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1. Einleitung

1 Einleitung

Das Nephroblastom, auch Wilms-Tumor genannt, ist ein Nierentumor des Kindes- und Ju-
gendalters. Er gehort mit einer Inzidenz von 1 pro 10.000 lebend geborenen Kindern pro Jahr
zu den héufigsten Kindertumoren [Lonergan et al. 1998] und macht 84% aller kindlichen Nie-
rentumoren aus [Cullinane et al. 2003]. Der Haufigkeitsgipfel fiir Neuerkrankungen liegt zwi-
schen dem 2. und 3. Lebensjahr. Vor der Vollendung des 1. Lebensjahres und nach dem 5. Le-
bensjahr ist ein Auftreten eher selten. Meist kommen Nephroblastome unilateral vor. Bilatera-
le Wilms-Tumore, die rund 5% der Patienten ausmachen, sind gehduft familidr bedingt [Bo-

cker et al. 2004].

Das Nephroblastom gehort zusammen mit anderen typischen Tumoren des Kindesalters,
wie dem Neuro-, Retino-, Medullo-, dem Rhabdomyo- und dem Hepatoblastom, in die Grup-
pe der sogenannten embryonalen Tumore, die von stark proliferierenden Zellen ausgehen,
welche dem Blastem des jeweiligen Organs dhneln [Bocker et al. 2004].

Der Wilms-Tumor entsteht aus embryonalen nephrogenen Rudimenten und kann morpho-
logisch sehr variabel sein. Makroskopisch kann der Tumor ein Gewicht von bis zu 500g errei-
chen und so klinisch als indolente, palpable Schwellung im Oberbauch auftreten [Massalme,
2004], [Lonergan et al. 1998], [Thomas et al. 1996]. Meist ist die Schnittfliche grau oder weil3
beschaffen [Thomas, 1993]. Mikroskopisch lassen sich die drei Hauptkomponenten Blastem,
Stroma und Epithel unterscheiden.

Aufgrund dieser Morphologie unterteilt man das Nephroblastom in Subtypen: unterschie-
den werden der blastemreiche, der stromareiche, der epitheliale und der Mischtyp sowie die
Nephroblastome mit fokaler oder diffuser Anaplasie. Weiterhin existieren ein zystisch partiell
differenziertes Nephroblastom und ein regressiver Typ. Nach préoperativer Chemotherapie
gibt es weitere Subtypen der Nephroblastome: hier wird zusétzlich zu den oben genannten Ty-
pen noch der komplett nekrotische Typ unterschieden [SIOP, 2001/ GPOH]. Diese Untertei-
lung erlaubt eine Einteilung in Risikogruppen, die unterschiedliche Therapien bedingen. Die

Prognose der Patienten ist trotz Risikostratifizierung nach wie vor variabel, so dass die Identi-
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fizierung weiterer Risikofaktoren fiir eine bessere sogenannte Risiko-adaptierte Therapie not-
wendig ist.

Vom Nephroblastom mit seinen verschiedenen Differenzierungsformen muss die Nephro-
blastomatose abgegrenzt werden. Hierbei handelt es sich um nephrogene embryonale Reste,
die als Ausgangspunkt fiir Wilms-Tumore gesehen werden. Man unterscheidet intralobuldre
von perilobuldren Formen, welche sich durch Form und Lokalisation im Nierenlobulus unter-
scheiden. [Cullinane et al. 2003].

Zu beachten ist, dass sich die Nephroblastomatose vom eigentlichen Tumor durch ihre Di-
gnitit und damit verbunden auch durch ihre Therapie unterscheidet. Bisher ist es allerdings
teilweise noch schwierig zwischen dem tumorformigen nephrogenen Rest, also der Nephro-
blastomatose, [Hennigar et al. 2001] und einem Wilms-Tumor mit Nephroblastomatose zu
unterscheiden. Beim Ersteren konnte auf eine Chemotherapie verzichtet werden, wobei diese

im zweiten Fall neben der chirurgischen Entfernung zusétzlich von Néten ist.

Bei der Entstehung des Wilms-Tumors spielt der Wnt- Signalweg, der bereits die embryo-
nale Entwicklung beeinflusst, eine wichtige Rolle. Das Onkoprotein B-Catenin ist als zyto-
plasmatische Komponente des Wnt- Transduktionsweges das wichtigste Bindeglied bei der
Transmission der Signale bis in den Zellkern und dem damit verbundenen Eingriff in die
Transkription [Seidensticker und Behrens, 2000]. Das bedeutet, dass -Catenin einem Gleich-
gewicht zwischen inaktiven und aktiven Phasen unterliegen muss [Sun, 2009], um das richtige
MaB fiir die Bildung von Transkriptionsfaktoren im Zellkern herzustellen. Wenn p-Catenin ak-
tiviert wird, kann es den Zellzyklus von proliferationsfordernden Protoonkogenen fordern
[Kawahara et al. 2000], [Hart et al. 1998]. Bei1 der Inaktivierung des B-Catenins kommt es zur
Phosphorylierung bei Bindung an einen Komplex aus Axin 2, APC und GSK3 und dadurch zu
einem Abbau in den Proteasomen der Zelle. Auch WTX gehort zu diesem Abbaukomplex.
Nach der Inaktivierung kann f-Catenin die Signaltransduktion bis in den Zellkern nicht mehr
ausfiihren.

In Tumoren ist B-Catenin dauerhaft aktiv, weil die Passivierung durch Mutationen im APC-
Gen, WTX-Gen oder im B-Catenin-Gen selbst nicht erreicht wird. Dadurch kommt es zur
stindigen Bildung der Protoonkogene, die zu Onkogenen werden und bei der Tumorentste-

hung mitwirken [Seidensticker und Behrens, 2000], [Major et al. 2007]. Die Mutationen von
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B-Catenin und APC sind relevant bei der Entstehung von Desmoid-Tumoren, denn nahezu alle

tiefen Fibromatosen haben eine Anreicherung von [-Catenin im Zytoplasma und kénnen so
von anderen Fibromatosen differenziert werden [Bhattacharya et al. 2005]. Weiterhin spielen
diese Mutationen eine wichtige Rolle bei kolorektalen Karzinomen [Behrens und Lustig,

2004] und Lebertumoren [Monga, 2009]. In der Literatur lassen sich weitere Hinweise finden,
das B-Catenin als Onkogen mit vielen Tumoren assoziiert ist [Barker und Clevers, 2000]. Die

Expression von B-Catenin in Nephroblastomen zeigt wiederum, dass es auch wihrend der em-
bryonalen Entwicklung zu Mutationen kommt, die die Tumorentstehung begiinstigen [Koes-

ters et al. 1999].

In dieser Arbeit geht es darum, mithilfe des Wnt-Signalweges und den Komponenten des

B-Catenin-Komplexes eine Unterscheidung der Tumorkomponenten Blastem, Epithel und

Stroma von der Nephroblastomatose zu erreichen. Dazu wurden immunhistochemischen Fér-

bungen fiir B-Catenin, worauf das Hauptaugenmerk liegt, sowie APC, Axin 2 und Mitf 2 ange-
fertigt. Anhand der Expression soll ein Muster erarbeitet werden, welches die Differenzierung
bereits in der Diagnosephase ermoglicht. Dies konnte genutzt werden, um Patienten/innen mit
einer reinen Nephroblastomatose die Chemotherapie zu ersparen und dadurch die Therapie zu
optimieren. Versucht werden soll auch, ob man anhand des erarbeitenden Musters Riick-

schliisse auf die Prognose ziehen kann.

Genaue Fragestellungen dieser Arbeit sind:
1. Gibt es Unterschiede in der Akkumulation von [-Catenin zwischen den Anteilen
des eigentlichen Wilms-Tumors und denen der Nephroblastomatose?
2. Welche Rolle spielen Mutationen und die dadurch bestimmte Exprimierung von
Axin 2, Mitf 2 und APC fiir das -Catenin-Anfarbemuster?
3. Lasst sich anhand dieser Daten eine Grundlage fiir die Diagnostik und damit ver-
bunden auch fiir die Therapie erarbeiten?

4. Lassen sich mit dem Muster der f-Catenin-Anfarbung Riickschliisse auf die indivi-

duelle Prognose ziehen?



2. Material und Methoden
2 Material und Methoden

2.1 Patienten

Es wurden Nephroblastome von Patienten/innen aus den Geburtsjahrgéingen 1990 bis 2005
untersucht. Das Material entstammt dem Kindertumorregister der deutschen Gesellschaft fiir
Pédiatrische Onkologie und Hamatologie (GPOH) und wurde im Rahmen der SIOP-Studie
mit einer Chemotherapie und Resektion behandelt [SIOP, 2001/ GPOH]. Die untersuchten
Nephroblastome wurden in den Jahren 1995 bis 2006 diagnostiziert.

Betrachtet wurden die Daten von 17 weiblichen und 22 maéannlichen Patienten, wobei bei
17 der Tumoren eine Nephroblastomatose vorlag. Das Kollektiv wurde iiber einen Nachweis
einer WTX-Mutation ausgewdhlt, die bei einem Teil von Nephroblastomen nachweisbar ist.
Die Mutation wurde zuvor im Institut fiir Biochemie der Universitdt Wiirzburg (Prof. Dr. M.
Gessler) bestimmt.

Eingeteilt wurden die Patienten nach den SIOP-Stadien. Inbegriffen in die Arbeit sind 21
Patienten mit SIOP-Stadium I, 7 Patienten mit Stadium II und 3 Patienten im Stadium III. Bei
8 Féllen konnte das Stadium nicht bestimmt werden, da zu wenig Material vorhanden war.
Die Patienten wurden weiterhin in die Risikogruppen nach der Therapieoptimierungsstudie
SIOP, 2001 eingeordnet. Somit wurden 3 Patienten aus der High Risk-Gruppe (hohe Maligni-
tét), 34 Falle aus der Intermediate Risk-Gruppe und keiner aus der Low Risk-Gruppe (niedrige
Malignitit) untersucht. Bei 2 Tumoren wurde keine Risikogruppe angegeben.

Die untersuchten 39 Fillen lassen sich aufgrund der Komponenten folgendermaflen auftei-
len: 2 Nephroblastome vom blastemreichen Typ, 2 Tumore vom epithelialen Typ, 5 Nephro-
blastome vom stromareichen Typ, 12 Mischtypen, 5 Félle mit Anaplasie, 12 Wilms-Tumore

vom regressiven Typ und 1 komplett nekrotischer Wilms-Tumor.

2.2 Molekulargenetische Daten

Molekulargenetische Daten erhielten wir von Prof. Dr. M. Gessler aus Wiirzburg im Rah-
men der SIOP-Studie. Alle Tumore weisen eine Mutation im WTX-Gen auf, die vorher in
Wiirzburg nachgewiesen wurde. Zusétzlich wurde bei 5 Fillen auch eine Mutation im B-Cate-

nin Gen entdeckt. Es handelte sich zweimal um eine Ser45Phe-Mutation und in den anderen
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drei Fillen lag eine Deletion Ser45 vor. Die Priparate waren in 2 Fillen vom stromareichen

Typ und die anderen 3 Fille waren vom Mischtyp.

2.3 Tumorgewebe

Die Resektionspriparate der Tumore wurden mit Formalin fixiert und in Paraffin gebettet.
Die so entstandenen Paraffinblocke wurden mit dem Rotationsmikrotom (Leica RM 2145,
Wetzlar) in 2-3um dicke Schnitte gebracht. Aufgezogen auf SuperFrost®Plus-Objekttrager
(Fa. Menzel-Gléser) wurden sie mindestens eine Stunde bei 60°C getrocknet.

