes tumorspezifischer Tod wird fUr alle Tumoren ein signifikanter p-Wert erreicht
(Abbildung 11a, p=0,0158), ein solcher flr die Gruppe der klarzelligen Karzinome aber
knapp verfehlt (Abbildung 11b, p=0,0645). Die Untersuchung des Endpunktes
rezidivfreies Uberleben ergibt deutlich klarere Befunde. Hier sind die statistischen
Unterschiede zwischen 8p21-deletierten und nicht deletierten Tumoren sowohl in der
Gruppe aller Tumoren wie auch in der Gruppe der klarzelligen Tumoren hochsignifikant

(Abbildung 10a und 10b, p jeweils < 0,001).
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3.5. Multivariate Analyse

In der Multivariaten Analyse unter Einschluss der Parameter pT, pN, M und ISUP-Grad

erwies sich der Nachweis einer 8p-Deletion innerhalb der Gruppe der klarzelligen

Karzinome nicht als unabhangiger Prognosefaktor (Tabelle 9).

Tabelle 9: Multivariate Analyse der klarzelligen Karzinome

Gesamtuliberleben | P Tumorspezifischer P Rezidivfreies P
Tod Uberleben
pT 3-4 vs. 2,7 (1,0-8,1) 0,0206 | 3,9 (1,0-26) 0,0159 | 2,2 (0,9-5,9) 0,0068
2
2vs. 1 1,3 (0,4-3,8) 1,8 (0,2-15) 1,7 (0,6-4,7)
pN N2 vs. 1,5(0,5-5,3) 0,7345 | 1,3 (0,4-6,1) 0,9009 | 1,0(0,5-2,4) 0,0996
N1
N1 vs. 0,9 (0,3-2,3) 0,9 (0,2-2,8) 1,8(0,8-3,8)
NO
pM M1 vs. 1,8 (0,9-3,8) 0,129 ]2,3(0,9-6,3) 0,0839 | 2,6 (1,4-5,2) 0,0032
MO
ISUP 4vs. 3 1,0 (0,4-2,4) 0,0254 | 1,3 (0,5-3,5) 0,1049 | 1,4 (0,6-2,9) 0,2156
3vs. 2 1,8 (0,9-3,8) 1,5 (0,6-4,3) 1,3(0,7-2,4)
2vs. 1 2,3 (0,7-10) 3,7 (0,6-71) 0,4 (0,6-3,8)
8p-Deleti | Del. Vs. | 0,8 (0,4-1,5) 0,4827 10,8 (0,3-1,9) 0,6183 | 1,0(0,6-1,8) 0,8691
on Norm.
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4. Diskussion

Kernpunkt dieser Untersuchung war die Verwendung von zwei ,state of the
art“-Verfahren  der  Pathologie, welche optimal zueinander passen. Die
Tissue-Microarray-Technik wurde 1998 von Kononen et al erstmals publiziert. (43) Die
Methode erlaubt die gleichzeitige Untersuchung von bis zu 1000 verschiedenen
Gewebeproben auf einem einzigen Objekttrager. Das Verfahren ist recht simpel. In einem
leeren Paraffinblock werden mit einem Bohrer oder einer Hohlnadel Locher angefertigt mit
einem Durchmesser von 0,6 mm. Mit einer Nadel, deren innerer Durchmesser ebenfalls
0,6 mm misst, wird dann aus einem Tumorhaltigen Gewebeblock an einer definierten,
reprasentativen Stelle ein 0,6 mm messender Stanzzylinder entnommen und in das
vorgefertigte Loch an einer definierten Stelle eingefugt. Am UKE werden pro
Tissue-Microarray-Block circa 600 verschiedene Gewebeproben von 600 verschiedenen
Patienten in 600 durch ein Koordinatensystem definierte Locher eingebracht. Somit
entsteht ein System von nebeneinander ,in Reih und Glied“ stehenden Gewebezylindern,
die dann mit einem normalen Mikrotom gleichzeitig angeschnitten werden. Von jedem
Gewebezylinder kommt dann jeweils eine 0,6 mm durchmessende und 4,0 pm dicke
Scheibe auf einen Objekttrager. Das Prinzip der Tissue-Microarray-Herstellung ist in der
Abbildung 12 dargestellt. Die Abbildungen 13 bis 15 zeigen relevante Schritte bei der
Tissue-Microarray-Herstellung im Labor des Instituts fur Pathologie am UKE.
Samtliche Methoden, welche in situ durchgefihrt werden kénnen, also beispielsweise
Immunhistochemie  oder  Floureszenz in  situ  Hybridisierung  kdnnen am
Tissue-Microarray-Schnitt uneingeschrankt durchgefiihrt werden. Die einzige Limitierung
eines Tissue-Microarrays ist, dass pro Patienten nur ein 0,6 mm messendes
Gewebestuck untersucht wird. Es wurde in den ersten Jahren nach Publikwerden des
Verfahrens dartber diskutiert ob die Reduktion der Untersuchung auf einen so kleinen Teil
des Tumors ein Reprasentativitdtsproblem mit sich bringen wuarde. (45) Diese
Beflrchtung hat sich aber nicht erflllt. (46) Samtliche klinisch etablierten, allgemein
anerkannten Prognoseparameter konnten an Tissue-Micorarrays bestehend aus nur
einem 0,6 mm messenden Gewebespot pro Patienten validiert werden. (45) Dies gilt
beispielsweise fir die prognostische Bedeutung der Ostrogenrezeptor-Expression,
Progesteronrezeptor-Expression, Her2-Amplifikation, Ki67-Labeling-Index oder
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P53-Status  beim  Mammakarzinom (43,47-49), der histologische Grad beim
Urothelkarzinom (50) oder etwa der Ki67-Labeling-Index oder chromosomale Deletionen
beim Prostatakarzinom. (51,52).

