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1.1 Maligne Keimzelltumoren des Hodens

Maligne Keimzelltumoren des Hodens (TGCT) sind seltene Tumoren (<1% aller
malignen Neubildungen bei Mannern), aber in der Altersklasse zwischen dem 20.
und 40. Lebensjahr sind sie die haufigsten bdsartigen soliden Tumoren (Ekbom and
Akre 1998; Looijenga and Oosterhuis 1999). Die Inzidenz der TGCT betragt in
Deutschland derzeit 9/100.000 mannliche Einwohner, weist aber geographisch
erhebliche Unterschiede auf. Wahrend die Neuerkrankungsrate in nordeuropéischen
Landern sowie Nordamerika zwischen 8-10/100.000 Mé&nner betragt, ist sie in
asiatischen und afrikanischen Bevolkerungen deutlich niedriger (<2/100.000 M&nner)
(Krege et al. 2008a; Parkin et al. 2001). Interessanterweise zeigt die Inzidenz der
TGCT in den westlichen Industrielandern in den letzten 5 Jahrzehnten aus bisher
ungeklarten Grinden einen kontinuierlichen Anstieg (Bokemeyer et al. 1992; Vilar et
al. 2006). Als gesicherte Risikofaktoren fir die Entwicklung der TGCT gelten der
Kryptorchismus, kontralaterale TGCT sowie die familiare Belastung, wobei das
Risiko um das 4-10-fache gesteigert ist. Kontrovers werden weitere Faktoren wie
Infertilitdt, Hodenatrophie, Inguinalhernie, Hodentrauma oder der miutterliche
Hormonspiegel diskutiert (Dieckmann and Pichlmeier 2004; Looijenga 2009).
Besondere Beachtung fand in juingster Zeit das testikuldare Dysgenesie-Syndrom
(TDS), das sowohl funktionelle Stérungen wie abnorme Spermatogenese als auch
anatomische Fehlentwicklungen wie Hypospadie und histopathologische
Veranderungen wie Mikrolithiasis beinhaltet. (Hoei-Hansen et al. 2003; Skakkebaek
et al. 2001). Auch das testikulare Dysgenesie-Syndrom scheint mit der Entwicklung
von TGCT in Verbindung zu stehen (Cools et al. 2006).

Die TGCT werden Kklinisch und morphologisch, aber auch aufgrund ihres
biologischen Verhaltens entsprechend der WHO-Klassifikation in 3 Gruppen unterteilt
(Eble et al. 2004). Die Gruppe | der TGCT tritt im 1-4. Lebensjahr auf und beinhaltet
Teratome und Dottersacktumoren. Nach der Pubertat manifestieren sich die TGCT
der Gruppe I, die in Seminome und Nicht-Seminome unterteilt werden. Das
spermatozytare Seminom, welches in der Regel bei alteren Mannern auftritt, bildet
die Gruppe Il (Looijenga and Oosterhuis 1999; Oosterhuis and Looijenga 2005).



1 Einleitung

Teratome der Gruppe I-Tumoren werden als benigne eingestuft und zeigen keine
Metastasierung, wahrend die Dottersacktumoren maligne sind und haufig bei
Diagnosestellung bereits metastasiert vorliegen (Gobel et al. 2000). Spermatozytare
Seminome der Gruppe Il sind sehr selten und in der Regel als gutartige Tumoren
einzustufen. Sehr selten kdnnen sie in hochmaligne Weichgewebstumoren
Ubergehen (Eble 1994). Die mit Abstand gro3te Gruppe der TGCT, die Seminome
und Nicht-Seminome der Gruppe Il, sind allesamt maligne Tumoren. Im Gegensatz
zu den TGCT der Gruppe | und Il haben die TCGT der Gruppe Il eine gemeinsame
nicht-invasive Vorlauferlasion, die lange Zeit als atypische Keimzellhyperplasie,
Carcinoma in situ (CIS), Seminoma in situ oder testikulare intratubulare Neoplasie
(TIN) bezeichnet wurde. Nach der aktuellen WHO-Klassifikation soll sie die
Bezeichnung intratubuléare Keimzellneoplasie (intratubular germ cell neoplasia
unclassified, IGCNU) tragen (Eble et al. 2004; Skakkebaek 1972). Dass die IGCNU
die Vorlauferlasion der TGCT darstellt, l&sst sich auch daran ablesen, dass sie in der
Regel auch in Nachbarschaft zu invasiven TGCT zu finden ist, allerdings haufiger in
Verbindung mit nicht-seminomatdésen Tumoren als mit Seminomen (Oosterhuis et al.
2003). Die IGCNU reprasentiert eine obligate Prakanzerose, wobei etwa die Halfte
der betroffenen Patienten nach 5 Jahren einen invasiven TGCT entwickelt.
Interessanterweise ist die Zeit bis zur Entwicklung eines nicht-seminomatésen TGCT
um etwa 10 Jahre kirzer als bei der Entstehung eines seminomatésen Tumors
(Hoei-Hansen et al. 2005; van Casteren et al. 2008). Etwa die Halfte der TGCT der
Gruppe Il sind Seminome, welche in klassische Seminome, Seminome mit
synzytiotrophoblastdren Zellen und Seminome mit hoher mitotischer Aktivitat
unterteilt werden (Eble et al. 2004; Holzik et al. 2008). Die Seminome treten mit
einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 37 Jahren auf und zeigen
makroskopisch eine homogene grauweil3e Schnittfliche mit Nekrosen und
Einblutungen. Histologisch sind grofRe runde Zellen mit deutlichem Nukleolus
nachweisbar, die von Bindegewebssepten umgeben sind und dichte lymphozytare
Begleitinfiltrate aufweisen. Die Nicht-Seminome, die 40% der TGCT der Gruppe Il
ausmachen, werden entsprechend ihrem histologischen Erscheinungsbild und in
abfallender Haufigkeit in embryonale Karzinome, Teratome, Dottersacktumoren und
Chorionkarzinome unterschieden und treten mit einem mittleren Erkrankungsalter
von 27 Jahren auf. Embryonale Karzinome sind makroskopisch haufig kleiner als

Seminome, weisen Nekrosen, Blutungen oder Zysten auf und zeigen histologisch
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solide, drusige oder papillare Strukturen. Teratome bestehen aus Abkdmmlingen
aller 3 Keimblatter (Endoderm, Mesoderm, Ektoderm) und zeigen daher histologisch
ein ,buntes” Bild. Dottersacktumoren prasentieren eine gelblich schleimige
Schnittflache und mikroskopisch ein heterogenes Bild. Charakteristisch sind die
Schiller-Duval-Kérperchen, um ein zentrales Blutgefal3 angeordnetes Bindegewebe
mit atypischen Zellen. Chorionkarzinome sind nicht selten kleine Tumoren, die
makroskopisch als hamorrhagische und nekrotische Knétchen imponieren und
histologisch zytotrophoblastdre und synzytiotrophoblastare Zellen zeigen. Die
restlichen 10% der TGCT der Gruppe II machen Mischtumoren aus, die sowohl
seminomatése als auch nicht-seminomatdse Komponenten enthalten (Bocker et al.
2008; Eble et al. 2004; Honecker et al. 2004; Kumar et al. 2009; Riede et al. 2004).