Danach wurde ein Schnitt von jedem Patienten mit Hdmatoxylin und Eosin gefdrbt. An-
hand dieser Priparate wurden die histologischen Merkmale, die bereits bei der Erstdiagnose in
die SIOP-Auswertungsmerkblitter eingetragen wurde, nachvollzogen. Das war hilfreich, um
die Komponenten des Tumors in den Antikorperfarbungen wieder zu erkennen. AnschlieSend
wurde fiir jeden Patienten je eine Farbung mit dem entsprechenden Antikorper gegen B-Cate-

nin, Axin 2, Mitf 2 und APC angefertigt und ausgewertet.

2.4 Histopathologische Klassifikation

Die Stadieneinteilung und histologische Klassifikation erfolgt nach der Einteilung der
SIOP/GPOH, 2001-Studie.

Es werden makroskopisch fiinf Stadien (I-V) angegebenen:
Stadium I:

a) ,,Der Tumor ist auf die Niere begrenzt oder der Tumor wolbt die normale Nieren-
kontur vor, ist aber von einer fibrsen Pseudokapsel umgeben. Die Nierenkapsel
bzw. Pseudokapsel kann durch Tumorzellen infiltriert sein, jedoch zeigt sich keine
Einbruch in das extrakapsuldre Gewebe. Der Tumor muss vollstindig reseziert
sein.

b) Der Tumor kann sich in das Nierenbecken vorwdlben und hierbei das bedeckende
Urothel zerstoren. [...]

c) Die Gefille des Nierensinus sind tumorfrei. Intrarenale/intratumorale Tumorge-

faBinfiltrationen konnen vorhanden sein.*



Stadium II:

a)

b)
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,Der (vitale) Tumor wichst auBBerhalb der Niere oder penetriert durch die Pseudo-
kapsel bzw. Nierenkapsel in das angrenzende Gewebe, wurde aber komplett rese-
ziert mit tumorfreien Absetzungsrandern.

Der (vitale) Tumor infiltriert den Nierensinus und /oder Blut- bzw. Lymphgefalle
auBBerhalb des Nierenparenchyms, wurde aber komplett reseziert mit tumorfreien
Absetzungsriandern.

Der Tumor infiltriert benachbarte Organe oder die V. cava, aber er ist komplett mit

freien Absetzungsrandern reseziert.

Stadium II1:

a)

b)
©)
d)
e)

»Inkomplette Resektion eines Tumors, der sich iiber die Resektatgrenzen hinaus
ausdehnt [...].

Lymphknotenmetastasen in allen abdomino-pelvinen Lokalisationen.

Pre- oder intraoperative Tumorruptur, fokal und diffus [...].

Der Tumor wichst infiltrierend bis an die Peritonealoberfldche.
Tumorthromben/-ausldufer sind an den Resektionsrandern der Gefdle bzw. des
Ureters nachweisbar. Hierzu zdhlen auch in Teilstlicken resezierte Tumoranteile im
Bereich der Resektionslinie, die topographisch nicht sicher zugeordnet werden
konnen.

Offene Biopsie vor Therapiebeginn®

Stadium I'V:

a)

Stadium V:

a)

,Hdmatogene Metastasen (Lunge, Leber, Knochen, Gehirn etc.) oder Lymphkno-
tenmetastasen aullerhalb der abdomino-pelvinen-Region (ein lokales Tumorstadi-

um des Nephrektomiepréiparates muss immer angegeben werden).*

,Bilaterale Tumoren zum Zeitpunkt der Diagnose (ein lokales Tumorstadium muss

immer fiir jeden Tumor angegeben werden).*

[SIOP, 2001/ GPOH]
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Mikroskopisch unterscheidet man drei Hauptkomponenten - Blastem, Epithel sowie Stro-
ma -. Dabei kdnnen auch zusitzlich Einblutungen und Nekrosen auftreten, die nicht zu den vi-
talen Anteilen des Nephroblastoms zéhlen, sondern therapiebedingt entstehen. Das Blastem
im Wilms-Tumor ist eine frithembryogene, verdichtete Mesenchymanlage, aus der sich je nach
Reifungsgrad des Tumors, Epithel in Form von Trabekeln und Tubuli oder Stroma mit allen
weiteren Differenzierungsmdglichkeiten entwickeln konnen [Cullinane et al. 2003]. Aufgrund
der histologischen Komponenten unterteilt man die Wilms-Tumore in der SIOP/GPOH, 2001-
Studie in Risikogruppen (Malignitétsgrad) vor und nach Chemotherapie.

Die Nephroblastome nach praoperativer Chemotherapie, die den groB3ten Anteil der in die-
ser Arbeit verwendeten Félle ausmacht, werden nach SIOP/GPOH, 2001 wie folgt eingeteilt:
I. ,,,,Low Risk* - Gruppe (niedrige Malignitit)
> [...] Zystisch, partiell differenziertes Nephroblastom
> Komplett nekrotisches Nephroblastom
II. ,Intermediate Risk* - Gruppe (Standardrisiko)
> Nephroblastom - epithelialer Typ
> Nephroblastom - stromareicher Typ
> Nephroblastom - Mischtyp
> Nephroblastom - regressiver Typ
> Nephroblastom mit fokaler Anaplasie
1. ,,High Risk* - Gruppe (hohe Malignitit)
> Nephroblastom - blastemreicher Typ
> Nephroblastom mit diffuser Anaplasie [...]*
[SIOP, 2001/ GPOH]

Die Einteilung der primér resezierten Wilms-Tumore unterscheidet sich nur in zwei Punk-
ten von der Unterteilung nach préoperativer Chemotherapie. Erstens gehort hier der blastem-
reiche Typ in die Intermediate Risk-Gruppe und nicht in die High Risk-Gruppe. Zweitens wird
das komplett nekrotische Nephroblastom nicht mit in die Klassifikation aufgenommen, da die-

ses nur durch vorherige Chemotherapie entstehen kann [SIOP, 2001/ GPOH].

Neben dem eigentlichen Tumorgewebe des Wilms-Tumor ldsst sich mikroskopisch auch

noch die Nephroblastomatose abgrenzen. Hierbei handelt es sich um nephrogene Reste, wel-
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che Ansammlungen von rudimentéren embryonalen Zellen sind, die entarten konnen. Es las-
sen sich die perilobulédre und die intralobulire Form unterscheiden [Cullinane et al. 2003].

Die intralobuldre Nephroblastomatose kann iiberall im Nierenlobulus vorkommen und ent-
steht frith in der embryonalen Entwicklung. Sie ist meist reich an Stroma. Selten kommen
auch epitheliale Strukturen, die sich auch zu glomeruloiden Korpern differenzieren kdnnen,
vor und oft infiltrierend ins gesunde Nierengewebe oder die renalen Sinus wachsen. Meistens
gibt es nur eine oder sehr wenige solcher Nephroblastomatosen in einem Lobulus. Oft tritt sie
bei vorhandener WT1-Mutation auf [Beckwith, 1998], [Lonergan et al. 1998].

Fiir die perilobuldre Form der Nephroblastomatose ist ein Vorkommen in der Peripherie des
Nierenlobulus kennzeichnend. Sie entwickelt sich embryonal gesehen spéter, als die intralobu-
lire Form. Haufig kommt sie multiple vor und besteht vor allem aus blastemartigen Zellen
und epithelialen Strukturen, welche gut abgrenzbar zur gesunden Niere sind. Als epitheliale
Differenzierung konnen auch glomeruloide Strukturen auftreten. Perilobuldre Nephroblasto-
matosen treten gerne im Rahmen von Syndromen, zum Beispiel dem Wiedemann-Beckwith-

Syndrom oder der Trisomie 18, auf [Beckwith, 1998], [Lonergan et al. 1998].

2.5 Immunhistochemie

2.5.1 Antikérper

2.5.1.1 Antikérper gegen B-Catenin

Der Anti-B-Catenin-Antikorper ist ein monoklonaler Antikdrper aus der Maus und reagiert
sowohl mit menschlichem B-Catenin als auch dem der Maus und des Huhns. Er richtet sich
gegen das Onkoprotein, welches als Transkriptionsfaktor fiir die Aktivierung von Protoonko-
genen, wie z.B.: c-myc oder cyclin D1 fungiert [Barker und Clevers, 2000], [Kikuchi, 1999],
die beim Tumorwachstum eine Rolle spielen [Fu et al. 2008].

In gesunden Zellen wird B-Catenin an der Zellmembran oder im Zytoplasma exprimiert. In
Tumoren kann es mutiert sein, so dass es daueraktiv ist und im Zellkern akkumuliert [Fukuza-

wa et al. 2004], [Sun, 2009].
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2.5.1.2 Antikorper gegen APC

Der monoklonale Antikorper gegen APC entstammt der Maus und interagiert mit APC des
Menschen, der Ratte und der Maus selber. APC ist ein Tumorsuppressorgen [Gumbiner,
1997], welches einen Komplex mit -Catenin bildet und dieses runter reguliert [Bienz und
Hamada, 2004]. Bei Funktionsverlust des APC-Gens ist B-Catenin dauerhaft aktiviert und for-
dert die Entstehung von Tumoren. In diesen Féllen akkumuliert APC im Zytoplasma [Fu et al.

2008].

2.5.1.3 Antikorper gegen Axin 2

Der polyklonale Anti-Axin 2-Antikdrper wurde im Kaninchen gewonnen. Der Antikdrper
geht eine Reaktion mit dem Axin des Menschen, der Maus, der Ratte sowie dem Huhn ein.
Axin 2 ist wie B-Catenin und APC ein Protein des Wnt-Signalweges und fungiert ebenfalls als
Inaktivator von B-Catenin im Komplex aus APC, GSK 3 und Axin 2 [Kadoya et al. 2000].

2.5.1.4 Antikérper gegen Mitf 2

Der Antikorper gegen Mitf 2, dem 'microphthalmia-associated transcription factor' 2, ist
ein monoklonales Maus-Immunglobulin [ Yasumoto et al. 2002]. Mitf 2 ist ein Transkriptions-
faktor, welcher eine entscheidende Rolle bei der Entwicklung von Melanozyten und der Ex-
pression verschiedener Gene, u.a dem B-Catenin-Gen, spielt. Im Zellkern greift Mitf 2 in den
Wnt-Signalweg ein, indem es B-Catenin als Co-Aktivator fiir die Initiierung von weiteren
Transkriptionsfaktoren nutzt [Schepsky et al. 2006]. Mitf 2 ist ein nukleédres Protein und wird

in der normalen Niere nicht exprimiert.
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Antikorper  mono-/ Klon Verdiinnung  Detektion | Beschreibung | Firma
polyklonal

B-Catenin m CAT-5H10 1:300 ABC 18-0226 Zytomed Laboratories;
San Francisco, USA

Axin 2 P 1:100 ABC ab32197 Abcam plc;
Cambridge, UK

APC m CC-1 1:10 ABC ab16794 Abcam plc;
Cambridge, UK

Mitf 2 m D5 1:200 ABC M3621 DAKO;

Carpinteria, USA

Tabelle 1: Ubersicht der Antikorpereigenschaften

2.5.1.5 Kontrollfarbungen

Bei jedem Firbevorgang wurde je eine Positiv- und eine Negativkontrolle unter den selben
Bedingungen mitgefarbt. Mit der Positivkontrolle konnte sichergestellt werden, dass der Tu-
mor mit dem Antikorper reagiert und somit der braune Farbstoff, der das Reaktionsprodukt
der verwendeten ABC-Methode ist, sichtbar wird. Durch die Negativkontrolle ohne Hinzuga-
be der Antikorper kann eine Hintergrundreaktion bzw. unspezifische Anfarbbarkeit ausge-
schlossen werden. Als Kontrollen wurden fiir B-Catenin ein Plattenepithel, fiir APC der Ner-

vus opticus, flir Axin 2 das Hepatoblastom und fiir Mitf 2 Melanomgewebe verwendet.