Offensichtliche Vorteile der Tissue-Microarrays sind Okonomischer Natur. Fir die
Untersuchung von 600 Gewebeproben auf einem Schnitt ist der Verbrauch an
Reagenzien und an Man-Power gleich groB wie mit friher Ublichen Methoden fUr einen
einzigen Tumor. (45) Gerade fur die FISH-Technik sind diese Vorteile relevant, denn
FISH-Untersuchungen werden an den meisten Orten nicht durch Farbeautomaten,
sondern handisch durchgeflhrt. Zudem sind FISH-Reagenzien deutlich teurer als die fur

immunhistochemische Verfahren bendtigten Materialien.

Markiertes Tumorareal
auf einem Gewebeschnitt

Einfligen des Anschnitt des
Stanzzylinders Empféngerblockes
in den Emp- mit einem Mikrotom
fangerblock

Entnahme eines Aufbringen des Gewebeschnitts
Stanzzylinders aus auf einen Objekttrager

einem tumorhaltigen

Gewebeblock

Abbildung 12: Prinzip der TMA-Herstellung (Modifiziert nach: (53)
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Abbildung 14: Nahaufnahme Gewebestanzenentnahme Abbildung 15: Fertiger TMA-Block
aus einem markierten Tumorareal

Die zweite in dieser Studie verwendete Methode ist die Fluoreszenz-in-situ-Hybridisierung
(FISH). Die FISH-Technik ist die Goldstandard-Methode fur die Untersuchung von Gen-
und Chromosomenkopiezahlaberrationen an Geweben. FISH st optimal dafir
Chromosomenzugewinne, Chromosomenverluste, partielle  Chromosomenverluste wie
Deletionen, aber auch Genamplifikationen nachzuweisen. (54-57) Der Vorteil der
Methode liegt darin, dass die interessierenden Segmente des Genoms auf
Einzelzellniveau visualisiert werden und somit Zelle fur Zelle quantifiziert werden kdnnen.

Das Verfahren wird nicht beeintrachtigt durch das gleichzeitige Vorliegen von
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Stromazellen, Endothelien oder Entzindungszellen, welche in jedem Tumor unweigerlich
anzutreffen sind. Alle anderen Verfahren, welche zum Nachweis von quantitativen
Genomveranderungen angewendet werden, basieren auf der Extraktion von DNA aus
einem interessierenden Tumorgewebsfragment. (54-57) Diese Tumorgewebe sind nie
,rein®, sondern enthalten immer auch eine Verunreinigung durch nicht-neoplastische
Zellen. Ist der Anteil nicht-neoplastischer Zellen hoch, kdnnen subtile quantitative
Genomveranderungen  verpasst werden. (54-57) DarlUber hinaus erfolgt die
Quantifizierung der einzelnen Genomabschnitte nicht durch eine absolute Messung,
sondern immer im Vergleich zu anderen Genomabschnitten, was dazu fuhrt, dass in
vielen Fallen zwar eine Imbalance zwischen verglichenen Arealen festgestellt wird, aber
bei fehlenden Absolutwerten nicht eindeutig geklart werden kann, ob diese Imbalance
durch einen Verlust eines der beiden verglichenen Areale oder aber durch einen Gewinn
des anderen verglichenen Segmentes entsteht. (68) Verfahren welche quantitative
Genomveranderungen an extrahierter DNA untersuchen, kénnen die Haufigkeit von
Deletionen im Falle einer groBen Verunreinigung durch normal Zellen somit unterschatzen,
im Falle von polysomen Genomen mit einer ungleichen Vermehrung von mutterlichen und