Neben dem Hoden als Primérlokalisation kénnen TGCT in seltenen Fallen auch
korrespondierend zu der embryonalen Wanderungsstrecke primordialer Keimzellen
entlang der Mittellinie des Korpers retroperitoneal, mediastinal oder im Gehirn
auftreten (Honecker et al. 2004). TGCT werden Klinisch meist durch eine
schmerzlose Hodenschwellung auffallig. Wesentlich seltener treten eine
schmerzhafte Hodenschwellung oder Symptome wie Ruckenschmerzen, Dyspnoe
oder eine retroperitoneale, mediastinale oder supraklavikulare Raumforderung, die
durch eine Metastasierung hervorgerufen werden, auf. Die Prognose fir Patienten
mit einem malignen Keimzelltumor des Hodens ist sehr gut, was im Wesentlichen auf
die hohe Chemo- und Radiosensitivitdt der TGCT zurlckzuflhren ist. So betragt die
5-Jahres-Uberlebensrate bei nicht metastasierten Tumoren (iber 95% und bei bereits

metastasierten Tumoren etwa 80% (Krege et al. 2008a; Krege et al. 2008b).

1.2 Immunhistochemische Diagnostik maligner Keimzelltumoren
des Hodens

Neben der Morphologie sind fur die exakte Diagnose der TGCT
immunhistochemische Untersuchungen notwendig. Durch Anwendung
unterschiedlicher Tumor-spezifischer Antikérper konnen die einzelnen histologischen
Entitdten der TGCT als auch die IGCNU diagnostiziert werden. In der Vergangenheit
wurden bereits einzelne immunhistochemische Marker zur Diagnostik von malignen
Keimzelltumoren des Hodens etabliert und angewandt, wobei Pan-Zytokeratin (Pan-

3
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CK), die plazentare alkalische Phosphatase (PLAP), CD 30, a-Fetoprotein (AFP) und
B-humanes Choriongonadotropin (B-HCG) die bekanntesten Vertreter darstellen.
Zytokeratin ist ein zytoplasmatisch lokalisiertes Intermediarfilament, das im
Zytoskelett epithelialer Zellen exprimiert wird. In unterschiedlichen Studien konnte
gezeigt werden, dass embryonale Karzinome, Teratome, Dottersacktumoren und
Chorionkarzinome eine Expression von Zytokeratin zeigen, wohingegen die
Expression von Zytokeratin in Seminomen heterogen beschrieben wird. (Battifora et
al. 1984; Eglen and Ulbright 1987; Fogel et al. 1990; Miettinen et al. 1985).

PLAP ist ein membrangebundenes Glykoprotein, das physiologisch von der Plazenta
produziert wird. Als einer der ersten Marker wurde PLAP in TGCT untersucht und die
durchgefuhrten Studien zeigten, dass IGCNU und Seminome eine Expression der
PLAP zeigen. Auch fir embryonale Karzinome wurde partiell eine Expression der
PLAP beschrieben, wahrend Dottersacktumoren und Chorionkarzinome ein
heterogenes Bild présentierten und Teratome nur in wenigen Einzelfallen eine
Anfarbbarkeit zeigten (Beckstead 1983; Burke and Mostofi 1988; Paiva et al. 1983;
van Casteren et al. 2008; Wick et al. 1987).

CD 30 ist ein Mitglied der Tumor-Nekrosefaktor-Familie, welches 1982 von Schwab
et al. als Marker der Hodgkin- und Reed-Sternberg-Zellen eines klassischen
Hodgkin-Lymphoms  beschrieben wurde. In zahlreichen Studien wurde
nachgewiesen, dass embryonale Karzinome ebenfalls CD 30 exprimieren. Alle
anderen histologischen Entitaten der TGCT inklusive der IGCNU zeigen keine
Expression von CD 30 (Gopalan et al. 2009; Lau et al. 2007; Leroy et al. 2002;
Schwab et al. 1982).

AFP ist ein Glykoprotein, das normalerweise vom Dottersack sowie der fotalen Leber
und dem Gastrointestinaltrakt produziert wird. Darlberhinaus ist bekannt, dass AFP
ebenso wie B-HCG ein Serummarker fur TGCT darstellt. Dottersacktumoren zeigen
immunhistochemisch in der Regel eine Expression von AFP. Interessanterweise ist
fur wenige Félle eines embryonalen Karzinoms eine Expression von AFP festgestellt
worden (de Matteis and Silverio 1987; Eglen and Ulbright 1987; Jacobsen and
Jacobsen 1983; Morinaga et al. 1983).

B-HCG ist ein von Synzytiotrophoblasten produziertes Glykoprotein und dient als
klassischer Tumormarker bei TGCT. Mehrere immunhistochemische Studien zeigten
eine Expression von BR-HCG in Chorionkarzinomen, wohingegen Seminome und

embryonale Karzinome keine Expression zeigten. Es ist jedoch bekannt, dass
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Seminome mit synzytiotrophoblastaren Zellen eine Expression von R-HCG in den
Synzytiotrophoblasten zeigen (de Matteis and Silverio 1987; Morinaga et al. 1983).

In jingster Zeit wurden weitere neue immunhistochemische Marker fur die Diagnostik
von malignen Keimzelltumoren des Hodens in kleinen Fallserien und nicht fur alle
histologischen Entitdten beschrieben, die im Nachfolgenden vorgestellt werden
sollen.

Oct-3/4 (Octamer-binding protein-3/4, Synonym: POU domain class 5, transcription
factor 1, POUSF1) ist ein Transkriptionsfaktor, der fur die Pluripotenz embryonaler
Stammzellen von entscheidender Bedeutung ist. Verschiedene Studien an kleineren
Fallserien haben gezeigt, dass Oct-3/4 ein zuverlassiger Marker fur die Diagnostik
von IGCNU, Seminomen und embryonalen Karzinomen ist. Im Gegensatz dazu
konnte fiir alle anderen histologischen Entitaten der TGCT keine Expression von Oct-
3/4 nachgewiesen werden. (de Jong et al. 2005; Gopalan et al. 2009; Looijenga et al.
2003; Santagata et al. 2007).

Sox2 (SRY-box containing gene 2) gehort zur Familie der Sox-Proteine und ist ein
weiterer Transkriptionsfaktor, der neben Oct-3/4 in der Entwicklung embryonaler
Stammzellen eine zentrale Rolle spielt. In wenigen immunhistochemischen
Untersuchungen konnte nachgewiesen werden, dass embryonale Karzinome und
epitheliale Tumoranteile eines Teratoms eine Expression von Sox2 besitzen.
Desweiteren konnte eine Expression von Sox2 in Sertoli-Zellen beobachtet werden
(de Jong et al. 2008; Gopalan et al. 2009; Santagata et al. 2007).

CD 117 (c-kit) ist eine Rezeptor-Tyrosinkinase und in vielen Studien in Verbindung
mit TGCT untersucht worden. In diesen Studien ist eine deutliche Expression von CD
117 in IGCNU sowie Seminomen festgestellt worden, wahrend nicht-seminomatose
Tumoren nur in einzelnen Fallen eine Expression zeigten (Gopalan et al. 2009; Lau
et al. 2007; Leroy et al. 2002; Rajpert-De Meyts and Skakkebaek 1994).