2.5.2 Farbemethoden

2.5.2.1 Grundlagen der ABC-Methode

Die ABC-Methode, auch Avidin-Biotin-Complex genannt, beruht auf der hohen Bindungs-
affinitdt von Avidin (aus Hiihnerei) oder Streptavidin (aus Streptomyces avidinii) zu dem Vit-
amin Biotin. Grundlage ist ein primdrer Antikorper gegen das darzustellende Antigen. Gegen
dieses Primér-Immunglobulin ist der Biotin-gekoppelte Sekundér-Antikorper gerichtet.

Im néchsten Schritt bindet ein Avidinmolekiihl, welches vier Bindungstellen fiir Biotin hat,
aus dem Peroxidase-Avidin-Biotin-Komplex an den biotinylierten sekundiren Antikdrper. In
dem Komplex werden Avidin und Biotin durch das Enzym Peroxidase irreversible aneinander

gekoppelt.

10
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Als Letztes wird durch Hinzugeben eines geeigneten chromogenen Substrates das Enzym
Peroxidase visualisiert. Somit wird indirekt auch das gefragte Antigen sichtbar gemacht [Hsu

et al. 1981],[Bratthauer, 2010], [Internet 1].

2.5.2.2 Farbeprotokoll

Das Farbeprotokoll fiir die ABC-Methode gilt fiir alle Antikoper dieser Arbeit: B-Catenin,
Axin 2, APC und MITF 2.

Damit die immunhistochemischen Farbungen gemacht werden kdnnen, miissen die Schnit-
te zuerst vom Paraffin befreit werden (Schritte 1 bis 4), um dann eine Antigen- Hitzedemas-
kierung durchzufiihren (Schritte 5 und 6). Als nichstes folgen eine Spiilung mit destilliertem
Wasser (7.), eine aufsteigende Alkoholreihe (8.) und ein Methanolbad (9.). Dies wird durchge-
fiihrt, um die endogene Peroxidase zu blocken und dadurch unspezifische Hintergrundreaktio-
nen zu vermeiden. Um die Vorbereitung der Priparate fiir die folgende Farbung zu beenden,
sind noch eine weitere Behandlung mit einer absteigenden Alkoholreihe und eine Spiilung im
Waschpuffer (Schritte 10 und 11) notwendig.

Nun kann mit der eigentlichen immunhistochemischen Fiarbung nach der ABC-Methode
begonnen werden. Dazu ist erst eine Inkubation in Normalserum nétig (12.), um unspezifische
Proteinbindungen zu hemmen. Dann kommt der primére Antikorper (13.) hinzu, der das hu-
mane Antigen binden soll. Diese Bindungsreaktion braucht rund 45 Minuten und wird durch
Waschen mit einem Puffer beendet (14.). Um dann dem ABC-Prinzip gerecht zu werden, wird
auf den ersten Antikdrper nun der biotinylierte sekundire Antikdrper gegeben (15.). Die Re-
aktion braucht erneut 30 Minuten und wird durch den Einsatz eines Waschpuffers unterbro-
chen (16.). Zur Vorbereitung der Sichtbarmachung des Antigens durch ein chromogenes Sub-
strat muss erst eine spezielle ABC-Reagenz, welche die Avidin-Biotin-Peroxidase-Komplexe
enthélt, fiir 30 Minuten auf die Schnitte aufgebracht (Schritte 17 und 18) und dann abgewa-
schen (19.) werden. Zur Vervollstindigung der Farbung wird nun das sichtbarmachende Sub-
strat hinzugefiigt (20.). Im Abschluss wird nochmals mit Aqua dest. (21.) gespiilt, um die Im-
munhistochemie mit einer Kerngegenfirbung (22.) zu vollenden. Als Letztes werden die

Schnitte durch eine aufsteigende Alkoholreihe (Schritte 23 und 24) dehydriert und dann zur

11
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Haltbarmachung eingedeckelt (25.). Hiermit sind die Farbungen nach dem Protokoll fiir die

ABC-Methode vollstindig abgeschlossen.

Der genaue Ablauf der Farbungen ist hier nochmals aufgelistet:

1.
2.
3.

12.

13.

14.
15.

16.

Schnitte in Objektragerhalterung bei Raumtemperatur geben

Bearbeitung der Schnitte 2x mit Xylol fiir je 15min

Préparate fiir je 2min 3x in 100%igem , 3x in 96%igem und 1x in 70%igem Ethanol
(absteigende Alkoholreihe) schwenken

flieBendes Spiilen der Schnitte mit destilliertem Wasser (Aqua dest.)

Schnitte in Dampfdrucktopf (Pascal S2801; Fa. DAKO, Carpinteria, USA) mit 1 I
TEC-Kochpuffer (2,5g TRIS-Base, 5g EDTA [Titriplex III; Fa. Merck, Darmstadt],
3,2g Trinatriumcitratdihydrat [Fa. Merck, Darmstadt]; mit Citratpuffer {10,5g Zitro-
nensduremonohydrat [Fa. Merck], 500ml Aqua dest.} einstellen) bei pH 7,8 4min lang
auf hochster Stufe erhitzen

Abkiihlung bei Raumtemperatur

Spiilen mit Aqua dest.

Priparate durch 70%igem und 96%igem Ethanol (aufsteigende Alkoholreihe) fithren
Inkubation der Schnitte in 250ml 2%igem Methanol gemischt mit 5Sml H,O, fiir 15min

. Schnitte erneut mit absteigender Alkoholreihe und Aqua dest. behandeln
. Spiilung im TRIS-Waschpuffer (9g TRIS-Base, 68,5g TRIS-HCI, NaCl auf 101 Aqua

dest.)

I5mintitiges Inkubieren der Schnitte in verdiinntem Normalserum (pro 1ml 15ul Nor-
malserum mit je 4% Milchpilver 16sen [Vectastain ABC Peroxidase Kit; Fa. Vector La-
boratories, Burlingame, USA])

Behandeln der Priaparate mit 150ul primdren Antikérpern pro Schnitt, welche durch
Waschpuffer mit 2% Milchpulver verdiinnt sind

nach 45min 3x spiilen mit Waschpuffer

Applikation des sekundiren Antikorpers, und zwar je Iml Losung enthalten Sul Anti-
korper in 2% Milchpulver

3x spiilen mit Waschpuffer nach 30min

12
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17. ABC-Reagenz (je 1ml Losung braucht man 10ul Reagenz in 2% Milchpulver) anset-
zen

18. Inkubation der Schnitte in der ABC-Reagenz

19. nach 30min 3x mit Waschpufter behandeln

20. Auftragen des Chromogen 3'3-Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorid (DAB Substrate
Kit fiir Peroxidase; Fa. Vector Laboratories, Burlingame, USA) fiir 1 5min auf Pripara-
te (je Schnitt 125ul Aqua dest., 2,5ul Puffer, 2,5ul DAB sowie 2,5ul Hydrogen-Peroxi-
dase)

21. Spiilung der Schnitte mit Aqua dest.

22. Kerngegenfiarbung mit Himalaun nach Mayer (Fa. Merck, Darmstadt)

23. mit Aqua dest. spiilen

24. Behandlung mit 70%igem, 96%igem und 100%igem Ethanol (aufsteigender Alkohol-
reihe)

25. Eindeckelung mit Pertex (Fa. Medite, Burgdorf)

2.6 Auswertung der Farbungen

2.6.1 Methoden und Ziele der Auswertung

Héamatoxylin-Eosin-Farbungen der einzelnen Tumoren wurden im Rahmen dieser Arbeit
nochmals mikroskopiert und komplett analysiert, um den Tumorgehalt und den histologischen
Typ ein weiteres Mal zu bestimmen. Dabei reprasentieren die begutachteten Tumoranteile den
Gesamttumor. Es wurde darauf geachtet, ob genug vitales Tumorgewebe zur Auswertung vor-
handen ist. Weiterhin lag das Augenmerk auf den einzelnen Tumorkomponenten und deren
Differenzierungsmdglichkeiten sowie auf dem zusdtzlichen Vorkommen von Regression, Ne-
krose, Granulationsgewebe und Einblutungen, welches das Ansprechen auf die Chemothera-
pie widerspiegelt.

Im néichsten Schritt wurden die Farbungen fiir die Antikorper gegen B-Catenin, Axin 2,
APC und Mitf 2 nach der ABC-Methode angefertigt. Danach wurden diese immunhistochemi-
schen Firbungen lichtmikroskopisch ausgewertet. Hierbei wurde die Intensitit der Farbung,
deren Lokalisation in der Zelle und der Anteil der positiven Zellen in Prozent der Gesamttu-

morzellen der Komponente beurteilt. Praparate bzw. einzelne Komponenten, deren Férbung

13
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zu schwach war, wurden als negativ gewertet. Genaue Angaben zur Intensitit und den Abkdir-

zungen sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt:

Element Beschreibung
Intensitét - Féarbung negativ
+ Féarbung schwach positiv
++ Féarbung méaBig positiv
+++ Férbung stark positiv
Lokalisation |ZM Gesamte Zellmembran
ZM-a Apikale Zellmembran
zp Zytoplasma
ZK Zellkern
m Myogene Zellen des Stromas
BG bindegewebsartige Zellen des Stromas
PE Plattenepithel (wenn keine weitere Angabe, dann sind Tubuli gemeint)
G Glomerula
X Komponente im Tumor/Lésion nicht vorhanden

Tabelle 2: Erliuterung fiir die Auswertung der Firbungen

2.6.2 Auswertung der Farbungen

Zunichst wurde untersucht, ob die einzelnen Komponenten (Epithel, Blastem und Stroma)
sowie eine Nephroblastomatose in den Praparaten vorhanden waren. Im Anschluss daran wur-
de bei den einzelnen Fillen die Anzahl der positiven Zellen, sowie die Haufigkeit der Positivi-
tit je Lokalisation (ZM, ZP, ZK) der einzelnen Komponenten im Tumor und in der Nephro-
blastomatose dokumentiert und untereinander verglichen. Dies wurde erst fiir jede Antikorper-
farbung individuell im Vergleich Tumor und Neproblastomatose betrachtet. In einem weiteren
Schritt konnten die gleichen Komponenten verschiedener Antikorperfarbungen hinsichtlich

ihrer Positivitit an den Expressionslokalisationen im Zusammenhang beurteilt werden.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertung des Vorkommens der einzelnen Komponenten

In den 39 Préparaten wurde bei 43,6% der Félle neben dem Tumorgewebe auch eine Ne-
phroblastomatose gefunden. Eine genaue Verteilung der einzelnen Komponenten findet sich in

Tabelle 3:

Tumor Nephroblastomatose
Epithel Blastem Stroma

nein 15,4% nein 23,1% nein 5,1% nein 56,4%
ja 84,6% ja 76,9% ja 94,9% ja 43,6%

Tabelle 3: Haufigkeiten der einzelnen Komponenten

Von den 17 Féllen mit vorhandener Nephroblastomatose handelte es sich bei 11 Tumoren
um eine intralobuldre und bei den restlichen 6 Priparaten um eine perilobulidre Nephroblasto-
matose.