vaterlichen Genomsegmenten aber auch Uberschatzen. (58)

Die Kombination von FISH und Tissue-Microarrays erlaubte die erfolgreiche FISH
Untersuchung von insgesamt 1474 Tumoren. Samtlich Studien die friher 8p-Deletionen
beim Nierenzellkarzinom untersucht hatten, sind in Tabelle 2 (Seite 10) zusammen mit der
Fallzahl, der verwendeten Methoden und dem prozentualen Anteil deletierter Falle
dargestellt. Dabei fallt auf, dass das Ergebnis unserer Studie mit circa 10 % deletierten
Fallen bei 1474 auswertbaren Tumoren im unteren Bereich der Haufigkeiten liegen wie sie
in der Literatur dargestellt sind. Da keine einzige der friheren Studien die FISH-Technik
verwendet hat, nehmen wir an, dass die Variabilitdt der Befunde dieser Studien sowohl
untereinander, als auch die Abweichung gegentber unserem Wert durch die oben
geschilderte inharente methodische Probleme entstanden sind, welche den
DNA-Extraktionsverfahren zur Genkopienzahlmessung innewohnen. Wir gehen davon
aus, dass die von uns festgestellte Pravalenz der 8p-Deletion von circa 10 % der Realitat
sehr nahe kommt. Ein Argument hierfur ist, die am Institut fur Pathologie sehr gut

validierte FISH-Methode. Mit dem gleichen FISH-Verfahren und den gleichen Proben war
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am Institut fUr Pathologie an insgesamt 7017 Prostatakarzinomen eine 8p-Deletion in
36,5 % gefunden worden. (52) Dieser Wert ist etwa dreimal héher als unsere
8p-Deletionsrate bei Nierenzellkarzinomen.

Die groBte und relevanteste Datenbank zu genomischen Veranderungen bei Tumoren ist
heute die Datenbank von Genome Cancer Atlas (TCGA) und des International Cancer
Genome Consortiums (ICGC). Die Datenbank vereinigt die Ergebnisse einer weltweit
konzertierten Sequenzieraktion der wichtigsten Tumorentitdten. In dieser Datenbank,
welche Befunde enthélt, die mittels Next Generation Sequencing (NGS) erhoben wurden
sind 8p-Deletionen in Prostatakarzinomen (circa 60 %) ebenfalls etwa dreimal haufiger als
bei Nierenzellkarzinomen (knapp 20 %). (59,60) Zwar sind die Absolutwerte auch in
dieser Untersuchung (ebenfalls an extrahierter DNA durchgefiihrt worden) hoher als in
unseren Studien, dies trifft aber sowohl fur das Prostata-, als auch fur das
Nierenzellkarzinom zu. Die Besonderheit der TCGA-, ICGC-Datenbank ist die
standardisierte Untersuchung mehrerer Tumorentitaten mit dem gleichen Protokoll, die
ebenso wie bei uns zu dreimal mehr Deletionen beim Prostatakarzinom als beim
Nierenzellkarzinom fuhrt. Die Schwellenwerte zur Definition einer Deletion, wie sie am
UKE Pathologieinstitut verwendet werden, wurden im Ubrigen an einer Vergleichsstudie
zu PTEN-Deletionen mit anderen Verfahren vergleichend validiert (44). Die Haufigkeit von
8p-Deletionen bei verschiedenen Tumorarten st fur die Daten aus dem
TCGA/ICGC-Projekt in Abbildung 16 dargestellt. Insgesamt zeigen diese Befunde, dass
die 8p-Deletion beim Nierenzellkarzinom — zumindest im Vergleich zu anderen