Podoplanin ist ein Muzin-&hnliches Glykoprotein, welches von einer Vielzahl
unterschiedlicher  Zelltypen (u.a. Endothelien von Lymphgefaen und
Mesothelzellen) exprimiert wird und von dem monoklonalen Antikdrper D2-40
erkannt wird. Seminome und IGCNU zeigten in den wenigen bisher vorliegenden
Studien eine Expression von D2-40, wahrend Nicht-Seminome keine oder nur eine
vereinzelte Expression von D2-40 zeigten (Lau et al. 2007; Marks et al. 1999; Sonne
et al. 2006; Yu et al. 2007).
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CD 9 ist ein Mitglied der Tetraspanin-Familie, die transmembrantse Glykoproteine
reprasentieren. Es existiert nur eine Studie Uber immunhistochemische
Untersuchungen von CD 9 in Verbindung mit TGCT. Diese zeigte eine Expression
von CD 9 in IGCNU, Seminomen und embryonalen Karzinomen. Die Expression von
CD 9 in anderen nicht-seminomatdsen Tumoren ist bisher nicht untersucht worden
(Biermann et al. 2007b; Kanatsu-Shinohara et al. 2004; Kawashima et al. 2002).
Tabelle 1 zeigt eine Ubersicht lber die Antikérper und ihre immunhistochemische
Expression in TGCT, wie sie in der zitierten Literatur beschrieben wurde.

Tabelle 1: Immunhistochemisches Expressionsprofil von TGCT

Histologie Marker
Pan-CK PLAP CD30 AFP R-HCG Oct-3/4 Sox2 CD117 D240 CD9
IGCNU + + - - - + - + + +
SE +/- + - - - + - + + +
EC + + + -+ - + + - -+ +
TE + +- - -1+ n.u.
DST + +/- - + - - - - -/+ n.u.
CC + +/- - - + - - - - n.u.
+= positive Expression, -= negative Expression, +/-= heterogenes Expressionsprofil, n.u.= nicht
untersucht

1.3 Die Tissue-Microarray-Technik

Tissue-Microarrays (TMAS) sind Paraffin-Gewebeblocke, die nicht nur Gewebe von
einem Patienten enthalten, sondern in Form kleiner Stanzzylinder Gewebe von vielen
verschiedenen Patienten. Erstmals beschrieben wurde diese Technik 1986 und in
den nachfolgenden Jahren wurde sie weiterentwickelt und modifiziert (Battifora 1986;
Kononen et al. 1998). Je nach Gewebebeschaffenheit und anzustrebender
Untersuchungstechnik ist es mdglich, bis zu 1000 und auch mehr Gewebeproben auf
einen Paraffinblock zu tbertragen und Untersuchungen daran vorzunehmen. Neben
der Immunhistochemie, die in dieser Arbeit in Verbindung mit TMAs angewendet
wurde, ist es auch mdglich, andere Untersuchungstechniken wie die Fluoreszenz-in-
situ-Hybridisierung anzuwenden (Skacel et al. 2002). Gegenuber der bisher
durchgefuhrten Untersuchung von einzelnen Gewebeblocken hat die TMA-Technik
den Vorteil, eine groRe Probenanzahl durch vergleichsweise wenig Aufwand und
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Kosten zu untersuchen. DarlUber hinaus unterliegen alle Gewebeproben eines TMA
den gleichen Untersuchungsbedingungen, wodurch eine direkte Vergleichbarkeit des
Gewebes gewahrleistet ist. Durch Entnahme von Gewebezylindern von nur wenigen
Millimetern Durchmesser wird der Originalgewebeblock nur gering zerstort und kann
Zu einem spateren Zeitpunkt fur weitere Untersuchungen genutzt werden (Kononen
et al. 1998). Als ein Nachteil dieser Methode wurde diskutiert, ob eine Gewebeprobe
von so geringem Durchmesser einen Tumor in seiner ganzen Heterogenitét
reprasentieren kann. Mehrere Studien konnten dieses Argument entkréaften,
allerdings wurde empfohlen, zur Erzielung der Reprasentativitat, pro Gewebeblock
mehr als eine Stanze zu entnehmen (Camp et al. 2000). Ein weiterer Nachteil ist das
Verschwinden einzelner Stanzen auf dem spater angefertigten Schnittpraparat durch
Schneiden des Paraffin-Gewebeblocks sowie weiterer Prozeduren, denen der Schnitt
durch Untersuchungsmethoden obliegt (Jawhar 2009; Voduc et al. 2008).

1.4  Zielsetzung

Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, bereits bekannte und etablierte als auch
neue immunhistochemische Marker fur die Diagnostik maligner Keimzelltumoren des
Hodens anhand eines groRRen Patientenkollektivs mittels Tissue-Microarrays zu
untersuchen und einen immunhistochemischen Algorithmus fur die Diagnostik von
TGCT zu entwickeln.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

Die in Paraffinblocke eingebetteten Gewebeproben wurden freundlicherweise von

der Abteilung Pathologie des Universitatsklinikums Goéttingen zur Verfigung gestellt.

2.1.1 Verwendete Gerate

Gerat

Hersteller

Arrayer Booster

Alphelys, Plaisir, Frankreich

Dampfgarer Multi-Gourmet

Braun, Melsungen, Deutschland

Digitale Farbkamera DP20

Olympus, Hamburg, Deutschland

Kihlplatte

Kunz Instruments, Nynashamn,
Danemark

Kuhl- und Gefrierkombination

Bosch, Miinchen, Deutschland

Lichtmikroskop BX 41

Olympus, Hamburg, Deutschland

Magnetriihrer RH

IKA, Staufen, Deutschland

Manueller Tissue Arrayer MTA-1

Alphelys, Plaisir, Frankreich

Paraffin-Ausgiel3station Tissue Block

Dispenser PAG12

Medite, Burgdorf, Deutschland

pH-Meter CG 811

Schott AG, Hofheim, Deutschland

Plattformschuttler Polymax 1040

Heidolph, Schwabach, Deutschland

Programm TMADesigner

Alphelys, Plaisir, Frankreich

Recipient Block Carousel

Alphelys, Plaisir, Frankreich

Schlittenmikrotom HM 400

Microm GmbH, Walldorf, Deutschland

Warmeplatte

Medite, Burgdorf, Deutschland

Warmeschrank 37,5°C Function Line

Heraeus, Hanau, Deutschland
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2.1.2 Verwendete Gebrauchsmaterialien

Material

Hersteller

Ausgiel3férmchen

Leica Microsystems, Wetzlar,
Deutschland

Deckplattchen

Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Einbettkassetten

Kabe-Labortechnik, Nimbrecht-
Elsenroth, Deutschland

Fettstift Super Pap Pen

Daldo Sangyo Co, Tokyo, Japan

Objekttrager

Knittel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland

Objekttrager SuperFrost Plus

Menzel-Glaser, Braunschweig,
Deutschland

2.1.3 Verwendete Molekularbiologische Agenzien

Agens

Hersteller

Alkohol 100%, 96%, 70%

Chemie-Vertrieb, Hannover, Deutschland

Aluminiumkaliumsulfat

Merck, Darmstadt, Deutschland

AP Substratpuffer

Dako, Hamburg, Deutschland

A.bidest

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Aguamount

Merck, Darmstadt, Deutschland

BSA (Rinderserumalbumin)