In den Nephroblastomatosen lieBen sich folgende Komponenten zeigen: Epithel, Blastem
sowie Stroma. Die Héufigkeiten finden sich in Tabelle 4:

Nephroblastomatose

Epithel Blastem Stroma
nein 0,0% nein 76,5% nein 88,2%
ja 100,0% ja 23,5% ja 11,8%

Tabelle 4: Hiufigkeiten der einzelnen Komponenten in der Nephroblastomatose

In den folgenden Auswertungen der einzelnen Antikorperfarbungen ergeben die Prozentan-
gaben nicht immer 100%, weil einige Priparate mehrere positive Lokalisationen aufweisen.
AuBerdem beziehen sich die Prozentsitze immer auf die Anzahl der Fille, in denen die ent-
sprechende Komponente vorkommt, Préparate ohne die jeweilige Komponente werden nicht
beriicksichtigt. Dunkelgrau eingefirbte Késtchen stehen im Folgenden fiir 0,0%. Die Fille, die
ZM-a positiv sind, werden fiir eine bessere Auswertung extra mit angefiihrt, obwohl sie im

Prozentsatz der ZM positiven Priparate auch inbegriffen sind.
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3.2 Auswertung der B-Catenin Farbungen

Von allen 39 Fillen wurden B-Catenin-Farbungen angefertigt und ausgewertet. In allen Pra-

paraten konnte zumindest fokal eine Expression nachgewiesen werden. Die genaue prozentua-

le Aufteilung der Lokalisationen in den positiven B-Catenin-Féarbungen ist in Tabelle 5 ersicht-

lich:

Epithel Blastem Stroma

ZM + 90,9% M + ZM + 0,3%
ZM-a + 15,2% ZM-a + ZM-a +

ZP + 6,1% ZP + 96,7% 7P + 37,8%
7K + 7K + 6.9% 7K + 8,1%
- 9,1% - 3,3% - 56,8%

Tabelle 5: Auswertung der Beta-Catenin-Firbungen im Tumorgewebe

Farbemuster Beta-Catenin
im Tumorepithel

W ZM +

N ZM-a +
ZP +

W ZK +

Abbildung 2: Lokalitiit der Beta-
Catenin-Firbungen im
Tumorepithel

Farbemuster Beta-Catenin Farbemuster Beta-Catenin
im Tumorblastem im Tumorstroma

W ZM+
B ZMa +
zP +

WZK +

HZM+
B ZMa +

zP +
W ZK +

Abbildung 1: Lokalitiit der Beta- Abbildung 3: Lokalitiit der Beta-
Catenin-Firbungen im Catenin-Firbungen im
Tumorblastem Tumorstroma
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In den 17 Fillen, in denen eine Nephroblastomatose vor kam, war jeweils Epithel nach-

weisbar und 16 davon zeigten eine Positivitéit in der Expression. Beim Nephroblastomatose-

blastem, dass nur in 4 Préparaten vorhanden war, waren 3 Fille positiv. Stroma war lediglich

in 2 Priparaten nachweisbar. Die genauen Orte der Positivitdt zeigen sich in Tabelle 6:

Epithel Blastem Stroma

M + 94,1% M + M +

ZP + ZP + 75,0% ZP +

ZK + 7K + 7K +

- 5,9% - 25,0% - 100,0%

Tabelle 6: Auswertung der Beta-Catenin-Firbungen in der Nephroblastomatose

Farbemuster Beta-Catenin
im Nephroblastomatoseepithel

W ZM+
mZP +
ZK +

Abbildung 6: Lokalitiit der Beta-
Catenin-Firbungen im
Nephroblastomatoseepithel

Farbemuster fiir Beta-Catenin
im Nephroblastomatoseblastem

B ZMm+
mZP +
ZK +

Abbildung 5: Lokalitiit der Beta-
Catenin-Firbungen im
Nephroblastomatoseblastem

Farbemuster fiir Beta-Catenin

im Nephroblastomatosestroma

M+
mZP+
K +

Abbildung 4: Lokalitiit der Beta-
Catenin-Firbungen im
Nephroblastomatosestroma

In 12 Féllen (70,6% aller Nephroblastomatosen) waren in der Nephroblastomatose epithe-

liale Strukturen in Form von glomeruloiden Koérpern vorhanden. Diese wiesen alle keine -

Catenin-Expression auf.
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3.3 Auswertung der APC Farbungen

Die Farbung mit Antikdrpern gegen APC, war bei 29 der 33 Féllen mit Epithel im Tumor
positiv. Beim Tumorblastem zeigten 17 von 30 Priaparaten mit dem Vorkommen dieser Kom-
ponente eine positive Expression und bei den 37 mdglichen Tumoren mit vorhandenem Stro-
ma waren 12 Priparate angefarbt. Die Darstellung der Lokalisationen mit Expression im Tu-

morgewebe sind in Tabelle 7 ablesbar:

Epithel Blastem Stroma

M + 51,5% M + \ M + 2,7%
ZM-a + 45,5% ZM-a + \ ZM-a + ‘

7P+ 75,8% 7P+ 56,7% 7P+ 32,4%
7K + 7K + 7K +

- 12,1% ; 43,3% ; 67,6%

Tabelle 7: Auswertung der APC-Firbungen im Tumorgewebe

Von den 17 Tumoren mit Nephroblastomatose und darin vorhandenem Epithel zeigten 5
eine Expression. Blastem und Stroma waren in allen Féllen in der Nephroblastomatose nega-

tiv. Die Orte der Expression im Epithel der Nephroblastomatose sind in Tabelle 8 ersichtlich:

Epithel Blastem Stroma

M + 23,5% M + M +

7P+ 47,1% 7P+ 7P+

ZK + ZK + ZK +

- 29,4% - 100,0% - 100,0%

Tabelle 8: Auswertung der APC-Fiirbungen in der Nephroblastomatose

Bei den APC-Farbungen waren alle 12 Pridparate mit glomeruloiden Korpern in der Ne-
phroblastomatose negativ. Die anderen 5 Félle mit Nephroblastomatose wiesen keine solchen

Strukturen auf.
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3.4 Auswertung der Axin 2 Farbungen

Von den 37 Féllen mit Tumorepithel waren 35 positiv. Bei den 30 Tumoren mit Blastem-
vorkommen im Tumorgewebe zeigten 80%, also 24 Tumore, eine Reaktion auf den Antikorper
und 17 der 37 Falle mit Stromatumorkomponente waren ebenfalls positiv. Die Lokalisationen

der Expression im Tumorgewebe sind in Tabelle 9 dargestellt:

Epithel Blastem Stroma

M + 18,2% M + M + 2,7%
ZM-a + 9.1% ZM-a + ZM-a +

ZP + 63,6% ZP + 63,3% ZP + 59,5%
ZK + 45,5% 7K + 43,3% 7K + 27,0%
- 6,1% - 20,0% - 27,0%

Tabelle 9: Auswertung der Axin 2-Firbungen im Tumorgewebe

Bei der Féarbereaktion der 17 Nephroblastomatosen, in denen alle Epithel aufwiesen, zeig-
ten 7 eine Reaktion. Blastem und Stroma der Nephroblastomatosen waren komplett negativ.

Die genauen Lokalisationen der Expression finden sich in Tabelle 10 wieder:

Epithel Blastem Stroma

/M + /M + /M +

ZP + 35,3% 7P + 7P +

ZK + 5,9% ZK + ZK +

- 58,8% - 100,0% - 100,0%

Tabelle 10: Auswertung der Axin 2-Firbungen in der Nephroblastomatose

In einem der 12 Nephroblastomatosen (5,9%) mit glomeruloiden Korpern war eine positi-

ve Expression von Axin-2 nachweisbar.
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3. Ergebnisse

3.5 Auswertung der Mitf 2 Farbungen

Von den 33 Féllen mit Epithel waren 2 Tumore positiv. Das Tumorblastem zeigte gar keine
Farbereaktion und im Stroma waren 5 der 37 Priparate positiv. Es handelte sich hierbei nicht
um die gleichen Prédparate, die auch eine epitheliale Expression zeigten. Die Expression ist in

Tabelle 11 dargestellt:

Epithel Blastem Stroma

M + M + M +

ZM-a + ZM-a + ZM-a +

ZP + ZP + ZP +

ZK + 6,1% ZK + 7K + 13,5%
- 93,9% - 100,0% - 86,5%

Tabelle 11: Auswertung der Mitf 2-Firbungen im Tumorgewebe

Alle 17 Nephroblastomatosepriparate enthielten Epithel und davon zeigten 2 Fille eine

Expression. Blastem und Stroma der Nephroblastomatosen zeigten keine Anfarbung. Die po-

sitiven Expressionen sind aus Tabelle 12 ersichtlich:

Epithel Blastem Stroma

/M + /M + /M +

ZP + 7P + 7P +

ZK + 11,8% ZK + ZK +

- 88,2% - 100,0% - 100,0%

Tabelle 12: Auswertung der Mitf 2-Firbungen in der Nephroblastomatose

In den glomeruloiden Strukturen konnte in allen 12 Féllen keine MITF-2 Expression ge-

zeigt werden.
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3. Ergebnisse

3.6 Vergleich der immunhistochemischen Farbungen mit und ohne p-Catenin
Mutation

3.6.1 B-Catenin-Expression

Bei der Betrachtung der Antikorperfarbungen im Vergleich zwischen den Tumoren mit und
ohne B-Catenin-Mutation zeigte sich, dass B-Catenin in den Stromazellen des Tumors bei den
Féllen mit einer Mutation in circa 60% der Zellkerne eine positive Expression aufweist. Bei

den Tumoren ohne Mutation war keine nukledre Expression in den Stromazellen vorhanden.

Farbemuster von Beta-Catenin im Tumorstroma Farbemuster von Beta-Catenin im Tumorstroma
bei Fallen mit Beta-Catenin-Mutation bei Fallen ohne Beta-Catenin-Mutation
60,0% 70,0%
50,0% I I 60,0% I
40,0% B L okalitat der 50.0% W | okalitét der
Beta-Catenin- 40,0% Beta-Catenin-
30,0% Positivitat Positivitat
30,0%
20,0% l 20.0% l
10,0% 10,0%
0,0% = 0,00, - =
M+ ZP+ ZK+ - ZM+ ZP+ ZK+ -
Abbildung 7: Tumore mit Beta-Catenin-Mutation Abbildung 8: Tumore ohne Beta-Catenin-Mutation

3.6.2 Axin-2 Expression

In den Nephroblastomen mit einer f-Catenin-Mutation zeigte sich in einem Fall mit glome-
ruloiden Strukturen eine Expression im Tumorepithelgewebe. Diese fand sich nicht in den Tu-

moren ohne Mutation.

3.6.3 APC und MITF-2 Expression

Zwischen den Tumoren mit und ohne B-Catenin-Mutation stellte sich fiir diese beiden Anti-

gene jeweils kein Unterschied in der Expression heraus.
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3. Ergebnisse

3.7 Topographie der B-Catenin-, APC- und Mitf 2-Expression im Vergleich bei
zytoplasmatischer Expression von Axin 2

Die Lokalisationen der Expression von -Catenin und APC im Tumorepithel bei Tumoren

mit einer zytoplasmatischen Expression von Axin 2 (10 Félle) zeigen sich in Tabelle 13:

B-Catenin ‘ APC

ZM + 90,0% ZM + 40,0%
7P + 7P + 70,0%
ZK + ZK + ‘

- 10,0% - 20,0%

Tabelle 13: Lokalisationen von Beta-Catenin und APC bei zytoplasmatischer Axin-2 Expression im
Tumorepithel

Bei starker zytoplasmatischer Axin-2 Expression konnte eine geringere Expression von -

Catenin in der Zellmembran dargestellt werden.