Tumorarten — verhaltnismaBig selten vorkommit.
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M NKX3-1 Homozygote Deletion

o NKX3-1 Heterozygote Deletion
(Quelle: www.cbioportal.org)

40%

Cwarialkarzinom
Frostatakarzinom
Mammakarzinom
Mammasarkom
Osophaguskarzinom

Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom
Nierenzellkarzinom

Kopf-Hals-Karzinome

Abbildung 16: Haufigkeit der 8p-Deletion bei verschiedenen Tumorarten (59,60)

Insgesamt gehort die 8p-Deletion zu den haufigsten genomischen Veranderungen in
Tumoren Uberhaupt. Beim Prostatakarzinom ist die 8p-Deletion nach der
TMPRSS2-ERG-Fusion die zweithaufigste genomische Veranderung. (52) Die Frage nach
dem Mechanismus, der der 8p-Deletion eine tumorstimulierende Wirkung zukommen
lasst, ist bisher nicht beantwortet. Die ursprungliche Annahme, dass es ein relevantes
8p-Tumorsupressorgen geben muss, welches durch die Deletion eines Allels bei
gleichzeitiger Mutation des anderen Allels inaktiviert wird, musste verlassen werden, da
es auf 8p keine rekurrenten Deletionen gibt. (52) Die aktuell favorisierte Hypothese ist,
dass 8p-Deletionen zu einer reduzierten Expression von multiplen Genen auf 8p flhren,

welche dann im Zusammenspiel eine tumorférdernde Wirkung aufweisen.(52) Dieser
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Mechanismus beinhaltet auch die Mdglichkeit, dass es Tumorsupressorgene gibt, die
Uber eine verminderte Expression eine tumorfordernde Wirkung ausuben, deren
komplette Inaktivierung aber nicht mit dem Uberleben einer Zelle vereinbar wére
(sogenannte essenzielle Gene). (61)

Eine Liste von Genen, welche relevante ,Kandidaten Tumorsupressorgene“ auf 8p
darstellen, ist in Tabelle 10 dargestellt. FUr einige dieser Gene wurde zumindest in
einzelnen Tumorsystemen gezeigt, dass ihre Inaktivierung zu einer gesteigerten
Tumorzellproliferation fuhrt oder zu anderen Eigenschaften, welche mit einer vermehrten
Tumoraggressivitat assoziiert werden, wie beispielsweise einem vermehrt invasiven
Zellwachstum. (62,63)

Tabelle 10: Relevante Kandidaten flr Tumorsupressorgene (Modifiziert nach Huret et al., 2013)

Gen Ort (Kb) Bande
IDO1 39913.809 8p11.21
IDO2 39934.955 8p11.21
KATBA 41929.479 8pi11.21
ADAM9 38996.986 8p11.22
TACCT 38787.204 8p11.22
ASH2L 38105.493 8p11.23
EIF4EBP1 38030.502 8p11.23
FGFR1 38411.138 8p11.23
NSD3 38275.043 8p11.23
DUSP26 33591.330 8p12
WRN 31033.262 8p12
CLU 27596.917 8p21.1
BNIP3L 26383.007 8p21.2
NKX3-1 23678.693 8p21.2
CCAR2 22605.026 8p21.3
LOXL2 23296.897 8p21.3
LZTS 20246.165 8p21.3
PIWIL2 22275.280 8p21.3
RHOBTB2 22999.579 8p21.3
DLCH1 13083.363 8p22
MTUS1 17643.794 8p22
NAT1 18170.462 8p22
NAT2 18391.245 8p22
CTSB 11842.525 8p23.1
DEFB1 6870.576 8p23.1
MCPH1 6406.592 8p23.1
TNKS 9555.935 8p23.1
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Bei zahlreichen Tumorarten scheint die 8p-Deletion von groBer prognostischer
Bedeutung zu sein. Dies gilt beispielsweise fur das Prostatakarzinom, wo eine
FISH-Untersuchung aus dem Institut fur Pathologie des UKE an 7017 Fallen eine
unabhangige prognostische Bedeutung der 8p-Deletion ergab (52). Eine weitere
Untersuchung aus dem UKE hatte an einem Kollektiv von 2197 Mammakarzinomen eine
signifikante Assoziation der 8p-Deletion mit einem héheren Tumorstadium, einem hohen
BRE-Grad, einer gesteigerten Zellproliferation und einer verkirzten Uberlebenszeit
ergeben (64). Mehrere Studien hatten, wenn auch an deutlich kleineren
Patientenkollektiven Hinweise auf eine Assoziation von 8p-Deletionen mit ungunstigem
Tumorphanotyp und aggressivem Tumorverhalten beim hepatozellularen Karzinom
ergeben (65-68). Beim Harnblasenkarzinom wurde eine Assoziation von 8p-Deletionen
mit invasivem Tumorwachstum beschrieben (69). Angesichts dieser Befunde erstaunt es
nicht, dass die 8p-Deletion auch in unserem Patientenkollektiv mit einem unguinstigem
Tumorphanotyp und einer ungunstigen Prognose assoziiert war.