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Chloralhydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Chromogen Red 1

Dako, Hamburg, Deutschland

Chromogen Red 2

Dako, Hamburg, Deutschland

Chromogen Red 3

Dako, Hamburg, Deutschland

Citronensaure-Monohydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

DAB-Chromogen

Dako, Hamburg, Deutschland

Diluent Dako, Hamburg, Deutschland
EDTA Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland
Envision Dako, Hamburg, Deutschland

FCS (fotales Kalberserum)

PAA, Pasching, Osterreich

H2O, 30%

Merck, Darmstadt, Deutschland




2 Material und Methoden

Hamatoxylin Merck, Darmstadt, Deutschland
HCI 37% Merck, Darmstadt, Deutschland
KCI Merck, Darmstadt, Deutschland

Levamisole (X501)

Dako, Hamburg, Deutschland

Link, Biotinylierter Sekundarantikorper

Dako, Hamburg, Deutschland

NaCl

Merck, Darmstadt; Deutschland

NaOH

Merck, Darmstadt, Deutschland

Natriumjodat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Paraffin

Susse, Gudensberg, Deutschland

Priméarantikorper anti-AFP

Dako, Hamburg, Deutschland

Primarantikorper anti-CD 117

Dako, Hamburg, Deutschland

Primarantikérper anti-CD 30,

Dako, Hamburg, Deutschland

Klon Ber-H2

Primarantikorper anti-CD 9, Novocastra, Newcastle, UK
Klon 72F6

Primarantikdrper anti-D2-40, Dako, Hamburg, Deutschland
Klon D2-40

Priméarantikorper anti-Oct-3/4

Santa Cruz, Heidelberg, Deutschland

Primarantikdrper anti-Pan-CK,
Klon MNF116

Dako, Hamburg, Deutschland

Primarantikérper anti-PLAP,
Klon 8A9

Dako, Hamburg, Deutschland

Primarantikdrper anti-Sox2

R&D Systems, Minneapolis, USA

Primarantikorper anti-R-HCG

Dako, Hamburg, Deutschland

Proteinase XXIV

Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland

Sekundarantikérper horse anti-goat 1gG

Vector, Burlingame, USA

Streptavidin AP

Dako, Hamburg, Deutschland

Tri-Natriumcitrat-Dihydrat

Merck, Darmstadt, Deutschland

Tris

Roth, Karlsruhe, Deutschland

Xylol

Mallinckrodt Baker, Deventer, Holland
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2 Material und Methoden

2.2 Methoden

2.2.1 Zusammenstellung des Patientenkollektivs

Anhand einer Diagnoseliste aus den Jahren 2002 bis 2007 der Abteilung Pathologie
des Universitatsklinikums Gottingen wurden 204 mannliche Patienten mit der
Diagnose ,Maligner Keimzelltumor des Hodens" ausgewahlt, bei denen im Rahmen
ihrer  Tumorerkrankung eine Orchiektomie in der Abteilung Urologie,
Universitatsmedizin Goéttingen, durchgefiihrt wurde. Aufgrund der geringen Anzahl an
Dottersacktumoren und Chorionkarzinomen wurden einzelne Falle dieser
Tumorentitdten aus den Jahren 1994 bis 2001 hinzugenommen. Die im Schnittarchiv
vorliegenden HE-Schnittpréaparate wurden hinsichtlich ihres Tumoranteiles
ausgewahlt und die entsprechenden reprasentativen Tumorareale auf den
Schnittpraparaten  markiert. Anhand dieser wurden die entsprechenden
Paraffingewebeblocke aus dem Archiv der Pathologie herausgesucht. Zusatzlich
wurden relevante Daten (Alter, Diagnose, Tumorstadium, Lokalisation) aus den
Befunden der Patienten erhoben. Jeder Patient bekam anhand einer erstellten Liste
eine  Nummer zugeteilt, die das Zuordnen zu den einzelnen TMA-Stanzen

erleichterte.

2.2.2 Herstellung der Tissue-Microarrays ( TMAS )

Tissue- Microarrays sind Gewebebltcke, die eine groRe Anzahl an Gewebeproben in
Form kleiner Stanzzylinder enthalten. Anhand dieser kann ein groRes Kollektiv fir

eine bestimmte Untersuchungsmethode beurteilt werden.

Zur Vorbereitung eines TMA wurde ein Daten-Stick, der TMA Booster Key, mit dem
Software-Programm , TMA Designer* auf einem Computer installiert. Das Programm
Ubertrug Koordinaten eines vorgegebenen Rasters auf den Stick. Nachdem der Stick
an den manuellen Tissue Arrayer angeschlossen war, erleichterte er bei der
Herstellung des TMAs das exakte Justieren der Stanzen auf dem Paraffin-Leerblock,

indem er den Abstand zwischen den einzelnen Stanzen immer gleich wahlte.
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2 Material und Methoden

Nach AnschlieBen des TMA Booster Keys an den manuellen Tissue Arrayer erfolgte

das Befestigen eines Paraffin-Leerblocks, dem Empfangerblock, in dem dafur

vorhergesehen Halter (Abb. 1).

Abbildung 1: Manueller Tissue Arrayer mit TMA Booster Key und Halteapparat fur den Leerblock

Vor Beginn der Herstellung des TMAs wurde die Nullposition, die der Stanze Al
entsprach, manuell festgelegt. Anhand einer vorher angelegten Tabelle konnte exakt
jeder Stanze eine Patientennummer zugeordnet werden. Die Tabelle enthielt ein
Raster von Spalte 1 bis 11 und Zeile A bis H. Die Spalte 1 A-H diente als
Kontrollreihe mit Gewebe von Milz, Leber und Lunge sowie 2 Leerstellen zur
Orientierung (Beispiel in Tabelle 2).

Tabelle 2: Tabellenraster fur die Zuordnung des TMA , N2*

Zeile /

Spalte 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

A Lunge | 106 106 106 106n2 | 106n2 | 110 110 110 11la |111a
B Lunge | 111a |112n |112n |112n |114a |114a |114a |116nl |116n2|116n2
C Leber [ 119n1 | 119n2 | 119b | 119b |119b |120n1 |120n2 |121n |121n |121n
D Leber | 124n |124n |124n |128nl1 |128n2 |128n2|129nl1 | 129n1 | 129n2 | 141nl
E Milz 141n1 | 141n2 | 143a | 143a |143a |[147n |147n |155n1 | 155n1 | 155n2
F Milz 158n1 | 158n1 | 158n2 | 161a |16la |[16la |161nl |161n2 |162nl | 162n2
G leer 163n1 | 163n2 | 164n1 | 164nl | 164n2 | 164n2 | 164a | 164a |164b |165n1
H leer 171n [ 175n1|175n1 | 175n2 | 176n1 | 176n2 | 176n2 | 178n2 | 182 182

12



2 Material und Methoden

Der manuelle Tissue-Arrayer enthélt 2 verschiedenfarbige Stanzen (blau und rot).
Die beiden Stanzen haben einen unterschiedlichen Durchmesser. Der Durchmesser
der blauen Stanze ist grof3er, um die Wanddicke der roten Stanze auszugleichen.
Verwendet wurde ein blauer Stanzendurchmesser von 1 mm. Nun folgte flr jeden
Stanzzylinder derselbe Vorgang: mit der kleineren roten Stanze wurde ein Loch in
den Empfangerblock gestanzt. AnschlieRend wurde mit der blauen Stanze aus dem
Spenderblock eine markierte Gewebeprobe entnommen und in das Loch des

Empfangerblockes Ubertragen (Abb. 2).