Das Expressionsmuster von -Catenin und APC im Blastem des Tumorgewebes bei Tumo-

ren mit zytoplasmatischer Axin-2 Expression (11 Préparate) ist aus Tabelle 14 ersichtlich:

B-Catenin ‘ APC

ZM + ZM + |

ZP + 100,0% ZP + 54,5%
7K + 18,2% 7K +

45,5%

Tabelle 14: Lokalisationen von Beta-Catenin und APC bei zytoplasmatischer Axin-2 Expression im
Tumorblastem

In 5 Fillen mit zytoplasmatischer Axin-2 Expression fand sich folgendes Muster in den

Stromazellen des Tumors fiir f-Catenin und APC (Tabelle 15):

B-Catenin ‘ APC

M+ | M+ |

ZP + 20,0% ZP + 40,0%
ZK + ZK +

- 80,0% - 60,0%

Tabelle 15: Lokalisationen von Beta-Catenin und APC bei zytoplasmatischer Axin-2 Expression in den
Stromazellen des Tumors
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3. Ergebnisse

3.8 Expressionsmuster im Vergleich zwischen Tumorgewebe und
Nephroblastomatose

Im Folgenden werden je eine Tabelle fiir die untersuchten Antigene mit einem Vergleich
der Expressionsmuster zwischen den Tumorkomponenten und den Komponenten der Nephro-
blastomatose prasentiert. Da Mitf 2 in nur 7 Tumoren exprimiert wurde, wird auf eine Darstel-
lung fiir dieses Protein verzichtet, wie auch auf Expressionslokalisationen, die im Tumorge-

webe nicht nachweisbar waren.

3.8.1 B-Catenin-Expression

Die néchsten 3 Tabellen stellen den Vergleich der Expressionsmuster der einzelnen Tumor-
komponenten zu den vergleichbaren Nephroblastomatosekomponenten fiir B-Catenin-Férbun-
gen dar. Auf das Stroma wird hierbei verzichtet, weil es nur sehr selten in der Nephroblasto-

matose vor kam. Tabelle 16 bezieht sich auf das Epithel und Tabelle 17 auf das Blastem.

Tumor Nephroblastomatose | Tumor | Nephroblastomatose ‘Tumor ‘Nephroblastomatose

IM+ ZM+ 40,0% ZP+ ZM+ - ZM + 100,0%
(30  ZP+ @ ZP + 3 ZP +
Fille) . Fillg Fille) .

- 3,3% - -

X 56,7% X 100,0% X

Tabelle 16: Vergleich der Expressionslokalisationen im Tumorepithel mit den epithelialen Anteilen der
Nephroblastomatose fiir Beta-Catenin

Tumor Nephroblastomatose Tumor‘NephrobIastomatose Tumor ‘Nephroblastomatose

ZP + M + K+ [ ZM + - M +
29 ZP + 10,3% 2 /P + (1 7P +
Fille) ‘ Fille) - Fall)
- 3,5% - -
X 86,2% X 100,0% X 100,0%

Tabelle 17: Vergleich der Expressionslokalititen im Tumorblastem mit den Blastemanteilen der
Nephroblastomatose fiir Beta-Catenin
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3. Ergebnisse

3.8.2 APC-Expression

Die folgenden Tabellen zeigen die APC Expression im Vergleich zwischen den Tumorkom-

ponenten und den vergleichbaren Anteilen der Nephroblastomatose. Auch hier wird keine Do-

kumentation des Stromas wegen des geringen Vorkommens in der Nephroblastomatose vorge-

nommen. Tabelle 18 zeigt das Epithel und Tabelle 19 das Blastem.

Tumor Nephroblastomatose  Tumor Nephroblastomatose ‘Tumor ‘Nephroblastomatose

M+ ZM+ 11,8% P+ ZM+ 4,0% - M + 25,0%
a7 zp+ 17,7% 25 P+ 20,0% 4 7P+ 25,0%
Falle) 7y 4 Falle) 7y Filley ZK+

] 17,7% - 8,0% ]

X 52,9% X 56,0% X 50,0%

Tabelle 18: Vergleich der Expressionslokalisationen im Tumorepithel mit den Epithelkomponenten
Nephroblastomatose fiir APC

Tumor Nephroblastomatose Tumor Nephroblastomatose

ZP + M + - M +

a7 ZP + (13 ZP +

Fille) . Fille) .
- 17,7% - 7,7%
X 82,3% X 92,3%

Tabelle 19: Vergleich der Expressionslokalisationen im Tumorblastem mit den Blastemanteilen der
Nephroblastomatose fiir APC
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3.8.3 Axin-2 Expression

3. Ergebnisse

Die folgenden Tabellen zeigen die Axin-2 Expression im Vergleich zwischen den Tumor-

komponenten und den vergleichbaren Anteilen der Nephroblastomatose. Die Darstellungen

fiir das Epithel finden sich in Tabelle 20 und die fiir das Blastem in Tabelle 21.

Tu- Nephroblastma- Tu- Nephroblastma- | Tu- Nephroblasto- Tu-  Nephroblastoma-
mor  tose mor tose mor | matose mor tose
M+ ZM+ | P+ ZM+ | ZK+ ZM+ - M+ |
(6 Fal- ZP+ 50,0% (21 ZP+ 14,3% | (15 ZP + 6,7% @) ZP + 50,0%
le) 7K + Fille) 7K + Fille) 7K + 6.7% Fille) 7K +

- 16,7% - 28,6% - 40,0% -

X 33,3% X 57,1% X 46,7% X 50,0%

Tabelle 20: Vergleich der Expressionslokalisationen im Tumorepithel mit den epithelialen Anteilen der

Nephroblastomatose fiir Axin 2

In einem Fall fanden sich im Tumorepithel glomeruloide Strukturen, die eine Axin-2 Ex-

pression aufwiesen. In einem weiteren Fall wurde eine zytoplasmatische Expression von

Axin-2 in den glomeruloiden K&rpern der Nephroblastomatose sowie in den Zellkernen des

Epithel des Tumorgewebes nachgewiesen. Diese beiden Félle sind in der Gruppe ZP + der Ne-

phroblastomatose inbegriffen.

Tumor Nephroblastomatose | Tumor | Nephroblastomatose ‘ Tumor ‘ Nephroblastomatose
ZP + ZM + K+ [ZM + - /M +
(19 ZP + (13 ZP + (6 ZP +
Fille) 7y 4 Fille) 7y + 7.7% Fille) ZK +
- 15,8% - 15,4% -
X 84,2% X 76,9% X 100,0%

Tabelle 21: Vergleich der Expressionslokalisationen im Tumorblastem mit den Blastemanteilen der

Nephroblastomatose fiir Axin 2
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4. Diskussion
4 Diskussion

Die genaue Atiologie von Wilms-Tumoren ist noch nicht vollstindig geklirt. Verschiedene
genetische Verdnderungen, u.a. ein 'Loss of heterozygosity' (LOH) sind bekannt. Mutationen
spielen eine entscheidende Rolle bei einem Teil der Tumore. In etwa 10% liegt eine Mutation
des WT1-Gens, welches als Transkriptionsfaktor und Tumorsuppressorgen fungiert, als LOH
in 11p13 und in etwa 45% eine Mutation des WT2-Gens als LOH in 11p15.5 vor. Die Verbin-
dung zum Wnt-Signalweg ist durch die Mutation im B-Catenin-Gen gegeben. Sie kommt in
etwa 15% der Nephroblastome vor [Maiti et al. 2000], [Koesters et al. 2003]. Nachweisbar
sind auch Mutationen im APC- und WTX-Gen, die unmittelbar auf den Signalweg des B-Ca-
tenins in der Wnt-Kaskade Einfluss nehmen [Ramburan et al. 2005], [Eklof Spink et al.
2001]. Eine WTX-Mutation zeigt sich in circa 30% der Wilms-Tumore [Major et al. 2007].

4.1 Bedeutung des Wnt-Signalwegs in Wilms-Tumoren

Der Wnt-Signalweg nimmt eine zentrale Rolle wéhrend der embryonalen Entwicklung und
bei der Regulation von Zellwachstum, Zelldifferenzierung sowie Zellbeweglichkeit ein. Es
gibt einen Zustand des Signalwegs ohne Bindung von Wnt, den Off-State-Modus und einen
Zustand, bei dem die Kaskade durch die Verkniipfung von Wnt mit dem entsprechenden Re-
zeptor in Gang gesetzt wird, den On-State-Modus.

Bei Abwesenheit des Wnt-Signals wird B-Catenin durch einen Komplex aus GSK3p, Axin
2 und APC im Zytoplasma, der mit Tyrosinkinasen interagiert, phosphoryliert. Dadurch wird
der Abbau in Proteasomen vorbereitet und B-Catenin abgebaut. Der B-Catenin-Gehalt im Zy-
toplasma wird so gering gehalten und das Protein kann nicht in den Zellkern gelangen, um
dort als Transkriptionsfaktor fiir Zielgene der Proliferation aktiv zu werden. Zellwachstum
und andere Funktionen des Wnt-Weges werden dadurch gehemmt und reguliert.

Durch die Bindung eines Wnt-Molekiils an den Frizzled-Rezeptor in der Zellmembran
kommt es zu einer Aktivierung von Dsh. Das aktivierte Dsh hemmt GSK3f und bindet Axin 2
an die Membran, so dass kein Komplex zum Abbau von -Catenin gebildet werden kann und
B-Catenin frei im Zytoplasma vorhanden ist. Das Level an B-Catenin ist dann ausreichend
hoch, um auch im Zellkern zu akkumulieren und dort eine Verkniipfung mit Tcf einzugehen.

Dadurch kann die Transkription von Genen, die relevant fiir die Zellteilung sind, wie c-myc,
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4. Diskussion

cyclin D1 und Tcf-1, aktiviert werden [Barker und Clevers, 2000], [Behrens und Lustig,
2004], [Seidensticker und Behrens, 2000], [Huang und He, 2008], [Kikuchi, 1999].

Diese beiden Funktionsmodi der Wnt-Kaskade sind der diskutierte Grund fiir ihr Mitwir-
ken bei der Entstehung von Tumoren, ausgeldst durch Mutationen einer oder mehrerer Kom-
ponenten des Transduktionsweges [Behrens und Lustig, 2004], [Seidensticker und Behrens,
2000]. Es kann zu einem dauerhaften On- bzw. Off-State kommen, wodurch die Zellteilung
ungehindert fortschreiten kann oder gestoppt wird. Besonders in Tumoren des Urogenitaltrak-
tes, wie Prostata-Karzinome oder Wilms-Tumoren, ist diese Signalkaskade relevant fiir die

Entstehung [Tycko et al. 2007].

4.2 Untersuchungen zur 3-Catenin-Expression

B-Catenin hat zwei Hauptfunktionen in den Zellen. Zum einen ist es ein Bestandteil des
Cadherin/Catenin-Komplexes in den Zell-Zell-Adhisionskontakten und ist fiir das Zusam-
menhalten der Zellen verantwortlich. Es bindet das Zytoskelett an die Zellmembran, welches

zur Stabilisierung der Zelle beitrégt. Diese Funktion wird vom groBten Teil des B-Catenins
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4. Diskussion

ausgefiihrt. Zum anderen ist es der zentrale Baustein im Wnt-Signalweg und somit an Zelltei-
lung und Zellwachstum, aber auch an Differenzierung und Zelluntergang beteiligt. Das freie
B-Catenin lédsst sich im Vergleich zum gebundenen Protein in einem sehr viel geringerem Um-
fang nachweisen [Koesters et al. 2003 ], [Sun, 2009], [Gooding et al. 2004].