Auch wenn die prognostische Bedeutung in unseren Patienten sich nicht als statistisch
unabhangig von den etablierten Parametern erwies, konnte die 8p-Deletion in Zukunft
diagnostischen Nutzen erbringen. Ein groBer Vorteil der FISH-Untersuchung liegt namlich
darin, dass besonders eindeutige Befunde erhoben werden kdnnen. Eine Deletion liegt
entweder vor oder nicht. Mit der FISH-Untersuchung lasst sich die Anwesenheit oder
Abwesenheit einer Deletion eindeutig bestimmen. Diese Ja/Nein-Diagnostik
unterscheidet die FISH-Untersuchung elementar von der Immunhistochemie, bei der die
Art und Weise der Farbung im hohen Ausmal3 von den angewendeten Protokollen
abhangt. (70) Zudem gibt es bei immunhistochemischen Untersuchungen falsch negative
Ergebnisse, namlich dann, wenn das untersuchte Gewebe sich als
»Jmmunhistochemie-inert* erweist und es wegen Gewebeschadigung (beispielsweise
durch ungentigende oder Ubertriebene Formalinfixation) zu keiner Farbung kommt. (70)
Auch diese Problematik gibt es bei FISH-Untersuchungen nicht. Wenn ein Gewebe
,FISH-inert” ist und es mit FISH-Proben reagiert, wird das Fehlen von FISH-Signalen zu
einer sofortigen Identifikation des Falles als ,nicht auswertbar® fuhren. Auch wenn die
8p-Deletion fUr sich alleine genommen keine prognostische Information ergibt, die
interessant genug ist, dass sich der klinische Kollege dafur interessieren konnte, ist es

doch maoglich, dass die 8p-Deletion zusammen mit anderen molekularen Parametern in
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einem ,Cocktail* eine bessere und klinisch nutzliche Information geben wird. Fur die
Zukunft wird es interessant sein, nach Parametern zu suchen, welche die prognostische
Aussagekraft der 8p-Deletion komplementieren und verbessern. Von besonderem
Interesse waren in diesem Zusammenhang insbesondere andere, ebenfalls durch FISH

untersuchbare Deletionen.

Ein klinisch nicht relevanter aber biologisch interessanter Befund ist die Beziehung der
8p-Deletion mit dem Alter. Eine biologische Erklarung gibt es fur diesen Zusammenhang
nicht. Eine maogliche Erklarung kénnte darin liegen, dass 8p-Deletionen wahrend der
Tumorprogression auftreten und somit bei Tumoren haufiger zu finden sind, welche
bereits vor langerer Zeit entstanden sind. Es ist wahrscheinlich, dass Tumoren bei alteren
Patienten im Durchschnitt etwas langer bestehen als bei jlngeren Patienten.
Altersabhangige molekulare Veranderungen sind bei Tumoren selten. Zwei Beispiele
hierflr sind der Y-Chromosomenverlust bei verschiedenen Tumoren und Normalgeweben
und das TEMPRSS2-ERG-Rearrangement beim Prostatakarzinom.
Y-Chromosomenverluste kommen in praktisch jedem Tumortyp in einer Haufigkeit von
15-35 % vor (71), wobei Studien, welche gréBere Patientenkollektive mit klinischen
Verlaufsdaten ~ untersuchten  immer  zum  Schluss kamen, dass dem
Y-Chromosomenverlust keine prognostische Aussagekraft zukommt. (71) Da Y-Verluste
auch in Normalgeweben, vor allen bei &lteren Patienten, auftreten kdénnen wird
angenommen, dass der Verlust dieses an sich ,unnétigen Chromosoms (50 % der
Menschen leben ganzlich ohne Y-Chromosom) die Tumorzelle nicht behindert, sodass
sich gerade stark proliferierende Tumorzellen gerne die Reproduktion dieses unnotigen
Chromosoms sparen. (72) Ein derartiger Verlust wegen Irrelevanz durfte aber kaum die
Erklarung fUr die haufigen 8p-Deletionen in Tumoren sein, auch deswegen nicht, weil die
8p-Deletion meist mit einer ungunstigen Prognose assoziiert ist und weil der
Chromosom-8p-Arm tatsachlich zahlreiche etablierte potenzielle Tumorsupressorgene
enthalt. (62,63)