Abbildung 2: Stanzvorrichtung des manuellen Tissue-Arrayers mit Halteapparatur fiir den Leerblock

Dieser Vorgang wurde so oft wiederholt, bis alle Stanzen entsprechend der vorher
angelegten Tabelle auf dem Empfangerblock platziert waren. Nach Fertigstellen des
TMAs wurde dieser fur 30 min in einem Warmeschrank bei 37°C inkubiert.
AulRerdem wurde der Paraffinblock mit Druck von oben und der Seite nachgeformt,
um die Stanzen in eine Ebene zu bringen. AnschlieBend erfolgte ein erneutes
Erwarmen des TMAs in einem Ausgiel3formchen, das etwas Paraffin enthielt. Das
Erwarmen fand auf einer Warmeplatte bei 65°C fur 15 min statt. Abschlie3end kihlte
der TMA auf einer Kihlplatte ab. Diese Vorgange dienten dazu, eine bessere
Verbindung zwischen den einzelnen Gewebestanzen und dem umgebenden
Paraffinblock zu bewirken. Auf diese Weise wurden 17 TMAs hergestellt (Abb. 3).
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Abbildung 3: Beispiel eines TMAs und des korrespondierenden HE-Schnittes

2.2.3 Herstellung von Paraffinschnitten

Die TMAs wurden mit einem Schlittenmikrotom in 2 pm dicke Paraffinschnitte
geschnitten und diese auf silanisierte Objekttrager aufgetragen. Die silanisierten
Objekttrager dienten zur besseren Oberflachenhaftung des aufgebrachten
Paraffinschnittes. Zur Erhaltung der Antigenstruktur wurden die hergestellten
Paraffinschnitte Uber Nacht in einem Warmeschrank bei 37°C getrocknet.
Anschlieend waren sie bereit fur die immunhistochemischen Féarbungen. Zur
Kontrolle der hergestellten TMAs wurden von den ersten Paraffinschnitten HE-

Farbungen angefertigt.

2.2.4 Immunhistochemie

Die immunhistochemischen Anfarbungen beruhen auf einer Antigen-Antikdrper-
Reaktion. Mittels spezifischer Antikérper lassen sich so in Paraffin eingebettete
Gewebe in unterschiedliche Gewebstypen oder Tumorentitaten bestimmen. Die
Antigen-Antikorper-Bindung lasst sich durch unterschiedliche Detektionssysteme

visualisieren.
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Die Paraffinschnitte wurden 2x10 min. in Xylol entparaffiniert, Uber eine absteigende
Alkoholreihe (100%, 96% und 70 % Ethanol) fur jeweils 2 min. rehydriert und dann in
A.dest. fur 3 min. gespllt. Zur Antikdrper-Demaskierung wurden die Schnittpraparate
in Citratpuffer pH 6,0 oder EDTA pH 8,0 fur 40 min. im Dampfgarer inkubiert (Tab. 3
und 4). Alternativ erfolgte eine Vorverdauung der Schnittpraparate mit Protease
XXIV fur 15 min. Hiernach wurden die Schnittpraparate fur 5 Minuten mit destilliertem
Wasser und nachfolgend Tris-bufferd Saline (TBS) gespult (Tab. 5). Anschliel3end
wurde die endogene Peroxidase und unspezifische Antikorperbindungen mit 3%
H.0O, in TBS bzw. 10%BSA/5%FCS in TBS fir jeweils 20 min. blockiert. Nach Spilen
in TBS fur 10 min. erfolgte die Inkubation mit dem Priméarantikorper in TBS fur 1 h.
Nach Spulen in TBS fur 2 x 2 min. wurden die Schnittpraparate mit dem EnVision-
Detektionssystem fur 30 min. inkubiert und anschlielend in TBS fur 2 x 2 min
gespult. Die Antigen-Antikorper-Reaktion wurde mittels DAB-Chromogen (20 min.,
Verdinnung 1:50 in Diluent) sichtbar gemacht. Als alternatives Detektionssystem
fand ein Streptavidin-konjugierter Sekundarantikdrper bzw. das Link/Label-System
Anwendung. Hierzu wurden die Schnittpraparate nach Primarantikorper-Behandlung
mit dem Sekundarantikdrper ( horse anti-goat ) bzw. Link fir 30 min. inkubiert, flr 2 x
2 min. in TBS gespult und mit Streptavidin fur 30 min. behandelt. Nach Spulen in
TBS fur 2 x 2 min. wurde die Antigen-Antikdrper-Reaktion mittels Fast-Red-
Chromogen (1ml Substratpuffer, 40ul Red 1, 40ul Red 2, 40 pl Red 3, 5 ul
Levamisol) fur 20 min. sichtbar gemacht. Nach Stoppen der Farbereaktion mit TBS
wurden die Schnittpréaparate mit A.dest. gespilt, mit Hamalaun (Tabelle 6) fur 7 min.
gegengefarbt und unter warmem Leitungswasser geblaut. Die Schnittpraparate

wurden zuletzt in AQquamount eingedeckt.

Die angewandten Antikdrper, Verdiinnungen, Vorbehandlungs- und Farbemethoden

sowie Detektionssysteme sind in Tabelle 7 und 8 zusammengefasst.

Tabelle 3: Citratpuffer pH 6,0

Citratpuffer pH 6,0

0,1M Citronensaure 18ml
0,1M Natriumcitrat 82ml
A.dest 900ml
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Tabelle 4: EDTA pH 8,0

EDTA pH 8,0
EDTA 0,3722 g
Aqua bidest 900 ml

Einstellen des pH mit NaOH

Tabelle 5: Tris-buffered Saline (TBS) pH 7,4

TBS (Tris-buffered Saline)

Tris 12,11 g
NaCl 17,53 g
Einstellen des pH mit 37% HCI

Tabelle 6: Hadmalaun

Hamalaun

Hamatoxylin 19
K Al(SO4) 12 H,0 5049
Natriumjodat 0,2g
Chloralhydrat 3049
Citronensaure 1lg
Aqua dest. 11

Tabelle 7: Antikdérperverdinnung, Antigendemaskierung und Farbemethode

Antikérper Verdiinnung Antigendemaskierung

Farbemethode

Pan-CK 1:400 Protease

PLAP 1:50 Dampfgarer, Citratpuffer
CD 30 1:30 Dampfgarer, Citratpuffer
AFP 1:600 keine