15% der Wilms Tumore weisen eine -Catenin Mutation auf [Maiti et al. 2000]. In diesen
Tumoren stellten wir eine nukledren Expression vor allem in der Stroma- und Blastemkompo-
nente dar. Allerdings liegt auch bei etwa 50% der Wilms-Tumore ohne diese Mutationen eine
Expression im Zellkern vor [Koesters et al. 2003]. Dieses Expressionsmuster wiirde fiir eine
Aktivierung der Wnt-Kaskade sprechen, da B-Catenin im Zellkern nur akkumulieren kann,
wenn der Signalweg im ,,On-State* ist und dadurch die Komplexbildung mit Axin 2 im Zyto-
plasma verhindert wird. Eine zytoplasmatische und membranstindige Anfiarbung im Epithel
findet sich in allen Nephroblastomen. Es zeigt das physiologische Vorkommen des Onkopro-
teins [Koesters et al. 2003]. B-Catenin ist nur anfirbbar, wenn es in einem Komplex vorliegt.
In der Zellmembran ist das der Komplex mit Cadherin, im Zytoplasma mit GSK3p, Axin 2 so-
wie APC und im Zellkern die Verbindung mit Tcf und Lef.

Bei den untersuchten Wilms-Tumoren liegt zu 12,8% eine B-Catenin-Mutation vor (5 von
39 Fillen). In den restlichen Priparate kann keine solche Mutation nachgewiesen werden. Im
Vergleich der Expressionsmuster zeigen sich eine nukledre Positivitdt im Stroma in 60% der
Fiélle mit Mutationen, wihrend die Tumoren ohne Mutation eine nukledre Expression nur in
einem Fall (6,9%) im Blastem aufweisen. Die Nephroblastomatosen zeigen unabhingig vom
Mutationsstatus der Tumoren jeweils keine nukledre Expression. Das legt den Schluss nahe,
dass die Mutationen nur im Nephroblastom selbst, aber nicht in der Nephroblastomatose vor-
handen sind. Hierzu liegen noch keine Untersuchungen vor, die den f-Catenin-Mutationssta-
tus zwischen Tumor und Nephroblastomatose verglichen haben.

Prognostisch ldsst sich kein Zusammenhang zwischen dem Vorhandensein einer Mutation
und der Prognose der Patienten in unserem Untersuchungsgut erkennen. Alle 5 Félle befinden
sich in dem prognostisch giinstigen SIOP-Stadium I und stellen Tumore der sogenannten In-
termediéiren Risikogruppe da, in der fiir die Patienten eine 5-Jahres-Uberlebenswahrschein-

lichkeit von 90% gegeben ist [SIOP, 2001/ GPOH].
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Die Prognose ist anders bei anderen malignen Tumoren, wie dem hepatozelluldren Karzi-
nomen (HCC), bei welchem eine nukleére Anfarbung mit einer schlechteren Prognose einher-
geht und mit einer vermehrten intravasalen Tumorausbreitung sowie einer erhhten Tumorin-
vasivitdt assoziiert ist [Polakis, 2000]. Ein weiteres Beispiel bilden Hepatoblastome. Hier
kann eine Assoziation zwischen einer Akkumulation im Zellkern und einer geringeren Diffe-
renzierung des Tumors gezeigt werden [Takayasu et al. 2001]. Allerdings kann auch eine nu-
kledre Expression in sogenannten Desmoid Tumoren (eine agressive Fibromatose) dargestellt
werden, die auf B-Catenin-Mutationen beruht [Bhattacharya et al. 2005]. Demgegeniiber wer-
den in Tumoren ohne B-Catenin-Mutation eine zytoplasmatische oder membranstindige Ex-
pression gefunden [Bhattacharya et al. 2005]. Das passt zu den Ergebnissen der von uns unter-
suchten Wilms-Tumoren mit nukledrer Expression in der stromalen Komponente bei vorhan-
dener Mutation.

Der Vergleich der Expressionsmuster von B-Catenin zwischen Nephroblastomen und den
Vorlauferldsionen, den Nephroblastomatosen, zeigt in unserem Untersuchungsgut mit Ausnah-
me der Félle mit f-Catenin-Mutationen keine Unterschiede. So stellt anscheinend die alleinige
immunhistochemische Untersuchung von Wilms-Tumoren mit einem Antikorper gegen das
Onkoprotein B-Catenin keine Unterscheidungsmoglichkeit zwischen den eigentlichen Tumo-
ren und deren Vorlduferldsion (Nephroblastomatose) dar, es sei denn der Tumor weist eine 3-
Catenin-Mutation auf. Diese kommen nur in circa 15% der Félle vor und auch fiihren hier
ebenfalls nur in einem Teil der Fille die Mutationen zu einer nukledren Expression. Weiterhin
kann die alleinige Expressionsuntersuchung von B-Catenin keinen Hinweis zur Prognose der

Patienten bieten.

4.3 Ergebnisse der Expression von APC

Das Adenomatous polyposis coli (APC) Protein ist bei der Proliferation, der Zellteilung,
der Apoptose, der Zelladhédsion und -migration sowie bei chromosomalen Prozessen beteiligt
[Ramburan et al. 2005]. Mehrere Funktionen {ibt es durch sein Mitwirken im Wnt-Signalweg
und seine Rolle als Tumorsuppressor aus. Diese Funktionen sind teils miteinander verkniipft,
denn in der Wnt-Kaskade bei Abwesenheit des Wnt-Signals bindet APC zusammen mit Axin
2 und GSK3p das B-Catenin, wodurch dessen Abbau in Proteasomen durch Phosphorylierung
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gebahnt wird. Die Transkription von Zielgenen fiir die Zellteilung wird somit nicht aktiviert,
welches zur physiologischen Regulation der Zellteilung fiihrt, aber auch zur Verhinderung der
Entstehung von Tumoren durch ungehemmte Teilung [Huang und He, 2008], [Behrens und
Lustig, 2004]. Gleichsam hat APC eine Funktion im Zellkern. Es transportiert {iberschiissiges
B-Catenin aus dem Zellkern zuriick ins Zytoplasma [Senda et al. 2005].

Physiologischerweise wird APC im Zytoplasma und im Zellkern gefunden [Deka et al.
1999]. Es gibt weiterhin Hinweise, dass APC auch im Bereich der Zellmembran Funktionen
hat, und zwar in mutierter und nicht mutierter Form. Im Bereich der Zellmembran hat APC
einen Einfluss auf die Zell-Zellkontakte [Carothers et al. 2001], [Midgley et al. 1997], [Harris
und Nelson, 2010]. In der normalen Niere wird APC immer im Zytoplasma sowie selten im

Zellkern nachgewiesen [Maschietto et al. 2008].

Gezeigt werden kann, dass APC-Mutationen zur Entstehung von Tumoren fiihren. Durch
den Funktionsverlust des APC-Proteins wird kein Abbau-Komplex fiir f-Catenin gebildet. -
Catenin kumuliert im Zytoplasma und auch im Zellkern und kann ungehindert die Transkripti-
on und somit die Zellteilung fordern. Mutiertes APC begiinstigt auch die Migration von Epi-
thelzellen, welches eine entscheidende Rolle bei der Metastasierung und dem invasivem
Wachstum von Tumoren spielt.

Besonders intensiv sind Mutationen des APC-Gens bei kolorektalen Karzinomen unter-
sucht. Mutationen sind nicht nur an der 'familial adenomatous polyposis' (FAP), einer vererb-
baren Erkrankung, bei der multiple Dickdarmadenome mit hohem Entartungsrisiko entstehen,
sondern auch bei der Entstehung eines Grofteils der sporadischen Kolonkarzinome beteiligt
[Behrens und Lustig, 2004], [Gumbiner, 1997], [Eklof Spink et al. 2001]. Mutationen im
APC-Gen sind bei Kolonkarzinomen deutlich héufiger als im B-Catenin-Gen. In anderen Tu-
moren spielen Mutationen im APC-Gen eine wesentlich geringere Rolle [Caca et al. 1999],
[Barker und Clevers, 2000].

Informationen iiber Mutationen des APC-Gens in Wilms-Tumoren liegen bisher nur in ge-
ringem Umfang vor. Es gibt Hinweise, dass 'loss-of-function'-Mutationen des Tumorsupres-
sors auftreten [Maschietto et al. 2008].

In den hier untersuchten Nephroblastomen wurde die Expression des APC-Gens ausgewer-

tet. Zytoplasmatisch konnte APC in der epithelialen Komponente in 75,8% der Fille gefunden

30



4. Diskussion

werde, in der Blastem-Komponente in 56,7% der Fille sowie in der Stroma-Komponente in
32,4% der Fille. In der Epithelkomonente findet sich zusatzlich in 51,5% der Fille eine Ex-
pression in der Zellmembran. Eine nukledre Expression zeigt sich in keinem Fall. Im Gegen-
satz zu diesen Ergebnissen kann in einer kiirzlich verdffentlichten Studie eine nukleédre Ex-
pression von APC in 62 bis 90% der verschiedenen Komponenten der untersuchten Nephro-
blastome nachgewiesen werden [Maschietto et al. 2008]. Moglicherweise ist fiir diese Unter-
suchung eine andere immunhistochemische Nachweismethode verwendet worden.

In der Epithelkomponente der Nephroblastomatose findet sich ein praktisch identisches
Muster wie in der Epithelkomponente des Tumors. Dies spricht dafiir, dass das Expression-
muster von APC von der Differenzierung der Zellen abhéngt, da in der Nephroblastomatose
sowie in der Epithelkomponente des Tumors héufig ein vergleichbarer epithelialer Differen-
zierungsgrad vorliegt.

Eine nukledre Positivitdit des APC-Proteins spricht im Kolonepithel fiir eine gesteigerte
Proliferation in Zellen der basalen Krypten, die fiir die Regeneration und Neubildung zustdn-
dig sind. In den hier untersuchten Féllen sind keine Anfarbungen der Zellkerne nachgewiesen,
sodass APC in Wilms-Tumoren die Zellen nicht zur gesteigerten Proliferation und somit zur

vermehrten Zellteilung direkt anzuregen scheint [Deka et al. 1999].

Der Nachweis von APC im Zytoplasma passt zu einer physiologischen Expression in den
Zellen. Unklar bleibt jedoch, ob eine membranstindige Expression mit einer Mutation assozi-
iert ist oder auch physiologisch in den Tumoren vorkommt. Anhand des vorliegenden Expres-
sionsmusters gibt es keine eindeutigen Hinweise, die auf eine Mutation von APC schlielen

lassen konnten.

Prognostisch scheint die APC-Expression in den untersuchten Tumoren keine Rolle zu
spielen. Eine membranstindige Expression wird zwar in einem Fall mit diffuser Anaplasie ge-
funden, jedoch ist aus diesem Einzelfall keine prognostische Wertigkeit ableitbar. Bei den Tu-
moren mit ausgeprigter Regression nach praoperativer Chemotherapie, d.h. Tumoren mit gu-
ter Chemosensitivitit, ldsst sich kein Expressionsmuster von APC erkennen. Nur im Blastem,
welches nach Chemotherapie als prognostisch ungiinstige Tumorkomponente angesehen wird,

findet sich eine ausschlieBlich zytoplasmatische Expression.
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Kolorektale Adenome als Vorlduferldsionen fiir Dickdarmkarzinome weisen eine im Ver-
gleich zu den Karzinomen verminderte Expression von APC auf [Fu et al. 2008]. Eine Ver-
minderung der APC-Expression in Nephroblastomatosen findet sich in den untersuchten Fal-
len nicht. Daher kann diese Analogie in der APC-Expression bei den Vorlduferldsionen des
Kolonkarzinoms bei Nephroblastomen nicht gezeigt werden.