Die TMPRSS2-ERG-Fusion ist ein anderes Beispiel einer altersanhangigen Alteration. (73)
Die TMPRSS2-ERG-Genfusion tritt ausschlieBlich beim Prostatakarzinom auf und wird
durch einen aktiven Androgenrezeptor begunstigt. TMPRSS2-ERG-Fusionen treten vor

Allem bei jungen Prostatakarzinompatienten auf, welche mutmaBlich zum Zeitpunkt der
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Karzinomentstehung etwas hohere Testosteronwerte aufweisen als bei Patienten, die ihr
Karzinom in héherem Patientenalter entwickeln. (73) Analog zum TMPRSS2-ERG-Modell
konnte erwogen werden, dass mdglicherweise ein Mechanismus, der sich mit der
Patientenalterung verandert eine Rolle bei der Entstehung oder Vermeidung der

8p-Deletion spielt.

Zusammengefasst zeigen die Daten unserer Arbeit, dass 8p-Deletionen beim
Nierenzellkarzinom in circa 10 % der Félle vorkommen. Somit gehdért die 8p-Deletion zu
den haufigen Veranderungen beim Nierenzellkarzinom, ist aber bei diesem Tumor deutlich
weniger haufig anzutreffen als bei vielen anderen wichtigen Tumorarten. Die 8p-Deletion
zeigt eine deutliche Pradisposition fur klarzellige Nierenzellkarzinome, wo sie in circa 13 %
der Félle auftritt und ist bei diesem Tumor mit einem ungunstigem Tumorgrad, einem
fortgeschrittenen Tumorstadium, Metastasierung und der TumorgroBe assoziiert.
Dementsprechend ist die 8p-Deletion auch prognostisch relevant. Da die 8p-Deletion
aber keine unabhangige prognostische Information ergibt, bestehen derzeit keine Griinde
diese Untersuchung in der klinischen Routine durchzufGhren. Fur die Zukunft ist zu
hoffen, dass die 8p-Deletion in Kombination mit anderen Markern vielleicht klinischen

Nutzen ergibt.