B-HCG 1:1000 keine

Oct-3/4 1:200 Dampfgarer, Citratpuffer
Sox2 1:100 Dampfgarer, Citratpuffer
CD 117 1:400 Dampfgarer, Citratpuffer
D2-40 1:150 Dampfgarer, Citratpuffer
CD9 1:50 Dampfgarer, EDTA

DAB-Chromogen
Fast-Red-Chromogen
DAB-Chromogen
Fast-Red-Chromogen
DAB-Chromogen
DAB-Chromogen
Fast-Red-Chromogen
Fast-Red-Chromogen
DAB-Chromogen
DAB-Chromogen
DAB-Chromogen
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Tabelle 8: Detektionssysteme

Antikorper Detektionssystem

Pan-CK Envision, Link/Label-System

PLAP Envision
CD 30 Link/Label-System
AFP Envision
R-HCG Envision

Oct-3/4 Streptavidin-konjugierter Sekundéarantikdrper (horse anti-goat 1I9G, 1:200 in TBS)

Sox2 Streptavidin-konjugierter Sekundarantikdrper (horse anti-goat 1IgG, 1:200 in TBS)
CD 117 Envision
D2-40 Envision
Cbh9 Envision

2.2.5 Auswertung

Die Auswertung der TMA-Schnitte wurde an einem Lichtmikroskop des Typs
Olympus BX 41 vorgenommen. Jeder einzelne Dot wurde untersucht und
ausgewertet, wobei ,+“ ein positives Ergebnis, d.h. eine Expression des jeweiligen
Antikorpers und - ein negatives Ergebnis kennzeichnete. Die Kontrollreihe mit Milz-,

Lungen- und Lebergewebe diente als Orientierung.
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3 Ergebnisse

3.1 Patientenkollektiv

Das Patientenkollektiv rekrutierte sich aus einer Liste von mannlichen Patienten, die
in den Jahren 2002 bis 2007 im Zentrum Pathologie, Universitatsmedizin Gottingen,
mit der Diagnose ,Maligner Keimzelltumor des Hodens* gefiihrt wurden. Aufgrund
der geringen Anzahl von Chorionkarzinomen und Dottersacktumoren wurden
einzelne Patienten aus den Jahren 1994 bis 2001 hinzugeflgt. Aus dieser Liste
wurden urspringlich 204 Patienten ausgewahlt, wobei 30 Patienten aus
unterschiedlichen Grunden herausfielen. Somit konnte das in Formalin fixierte und in
Paraffin eingebettete Gewebsmaterial von 174 Patienten zur Anfertigung von Tissue-
Microarrays verwendet und mittels anschlieBender Immunhistochemie untersucht

werden.

Die mannlichen Patienten hatten zum Diagnosezeitpunkt ein Durchschnittsalter von
36,8 Jahren (1-76 Jahre). Das durchschnittliche Erkrankungsalter der Patienten mit
der Diagnose Seminom betrug 38,6 Jahre, wohingegen die Patienten mit der
Diagnose eines Nicht-Seminoms im Durchschnitt (34,7 Jahre) etwas friher
erkrankten (Abbildung 4).
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30 4

25 4

Anzahl

20 +

15 4

10 +

0-10 11-20 21-30 31-40 41-50 51-60 61-70 71-80 Alter

MAnzahl Seminom [Anzahl Nicht-Seminom

Abbildung 4: Altersverteilung des untersuchten Patientenkollektivs
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Die Auswertung der Tumorstadien der Patienten ergab, dass 71,3% der Patienten
ein Tumorstadium pT1, 20,1% ein Tumorstadium pT2 und 2,9% ein Tumorstadium
pT3 aufwiesen. Des Weiteren war in 10 Féllen keine Angabe eines Tumorstadiums
zu finden (Tabelle 9).

Tabelle 9: Tumorstadienverteilung des untersuchten Patientenkollektivs

Tumorstadium Anzahl Prozent
pT1l 124 71,3
pT2 35 20,1
pT3 5 2,9
keine Angabe 10 5,7

Die malignen Keimzelltumoren des Hodens waren in 54,5% im rechten und in 44,3%
im linken Hoden lokalisiert. In einem Fall lag ein Bauchhoden ohne nahere
Lokalisationsangabe vor und in einem weiteren Fall gab es keine Seitenangabe des

Tumors (Tabelle 10).

Tabelle 10: Anatomische Lokalisation der malignen Keimzelltumoren des Hodens

Lokalisation Anzahl Prozent
rechts 95 54,5
links 77 44,3
Bauchhoden 1 0,6
keine Angabe 1 0,6

3.2 Tumorentitaten

Im untersuchten Patientenkollektiv der malignen Keimzelltumoren des Hodens
fanden sich 96 reine Seminome und 3 spermatozytdre Seminome. In 75 Fallen
wurde ein Nicht-Seminom diagnostiziert, wobei 15 embryonale Karzinome, ein
Teratom und drei Dottersacktumoren vorlagen. Die restlichen 56 Fé&lle waren maligne

Keimzelltumoren des Hodens aus mehr als einem histologischen Typ, sogenannte
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Mischtumoren, die sich aus seminomatdsen und/oder nicht-seminomatdsen

Tumorkomponenten zusammensetzten (Tabelle 11).

Tabelle 11: Tumorentitaten des untersuchten Patientenkollektivs

Seminom 99 Nicht-Seminom 75

Klassisches Seminom 96 Embryonales Karzinom 15

Spermatozytisches Seminom 3 Teratom 1
Dottersacktumor 3
Mischtumor 56

3.3 Tissue-Microarrays

Zur Herstellung der Tissue-Microarrays (TMAS) wurden bis zu 6 Paraffinblocke mit
Tumorgewebe pro Patient ausgewahlt, aus denen zwischen 1 und 15 Stanzen
entnommen wurden. Nach Abzug nicht auszuwertender Stanzen ergab sich eine
Gesamtanzahl von 1032 Stanzen. Einer einzigen Stanze konnten teilweise mehrere
Diagnosen zugeordnet werden. Als Diagnose wurden sowohl die einzelnen
Tumorentitditen als auch IGCNU und Normalgewebe gewertet. Die daraus
resultierende Diagnosenanzahl betrug 1314 und beinhaltete folgende Diagnosen
(n=Falle):

Normalgewebe (n=286), IGCNU (n=369), Seminom (n=350), embryonales Karzinom
(n=170), Teratom (n=91), Dottersacktumor (n=23), Chorionkarzinom (n=25).