Zusammenfassend lédsst sich aus den Ergebnissen der APC-Expression kein sicherer Hin-
weis auf das Vorliegen einer durch APC verursachten Storung des Wnt-Signalwegs bei Ne-
phroblastomen ableiten. Das Expressionsmuster ist mit einer physiologischen Funktion von
APC in den Tumorzellen vereinbar. Dennoch lédsst sich nicht ausschlieBen, dass trotz der un-
auffallig erscheinenden APC-Expression Mutationen im APC-Gen in den Tumoren vorhanden

sein konnten.

4.4 Ergebnisse der Expression von Axin 2

Axin 2 fungiert als negativer Regulator des Wnt-Signalweges und beeinflusst somit ver-
schiedene zelluldre Funktionen, insbesondere die Proliferation der Zellen [Kikuchi, 1999].
Weiterhin wirkt es bei der embryonalen Wirbelsdulenentwicklung mit. Diese unterschiedli-
chen Aufgaben erfiillen zwei verschiedene Doménen des Axin-Proteins [Fagotto et al. 1999].
Durch eine Komplexbildung mit APC und GSK3 kommt es zur Phosphorylierung und zum
Abbau von B-Catenin in Proteasomen. Dies hat eine verminderte Wachstumsrate der Zelle zur
Folge [Kikuchi, 1999], [Kishida et al. 1999], [Kadoya et al. 2000]. Die Funktion von Axin 2
wird durch einen negativen Feedbackmechanismus reguliert. f-Catenin aktiviert bei Abwesen-
heit von Axin 2 die Transkription von Axin 2. Bei ausreichenden Axin 2 Mengen wird B-Cate-
nin degradiert und dadurch die Aktivierung von Axin 2 gehemmt [Leung et al. 2002], [Kiku-
chi, 1999], [Fagotto et al. 1999].
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Abbildung 10: Axin im Wnt-Signalweg [Kikuchi, 1999]

Axin 2-Mutationen kdnnen entweder zu einer gesteigerten Expression des Proteins oder zu
einem Funktionsverlust fiihren. Eine Uberexpression induziert eine Phosphorylierung von
APC durch GSK3p und reduziert die -Catenin-Spiegel. Ein Verlust der Axin 2-Funktion hat
eine gesteigerte Aktivitdt von f-Catenin zur Folge. Die Funktionsverdnderungen des Axin 2-
Gens sind durch den mutierten Abschnitt des Gens bedingt. Eine Mutation in der APC- oder
Dsh-bindenden-Doméne fiihrt zur Reduktion des B-Catenin-Levels, wihrend Mutationen in
den B-Catenin-, GSK3p- und DIX-bindenden-Bezirken keinen Einfluss auf die Menge des
vorhandenen Onkoproteins haben [Fagotto et al. 1999], [Kishida et al. 1999], [Nakamura et al.
1998].

Bei einigen Kolonkarzinomen kénnen Axin 2 - Mutationen nachgewiesen werden, jedoch
keine APC- und B-Catenin-Mutationen. Diese Axin 2-Mutationen fiithren zur gesteigerten Ak-
tivierung der Transkription der Zielgene durch B-Catenin und begiinstigen das Zellwachstum
und die Tumorgenese [Leung et al. 2002]. Loss-of-function Mutationen kommen in einigen

Lebertumoren vor [Barker und Clevers, 2000]. In hepatozelluldren Karzinomen ist eine Inakti-
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vierung von Axin 2 in Tumoren ohne B-Catenin-aktivierende Mutation bekannt. Hierbei han-
delt es sich wahrscheinlich um Genverdnderungen in den -Catenin-bindenden Dominen des
Axins [Polakis, 2000]. Beim Lungenkarzinom reguliert Axin die Transkription von B-Catenin
herunter und hemmt so die Proliferation und das invasive Wachstum der Tumorzellen [ Yang et
al. 2010].

In Wilms-Tumoren koénnen sog. 'silent mutations' im Axin-Gen auftreten, d.h. Mutationen,
die keine Anderung der Aminosiuresequenz bedingen. Ein ursichlicher Zusammenhang von
Axin 2 - Mutationen bei der Entstehung der Nephroblastome kann aber bisher nicht nachge-
wiesen werden [Miao et al. 2002]. Axin wird normalerweise iiberwiegend im Zytoplasma und
teilweise in der Zellmembran exprimiert. Dieses Expressionsmuster kann sich in Abhéngig-
keit von der Lokalisation der Mutation &ndern. Bei Mutationen der GSK3- und p-Catenin-
bindenden Doménen findet sich keine Expression im Bereich der Zellmembran. Bei Deletion
der COOH-Doméne kommt es hauptsdchlich zu einer Zellmembran-Expression des Proteins
und bei Mutation des NH2-Abschnitts vor allem zu einer zytoplasmatische Expression. Dem-
gegeniiber haben Mutationen in der APC-bindenden Domine keinen Einfluss auf das Expres-
sionsmuster. Das Muster kann daher ein indirekter Hinweis auf eine Mutation im Axin 2-Gen
sein [Fagotto et al. 1999]. Eine nukledre Expression von Axin 2 ist bisher in keiner Studie be-

schrieben worden.

In den untersuchten Nephroblastomen dieser Arbeit findet sich im Tumorepithel in 18,2%
der Fille eine membranstindige, in 63,6% der Fille eine zytoplasmatische und in 45,5% der
Fille eine nukledre Expression von Axin 2. In der Blastem-Komponente zeigt sich in 63,3%
der Fille eine Expression im Zytoplasma und in 43,3% der Félle im Zellkern. Die Stroma-
komponente weist in 59,5% der Fille eine zytoplasmatische, in 27,0% der Félle eine nukleére
und in 2,7% der Fille eine membranstindige Expression auf. Eine Koexpression im Zytoplas-
ma und im Zellkern findet sich in 30,3% der Fille mit epithelialer Komponente, in 26,7% der
Félle mit Blastemkomponente sowie in 10,8% der Fille mit Stromadifferenzierung. Die Ne-
phroblastomatose hat ein ganz ein dhnliches Expressionsmuster. Der zytoplasmatische und
membranstindige Nachweis von Axin 2 entsprichen der physiologischen Expression. Die nu-
kledre Expression ist bisher in der Literatur nicht beschrieben worden. Es wére daher denkbar,

dass diese nukledre Expression durch Mutationen bedingt sein konnte. Hierzu wiirde auch
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passen, dass die nukledre Expression mit Ausnahme eines Falles nur in den Nephroblastomen
zu sehen war, jedoch nicht in der ebenfalls in der Niere vorhandenen Nephroblastomatose. Es
wire moglich, dass dieses verdnderte Expressionsmuster erst durch eine im Nephroblastom
auftretende Genverdnderung verursacht wird, die in den Vorlduferldsionen noch nicht nach-
weisbar ist.

In Bezug auf das Ausbreitungsstadium der Tumoren ldsst sich kein Unterschied zwischen
den verschiedenen Stadien und einer Axin 2-Expression zeigen. Daher hat die Axin 2-Expres-

sion wahrscheinlich keine prognostische Bedeutung fiir die Patienten.

Bei Lungenkarzinomen kann gezeigt werden, dass eine geringere Invasivitit und vermin-
derte Proliferation im Tumor auftritt, wenn eine Mutation in der B-Catenin-Doméne des Axins
vorliegt [Yang et al. 2010]. Eine membranstindige Expression von Axin 2 tritt bei dieser
Form der Mutation nicht auf [Miao et al. 2002]. In den untersuchten Nephroblastomen findet
sich meist nur in einzelnen Tumorkomponenten eine fehlende membranstindige Expression
von Axin 2 bei sonst deutlicher Expression im Zytoplasma oder im Zellkern. In Tumoren mit
fortgeschrittenem Ausbreitungsstadium sowie Tumoren der hohen Risikogruppe zeigt sich
teilweise ebenfalls eine fehlende membranstindige Axin 2-Expression. Da man davon ausge-
hen muss, dass diese Tumoren primir ein aggressiveres Wachstumsverhalten aufweisen als
Tumoren niedriger Ausbreitungsstadien bzw. der intermedidren Risikogruppe, ist nicht anzu-
nehmen, dass die Tumore Axin 2-Mutationen aufweisen, wie fiir Lungenkarzinome mit gerin-
gerer Invasivitdt beschrieben [Yang et al. 2010]. Dies passt auch dazu, dass Mutationen im

Axin 2-Gen bei Nephroblastomen bisher nicht beschrieben werden.

4.5 Ergebnisse der Expression von Mitf 2

Der 'microphthalmia-associated transcription factor' (Mitf) spielt eine wichtige Rolle in der
Regulation der Differenzierung und Entwicklung des retinalen Pigmentepithels im Auge und
fordert dazu entsprechende Melanogeneseenzyme. Hierbei ist Mitf im Zellkern in die Regula-
tion des Zellzyklus von Melanozyten-Stammzellen involviert. Des weiteren interagiert Mitf
mit Lefl, einem Transkriptionsfaktor des Wnt-Signalwegs und greift so in die Zelldifferenzie-

rung und Zellproliferation ein [Saito et al. 2003]. Es arbeitet auch direkt mit B-Catenin, dem
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wichtigsten Regulator der Wnt-Kaskade, zusammen [Shibahara et al. 2001], [ Yasumoto et al.
2002], [Schepsky et al. 2006].

Im weiteren wird nur auf die Rolle von Mitf 2 im Wnt-Signalweg eingegangen. Mitf 2
weist eine Bindungsstelle fiir Lefl auf, woriiber Mitf die Expression von c-myc sowie cyclin
D1 induzieren kann und dadurch ein positiver Feedbackmechanismus entsteht. Weiterhin exis-
tiert eine Domaéne fiir -Catenin, um eine Verkniipfung zu den Transkriptionsfaktoren Tcf/Lefl
herstellen zu konnen und B-Catenin als Koaktivator zu nutzen. Diese beiden Mechanismen re-
gulieren sich gegenseitig. Durch Aktivierung des Wnt-Pathways wird Mitf aktiviert und for-
dert die Transkription. Der genaue Mechanismus ist jedoch noch unklar [Schepsky et al.
2006].

Gezeigt werden kann, dass eine Uberexpression von Mitf die Transkription durch den B-
Catenin-Tcf-Komplex vermindert. Umgekehrt wird aber auch die Aktivitit der Mitf-abhénigen
Transkription gesenkt, wenn B-Catenin vermehrt vorkommt. Mutationen im Mitf-Gen fiihren
dazu, dass zwar B-Catenin noch gebunden werden kann, aber es nicht mehr zur Aktivierung
der Transkription kommt [Schepsky et al. 2006].

Mitf-Amplifikationen werden in Melanomen beschrieben. Hier treten sie in 10-20% der
Félle auf, und zwar bevorzugt bei metastasierten Fillen. Mutationen treten ebenfalls in einzel-
nen Fillen auf [Cronin et al. 2009].

Mitf wird in Melanomen in variablem Umfang exprimiert und zeigt eine hohe Spezifitit
fiir diese Tumorentitét [Levy et al. 2006], [Miettinen et al. 2001], [King et al. 1999], [Miller et
al. 2004], [Steingrimsson et al. 2004]. Die Mitf-Expression ist in metastasierten Melanomen
reduziert, mit Ausnahme der Félle mit einer Amplifikation [Levy et al. 2006]. Weiterhin wird
Mitf in Klarzellensarkomen der Weichteile nachgewiesen [Davis et al. 2006]. Auch Angio-

myolipome der Niere exprimieren dieses Protein [Zavala-Pompa et al. 2001].