5. Zusammenfassung

Das Nierenkarzinom gehort zu den 10 wichtigsten malignen Tumoren von Mannern und
Frauen. Bisher besteht die Therapie bei nicht metastasierten Tumoren in der operativen
Tumorentfernung, gefolgt von einer klinischen Uberwachung. Seit kurzem stehen
allerdings deutlich potentere systemische Chemotherapien zur Verfugung als dies noch
vor 5 Jahren der Fall war. Damit stellt sich auch erstmals die Frage einer adjuvanten
Therapie von Hochrisikopatienten mit Nierenzellkarzinom, wodurch auch ein gesteigerter
Bedarf nach molekularen Prognosefaktoren entsteht. In dieser Studie wurde die
Pravalenz und prognostische Bedeutung der 8p-Deletion mittels Fluoreszenz in situ
Hybridisierung an einem Tissue-Microarray, bestehend aus mehr als 1800 Tumoren,
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untersucht. Die erfolgreiche Analyse von 1474 Tumoren ergab eine 8p-Deletion in circa
10 % der Falle. Die Haufigkeit einer 8p-Deletion war eng mit dem histologischen
Tumortyp assoziiert. Eine 8p-Deletion fand sich in 13,22 % von 976 klarzelligen
Karzinomen, 7,79 % von 77 chromophoben Karzinomen sowie in je einem Fall von 119
Onkozytomen und von 216 papillaren Nierenzellkarzinomen (0,46 %). Innerhalb der
Gruppe der Klarzelligen Karzinome war die 8p-Deletion signifikant assoziiert mit dem
ISUP-Grad (p=0,0014), dem Fuhrman-Grad (p=0,0003), dem Thones-Grad (p=0,0033),
dem pT-Stadium (p=0,0006) und dem Vorliegen von hamatogenen Metastasen
(p=0,0183). Der Vergleich mit den klinischen Endpunkten dieser Studie ergab bei den
klarzelligen Karzinomen einen signifikanten Zusammenhang zum Gesamtiberleben
(0=0,0394), eine grenzwertige Beziehung zum tumorspezifischen Uberleben (p=0,0645),
aber eine hochsignifikante Beziehung zum progressionsfreien Uberleben (p<0,0001).
DarUber hinaus war die 8p-Deletion beim klarzelligen Nierenzellkarzinom mit einem
erhohten Patientenalter assoziiert. Patienten mit nicht deletierten Tumoren waren im Mittel
63,52 Jahre alt, Patienten mit deletierten Tumoren waren mehr als zwei Jahre &lter (65,74
Jahre, p=0,0346). Die prognostische Bedeutung der 8p-Deletion war in einer
multivariaten Analyse zusammen mit ISUP-Grad, pT-, pN- und cM-Status kein
unabhangiger Prognoseparamater. Aus den Befunden wird gefolgert, dass die
8p-Deletion eine wichtige molekulare Veranderung beim Nierenzellkarzinom ist, vor allem
pbeim klarzelligen Karzinom, wo sie mit ungunstigem Tumorphanotyp und ungunstiger
Patientenprognose assoziiert ist. Die prognostische Bedeutung ist zwar nicht unabhangig
von den etablierten klinischen Parametern, doch spricht die hohe Reproduzierbarkeit von
Deletionsnachweisen mittels Fluoreszenz in situ Hybridisierung daflr, dass die
8p-Deletionsuntersuchung in Zukunft dennoch klinische Relevanz erlangen konnte, zum
Beispiel in Kombination mit anderen Markern, welche ahnlich robust und reproduzierbar

untersuchbar sind wie chromosomale Aberrationen mittels FISH.
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6. Abstract

Renal carcinoma is one of the top 10 malignant tumors in both men and women. To
date, therapy for non-metastatic tumors has been surgical tumor removal, followed by
clinical monitoring. Recently, however, significantly more systemic chemotherapies have
become available than it was the case 5 years ago. For the first time, this raises the
question of adjuvant therapy of high-risk patients with renal cell carcinoma, which also
creates a stronger need for molecular prognostic factors. In this study, the prevalence
and prognostic significance of the 8p deletion was examined by fluorescence in situ
hybridization on a tissue microarray consisting of more than 1,800 tumors. The
successful analysis of 1474 tumors revealed an 8p deletion in approximately 10% of the
cases. The frequency of an 8p deletion was closely associated with the histological tumor
type. An 8p deletion was found in 13.22% of 976 clear cell carcinomas, 7.79% of 77
chromophobic carcinomas, and one case of 119 oncocytomas and 216 papillary renal
cell carcinomas (0.46%). Within the group of clear cell carcinomas, the 8p deletion was
significantly associated with the ISUP grade (p = 0.0014), the Thoenes grade (p =
0.0033), the pT stage (p = 0.0006) and the presence of hematogenous metastases (p =
0.0183). The comparison with the clinical endpoints of this study found a significant
relationship to overall survival (p = 0.08394) in clear cell carcinoma, a borderline
relationship to tumor - specific survival (p = 0.0645), but a highly significant relationship to
progression - free survival (p < 0.0001). In addition, the 8p deletion in clear cell renal cell
carcinoma was associated with increased patient age. Patients with undeleted tumors
were 63.52 years old on average, and patients with deleted tumors were more than two
years older (65.74 years, p = 0.0346). The prognostic significance of the 8p deletion was
not an independent prognostic parameter in a multivariate analysis together with ISUP
grade, pT, pN and M status, it is concluded that the 8p deletion is an important molecular
alteration in renal cell carcinoma, especially in clear cell carcinoma, where it is associated
with unfavorable tumor phenotype and unfavorable patient prognosis. Although the
prognostic significance is not independent of the established clinical parameters, the high
reproducibility of deletion detections by fluorescence in situ hybridization suggests that

the 8p deletion assay may nevertheless gain clinical relevance in the future, for example
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in combination with other markers which are similar robust and reproducible and are

investigable like chromosomal aberrations using FISH.
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