Zusatzlich wurden im Rahmen der Auswertung weitere im Hodengewebe
vorkommende Zellen und Verdnderungen diagnostiziert (n=111), die sich
folgendermal3en aufteilten: Hodenfibrose (n=57), Leydig-Zellen (n=9), Sertoli-Zellen

(n=41), Sertoli-cell-only-Syndrom (n=1), Spermatogenese-Arrest (n=3).
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3.4 Auswertung

3.4.1 Expression von Pan-CK in malignen Keimzelltumoren des Hodens

Die immunhistochemischen Untersuchungen zur Expression von Pan-Zytokeratin in
malignen Keimzelltumoren des Hodens ergaben, dass normales Hodengewebe in
98,6% keine Expression zeigte (n=286; 282/286), wahrend die intratubulére
Keimzellneoplasie in 90,2% ein positives Ergebnis prasentierte (n=369; 333/369). Im
Gegensatz zu der nicht-invasiven Vorlauferlasion liel3 sich bei Seminomen lediglich
in 6% eine Expression fir Pan-Zytokeratin feststellen (n=350; 21/350). Die nicht-
seminomatésen Tumoren boten ein heterogenes Expressionsprofil fir Pan-
Zytokeratin. Embryonale Karzinome reagierten in 92,9% positiv (n=170; 158/170),
Teratome in etwa der Halfte der Falle (n=91; 54/91). Sowohl Dottersacktumoren
(n=23; 23/23) als auch Chorionkarzinome (n=25; 25/25) zeigten durchweg ein
positives Ergebnis (Abb. 5). Die Ergebnisse der Pan-Zytokeratin-Expression in

malignen Keimzelltumoren des Hodens sind in Tabelle 12 zusammengefasst.
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Abbildung 5: Expression von Pan-CK in TGCT

Die Expression von Pan-CK in TGCT wurde mittels Immunhistochemie untersucht. IGCNU (A;
VergroBerung, x100), embryonales Karzinom (B; VergrofRerung, x100), Teratom (C;
VergroRerung, x100), Chorionkarzinom (D; VergrofRerung, x100) und Dottersacktumor (E;
VergrofRerung, x100) zeigen eine Expression von Pan-CK (rote/braune Signale).
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3.4.2 Expression von PLAP in malignen Keimzelltumoren des Hodens

Die immunhistochemischen Untersuchungen ergaben, dass PLAP in normalem
Hodengewebe nicht nachweisbar ist (n=286; 0/286), wohingegen die intratubulére
Keimzellneoplasie durchweg eine Expression der PLAP aufwies (n=369; 369/369). In
ahnlich hohem Prozentsatz (96,5%) liel3 sich eine PLAP-Expression in Seminomen
feststellen (n=350; 338/350). Im Gegensatz dazu zeigten die nicht-seminomatdsen
malignen Keimzelltumoren des Hodens ein heterogenes Expressionsmuster der
PLAP, wobei die Mehrheit der Falle keine Expression der PLAP aufwies. Embryonale
Karzinome (n=170) prasentierten ein divergentes Ergebnis: 56,5% zeigten eine
homogene (6,5%, 11/170) oder fokale Expression (50%, 85/170) der PLAP. In den
Ubrigen 74 Fallen von embryonalen Karzinomen war keine Expression der PLAP
nachweisbar (43,5%). Bei den Teratomen konnte lediglich in 6,5% der Falle eine
PLAP-Expression festgestellt werden (n=91, 6/91). Sowohl in Dottersacktumoren
(n=23, 0/23) als auch in Chorionkarzinomen (n=25, 0/25) lie3 sich keine Expression
der PLAP nachweisen (Abb. 6). Die Ergebnisse der PLAP-Expression in malignen

Keimzelltumoren des Hodens sind in Tabelle 13 zusammengefasst.

Abbildung 6: Expression von PLAP in TGCT

Die Expression von PLAP in TGCT wurde mittels

Immunhistochemie  untersucht. IGCNU (A,

VergroRerung, x100), Seminom (B; Ver-

)P groRerung, x100) und embryonales Karzinom (C;

e Vergrolierung, x100) zeigen eine Expression von
PLAP (braune Signale).
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3.4.3 Expression von CD 30 in malignen Keimzelltumoren des Hodens

Die immunhistochemischen Untersuchungen zur Expression von CD 30 in malignen
Keimzelltumoren des Hodens zeigten sowohl fir normales Hodengewebe (n=286;
0/286) als auch fur die intratubulare Neoplasie (n=369; 0/369) in 100% ein negatives
Ergebnis. Lediglich 0,9% der Seminome zeigten eine meist fokale Expression fur CD
30 (n=350; 3/350). Die Expression von CD 30 in nicht-seminomatésen Tumoren
prasentierte ein Uberwiegend negatives Ergebnis, als Ausnahme sind die
embryonalen Karzinome zu nennen. In 94,1% liel3 sich eine Expression von CD 30 in
den Tumorzellen feststellen (n=170; 160/170). Teratome (n=91; 0/91),
Dottersacktumoren (n=23; 0/23) und Chorionkarzinome (n=25; 0/25) zeigten keine
Expression von CD 30 (Abb.7). Die immunhistochemischen Ergebnisse zur
Expression von CD 30 in malignen Keimzelltumoren des Hodens sind in Tabelle 14

zusammengefasst.

Abbildung 7: Expression von CD 30 in TGCT

Die Expression von CD 30 in TGCT wurde mittels Immunhistochemie untersucht.
Embryonales Karzinom (A; Vergréerung, x100) zeigt eine Expression von CD 30 (rotes Signal).

24



3 Ergebnisse

3.4.4 Expression von AFP in malignen Keimzelltumoren des Hodens

Die immunhistologischen Untersuchungen zur Expression von AFP in malignen
Keimzelltumoren des Hodens ergaben, dass normales Hodengewebe (n=286;
0/286), die testikulare intratubulare Keimzellneoplasie (n=369; 0/369) und das
Seminom (n=350; 0/350) keine Expression von AFP aufwiesen. Im Gegensatz dazu
prasentierten die nicht-seminomatésen malignen Keimzelltumoren des Hodens ein
heterogenes Expressionsmuster von AFP, wobei die Mehrzahl der Falle keine
Expression von AFP zeigte. Embryonale Karzinome présentierten in 97,6 % keine
Expression von AFP, lediglich 12% der Teratome lie3en eine schwache Expression
von AFP erkennen (n=91; 11/91). Alle untersuchten Chorionkarzinome zeigten keine
Expression von AFP (n=25; 0/25). Im Gegensatz dazu konnte in allen
Dottersacktumoren eine Expression von AFP gezeigt werden (n=23; 23/23) (Abb. 8).
Die Ergebnisse der AFP-Expression in malignen Keimzelltumoren des Hodens sind

in Tabelle 15 zusammengefasst.

Abbildung 8: Expression von AFP in TGCT

Die Expression von AFP in TGCT wurde mittels Immunhistochemie untersucht.
Dottersacktumor (A; VergréRerung, x100) zeigt eine Expression von AFP (braunes Signal).
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3.4.5 Expression von B-HCG in malignen Keimzelltumoren des Hodens

Die immunhistochemischen Untersuchungen zur Expression von 3-HCG in malignen
Keimzelltumoren des Hodens zeigten, dass sowohl normales Hodengewebe (n=286;
0/286) als auch die testikulare intratubuldre Neoplasie (n=369; 0/369) keine
Expression von B-HCG aufwiesen. Ebenfalls zeigten Seminome (n=350; 0/350) als
auch die nicht-seminomatésen Tumoren embryonales Karzinom (n=170; 0/170),
Teratom (n=91; 0/91) und Dottersacktumor (n=23; 0/23) keine Expression von [3-
HCG. Im Gegensatz dazu konnte in nahezu allen untersuchten Chorionkarzinomen
eine Expression von [R-HCG festgestellt werden (n=25; 23/25) (Abb. 9). Die
Ergebnisse der B-HCG-Expression in malignen Keimzelltumoren des Hodens sind in

Tabelle 16 zusammengefasst.