In den untersuchten Nephroblastomen kann eine nukledre Expression in der Epithelkompo-
nente in 6,1% der Fille, in der Stromakomponente in 13,5% der Fille und in dem Epithelan-
teil der Nephroblastomatose in 11,8% der Félle nachgewiesen werden. Im Blastem der Tumo-
ren zeigt sich keine Mitf-Expression. Alle Tumore mit Mitf-Expression gehoren zu der inter-
medidren Risikogruppe und es sind alle SIOP-Stadien von I bis III vertreten. Die Ursache fiir

die Expression von Mitf in Nephroblastomen geht aus den Untersuchungen nicht hervor. Es
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ist nicht wahrscheinlich, dass Amplifikationen fiir diese Expression verantwortlich sind.
Denkbar ist, dass Storungen bei den Interaktionspartnern, wie Lefl, fiir die Expression aus-

schlaggebend sind.

4.6 Resumé der immunhistochemischen Ergebnisse im Zusammenhang

In allen untersuchten Nephroblastomen wurde eine Mutation im WTX-Gen nachgewiesen.
Beim WTX-Gen handelt es sich um ein Tumorsuppressorgen auf dem X-Chromosom, wel-
ches bei 6-30% der Nephroblastome vorkommt. Die Mutationen isind zwischen weiblichen
und ménnlichen Patienten gleichermallen verteilt. Mutationen im WTX-Gen konnen bereits in
Nephroblastomatosen auftreten, die als Vorlduferldsionen des Wilms-Tumors gelten. Die Be-
deutung einer WTX-Mutation ist bisher nicht geklért. Es kann bisher keine klinische Relevanz
fiir die Prognose der Patienten gezeigt werden [Fukuzawa et al. 2010], [Wegert et al. 2009],
[Ruteshouser et al. 2008]. WTX ist in dem Wnt-Signalweg involviert. Es bildet einen Teil des
Komplexes zum Abbau von B-Catenin und ist somit flir dessen Abbau notwendig [Major et al.
2007]. Da alle untersuchten Nephroblastome eine WTX-Mutation aufweisen, haben wir an-
fangs die Hypothese aufgestellt, dass moglicherweise in allen Tumoren eine Stérung des Wnt-
Pathways auftreten konne. Diese konne sich in einer nukleéren Expression von B-Catenin dar-
stellen, weil der Abbau von B-Catenin aufgrund des fehlenden oder gestérten WTX-Proteins
verhindert wiirde [Major et al. 2007].

Eine nukledre Expression von B-Catenin kann man als Storung des Wnt-Pathways im wei-
teren Sinn ansehen. Ein Nachweis von B-Catenin im Zellkern findet sich in den untersuchten
Féllen nur in Tumoren mit bekannter B-Catenin-Mutation und davon nur in der Stromakompo-
nente in 60% der Félle. Alle anderen Félle zeigen eine als normal anzusehende Expression im
Bereich der Zellmembran oder im Zytoplasma. Bei den Nephroblastomatosen war keine nu-
kledre Expression zu sehen.

Eine Verdnderung der APC-Expression im Vergleich zur normalen Niere stellt sich in unse-
rem Untersuchungsgut nicht heraus. Eine vermehrte nukledre Expression, wie sie in einer wei-
teren Untersuchung zu finden ist [Maschietto et al. 2008], kann hier nicht bestitigt werden.
Dieses ist moglicherweise damit zu erkldren, dass einerseits bei den hier untersuchten Féllen

ausschlieBlich Tumore mit einer WTX-Mutationen untersucht werden (liber die Anzahl von
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WTX-Mutationen liegen in der Publikation von [Maschietto et al. 2008] keine Angaben vor),
andererseits konnen auch unterschiedlich sensitive immunhistochemische Nachweismethoden
verwendet worden sein.

Mitf wird in der normalen Niere nicht exprimiert. Der Nachweis einer Mitf-Expression in
einem kleiner Teil der untersuchten Fille (in der Epithelkomponente in 6,1% der Fille in der
Stromakomponente in 13,5% der Fille) konne ein Hinweis dafiir sein, dass die Mitf-Expressi-
on in diesen Tumoren aktiviert wird und moglicherweise Ausdruck einer Stérung des Wnt-Pa-
thways darstellt.

Besonders interessant sind die Ergebnisse der Axin 2-Expression in den untersuchten Tu-
moren. In den Tumoren findet sich zwar {iberwiegend eine zytoplasmatische und auch mem-
branstindige Expression dieses Proteins, jedoch war zusétzlich in bis zu 45% der Félle auch
eine Kernexpression vorhanden. Man muss davon ausgehen, dass es zu einer Verlagerung des
Axins in den Zellkern gekommen ist. Im Vergleich zwischen der Axin 2- und B-Catenin-Ex-
pression zeigt sich, dass eine starke Expression von B-Catenin in der Zellmembran mit einer
schwachen Expression von Axin 2 im Zytoplasma einhergeht. Im Gegensatz dazu ist eine star-
ke zytoplasmatische Axin 2-Expression hdufig mit einer verminderten bzw. fehlenden Expres-
sion von B-Catenin verbunden. Bei den Tumoren mit starker Axin 2-Expression im Zytoplas-
ma spricht die fehlende bzw. reduzierte -Catenin-Expression fiir einen funktionierenden Ab-
bauprozess des B-Catenins. Dieser findet anscheinend auch bei Anwesenheit eines mutierten
WTX-Gens statt. Demgegeniiber konne die nur schwache Axin 2-Expression bei starker Ex-
pression von B-Catenin fiir einen Verminderten Abbau des B-Catenins sprechen, der mogli-
cherweise durch eine Stérung der Axin 2-Funktion bedingt ist. Ob die WTX-Mutation dabei
eine Rolle spielt, bleibt ungeklért. Auch die bisher nicht beschriebene nukledre Axin 2-Ex-
pression konne ein wichtiger Hinweis fiir eine Stérung des Wnt-Pathways in Nephroblasto-

men zumindest mit WTX-Mutationen darstellen.
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5 Ausblick

Die erhobenen Ergebnisse zeigen, dass der Wnt-Pathway in Nephroblastomen in den unter-
suchten Tumoren bei Vorhandensein einer WTX-Mutation Auffélligkeiten zeigt. Um die Ursa-
chen fiir die Verdnderungen besser verstehen zu konnen, sollten Mutationsanalysen des Axin 2
-Gens in den Féllen mit einer nukledren Expression angeschlossen werden. Auch sollten die
Untersuchungen auf Tumoren, die keine WTX-Mutation aufweisen, vergleichend ausgedehnt

werden, um die Rolle von WTX im Wnt-Pathway bei Nephroblastomen besser zu verstehen.

6 Zusammenfassung und Schlussfolgerungen

Fiir die vorliegende Arbeit wurden 39 Nephroblastome hinsichtlich des Wnt-Pathways un-
tersucht. In allen Fillen war im molekulargenetischen Referenzlabor der Nephroblastomstudie
der Deutschen Gesellschaft fiir Padiatrische Onkologie und Hédmatologie (GPOH) in Wiirz-
burg (Leiter: Prof. Dr. M. Gessler) eine WTX-Mutation nachgewiesen. 5 Félle wiesen zusétz-
lich auch eine B-Catenin-Mutation auf. Alle Tumoren wurden noch einmal nach der SIOP-
Klassifikation fiir kindliche Nierentumoren untersucht. Die Tumorpriparate wurden nach ei-
ner primdre Chemotherapie reseziert. Alle SIOP-Stadien sowie Tumoren der sog. intermedi-
aren und hohen Risikogruppe waren in dem Untersuchungsgut enthalten. Eine Nephroblasto-
matose wurde bei 17 Priparaten nachgewiesen.

Priméres Ziel der Arbeit war es, immunhistochemische Marker zu finden, anhand derer
man einen Wilms-Tumor von seiner Vorlduferldsion, der Nephroblastomatose, unterscheiden
kann, um moglicherweise die Therapie anzupassen. Als eine Unterscheidungsmoglichkeit
wurde der B-Catenin-Pathway angesehen, da einerseits Mutationen im B-Catenin-Gen in Ne-
phroblastomen bekannt sind, andererseits WTX-Mutationen existieren. Ebenfalls wire durch
WTX eine Beeinflussung des Wnt-Pathways moglich, welche unterschiedlich zwischen Ne-
phroblastomatosen und Wilms-Tumoren sein kdnnte.

Fiir diese Untersuchungen wurden immunhistochemische Untersuchungen mit Antikdrpern
gegen B-Catenin, Axin 2, APC und Mitf 2 durchgefiihrt und dann mikroskopisch ausgewertet.

Es handelt sich hierbei um Komponenten des Wnt-Signalweges, die fiir die Zellproliferation
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und -differenzierung verantwortlich sind. In anderen Tumoren werden diese Proteine teils

schon als prognostische Marker eingesetzt.

Eine aberrante B-Catenin-Expression fand sich nur in Tumoren mit bekannter Mutation in
diesem Gen. Interessanterweise zeigte sich die nukledre Expression von B-Catenin in diesem
Tumoren nur in 60% der Félle und auch nur in der Stromakomponente des Wilms-Tumors. In
allen anderen Tumoren wurde B-Catenin sowohl in der Epithelkomponente als auch im Blas-
tem sowie im Stroma exprimiert, wobei eine membranbetonte Expression vermehrt in den
epithelialen Anteilen zu sehen war. Dieser Unterschied zeigte sich auch in den verschiedenen
Komponenten der Nephroblastomatose. Eine Abgrenzung zwischen Nephroblastom und Ne-
phroblastomatose anhand er B-Catenin-Expression war nicht moglich.

Die Untersuchung der APC-Expression ergab, dass eine vermehrte membranstindige Ex-
pression in den Tumoren vorlag. Eine nukleére Expression, wie von anderen Autoren gefun-
den worden ist, konnte nicht gezeigt werden. Einen Unterschied zwischen den Nephroblasto-
men und Nephroblastomatosen fand sich nicht.

Ungewdhnlich war die nukledre Expression von Axin 2 in einem gréferen Teil der Tumore.
Diese nukledre Expression fand sich auch nur in den Nephroblastomen, jedoch nicht in den
Nephroblastomatosen. Die Ursache dieser nukledren Expression blieb unklar, jedoch sprach
das Fehlen der nukledren Expression in den Nephroblastomatosen fiir eine auf die Nephro-
blastome beschrinkte Funktionsédnderung dieses Proteins.

Mitf wurde in einem Teil der Tumoren exprimiert, obwohl dieses Protein physiologischer-
weise nicht in der Niere exprimiert wird bzw. mittels Immunhistochemie nicht nachweisbar
war. Dieser Befund sprach dafiir, dass in diesen Tumoren eine Aktivierung von Mitf vorlag

und dies einer mdglichen Stérung des Wnt-Pathways entsprach.

Zusammenfassend zeigte sich, dass man mittels der untersuchten Proteine (mit Ausnahme
einer nukledren Axin 2-Expression) zwischen Nephroblastomen und den Nephroblastomato-
sen als Vorlduferldsionen nicht sicher unterscheiden kann. Die Ergebnisse hatten aber Verin-
derungen in der Expression einzelner Proteine ergeben, die auf eine Storung des Wnt-Pa-
thways in Nephroblastomen schlieBen lassen. Mittels molekulargenetischen Techniken miiss-

ten die Proteine codierenden Gene weiter untersucht werden.
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