Abbildung 9: Expression von 3-HCG in TGCT

Die Expression von R-HCG in TGCT wurde mittels Immunhistochemie untersucht.

Chorionkarzinom (A; VergroRerung, x100) und Synzytiotrophoblast in einem embryonalen
Karzinom (B; Vergrof3erung, x100) zeigen eine Expression von R-HCG (braune Signale).
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3.4.6 Expression von Oct-3/4 in malignen Keimzelltumoren des Hodens

Die immunhistochemischen  Untersuchungen fir Oct-3/4 in  malignen
Keimzelltumoren des Hodens demonstrierten flr normales Hodengewebe ein
durchweg negatives Ergebnis (n=286; 0/286). Im Gegensatz dazu zeigte die
testikulare intratubulare Neoplasie in fast allen Fallen eine Expression fur Oct-3/4
(n=369; 359/369), ahnlich das Ergebnis der Seminome, in 96,6% prasentierten diese
eine Anfarbbarkeit (n=350; 338/350). Bei den nicht-seminomattsen Tumoren zeigte
sich eine heterogene Expression fur Oct-3/4. Wahrend embryonale Karzinome zu
85,3% eine Expression aufwiesen (n=170; 145/170), liel3 sich bei den Teratomen nur
in 2,2% ein positives Ergebnis nachweisen (n=91; 2/91). Sowohl bei den
Dottersacktumoren (n=23; 0/23) als auch bei den Chorionkarzinomen (n=25; 0/25)
konnte keine Expression von Oct-3/4 festgestellt werden (Abb.10). Die Ergebnisse
der Oct-3/4-Expression in malignen Keimzelltumoren des Hodens sind in Tabelle 17

zusammengefasst.

Abbildung 10: Expression von Oct-3/4 in
TGCT

Die Expression von Oct-3/4 in TGCT wurde
mittels Immunhistochemie untersucht.

IGCNU (A; VergroRRerung, x100), Seminom (B;
VergrofRerung, x100) und embryonales Karzinom
(C; VergroRRerung, x100) zeigen eine Expression
von Oct-3/4 (rote Signale).
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3.4.7 Expression von Sox2 in malignen Keimzelltumoren des Hodens

Die immunhistochemischen Untersuchungen zur Expression von Sox2 in malignen
Keimzelltumoren des Hodens ergaben, dass die Keimzellen des normalen
Hodengewebes (n=286; 0/286) sowie die intratubuléare Keimzellneoplasie keine
Expression von Sox2 zeigten (n=369; 0/369). Die seminomatdsen Tumoren zeigten
ebenfalls keine Expression fur Sox2 (n=350; 0/350). Die Expression von Sox2 in
Nicht-Seminomen bot ein heterogenes Ergebnis. Die embryonalen Karzinome
prasentierten in 98,8% eine Expression von Sox2 (n=170; 168/170). Bei den
Teratomen wurde in 29,7% Sox2 detektiert, wobei im Wesentlichen die epitheliale
Tumorkomponente Sox2 exprimierte (n=91; 27/91). Sowohl die Dottersacktumoren
(n=23, 0/23) als auch Chorionkarzinome (n=25; 0/25) zeigten in keinem Fall eine
Anfarbbarkeit fur Sox2. Des Weiteren zeigten Sertoli-Zellen des normalen
Hodengewebes eine Sox2-Expression (38/41) (Abb.11).

Die Ergebnisse der Sox2-Expression in malignen Keimzelltumoren des Hodens sind
in Tabelle 18 zusammengefasst.

”/!f)_.;,_ Abbildung 11: Expression von Sox2 in TGCT

TP

M;j Die Expression von Sox2 in TGCT wurde mittels
et f" Immunhistochemie untersucht.

Sertoli-Zellen in IGCNU (A; VergroRerung, x100),
embryonales Karzinom (B; VergroRerung, x100)
und  epitheliale  Tumorkomponente  eines
Teratoms (C; Vergréerung, x100) zeigen eine
Expression von Sox2 (rote Signale).
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3.4.8 Expression von CD 117 in malignen Keimzelltumoren des Hodens

Die immunhistochemischen Untersuchungen zur Expression von CD 117 in malignen
Keimzelltumoren des Hodens zeigten fir normales Hodengewebe in 99,7% keine
Expression (n=286; 1/286). Die intratubulare Keimzellneoplasie préasentierte in 99,2%
eine Expression von CD 117 (n=369; 366/369). Ahnlich war das Ergebnis fiir die
Seminome, die in 94,6% eine Expression von CD 117 aufwiesen (n=350; 331/350).
Die nicht-seminomatésen Tumoren zeigten in der Mehrzahl der Falle keine
Expression von CD 117. Lediglich 2,4% der embryonalen Karzinome (n=170; 4/170)
sowie 11% der Teratome (n=91; 10/91) demonstrierten eine Expression von CD 117.
Sowohl die Dottersacktumoren (n=23; 0/23) als auch die Chorionkarzinome (n=25;
0/25) zeigten keine Expression von CD 117 (Abb.12). Eine Zusammenfassung der

Ergebnisse fur die Expression von CD 117 findet sich in Tabelle 19.

Abbildung 12: Expression von CD 117 in TGCT

Die Expression von CD 117 in TGCT wurde mittels Immunhistochemie untersucht.

IGCNU (A; VergréRerung, x100) und Seminom (B; VergréRerung, x100) zeigen eine Expression
von CD 117 (braune Signale).
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3.4.9 Expression von D2-40 in malignen Keimzelltumoren des Hodens

Die immunhistologischen Untersuchungen zur Expression von D2-40 in malignen
Keimzelltumoren ergaben, dass normales Hodengewebe keine Expression von D2-
40 zeigte (n=286; 0/286). Die testikulare intratubulare Keimzellneoplasie (n=369;
369/369) als auch die Seminome (n=350; 350/350) prasentierten in 100% eine
Expression von D2-40. Die nicht-seminomattsen Tumoren zeigten in Einzelfallen ein
positives Ergebnis, wahrend die Mehrheit der Tumoren keine Expression aufwies.
Lediglich 6,5% der embryonalen Karzinome zeigten ein positives Ergebnis fir D2-40
(n=170; 11/170), bei den Teratomen wiesen nur 3,4% eine Expression auf (n=91;
3/91). Sowohl Dottersacktumoren (n=23; 0/23) wie auch Chorionkarzinome (=25;
0/25) zeigten keine Expression von D2-40 (Abb. 13). Die Ergebnisse der
immunhistologischen  Untersuchungen von D2-40 sind in Tabelle 20

zusammengefasst.

n _ . ; .

Abbildung 13: Expression von D2-40in TGCT

Die Expression von D2-40 in TGCT wurde mittels Immunhistochemie untersucht.

IGCNU (A; VergréRerung, x100) und Seminom (B; VergréRerung, x100) zeigen eine Expression
von D2-40 (braune Signale).
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3.4.10 Expression von CD 9in malignen Keimzelltumoren des Hodens

Die immunhistochemischen Untersuchungen fur CD 9 in malignen Keimzelltumoren

des Hodens zeigten fir normales Hodengewebe keine Expression (n=286; 0/286).

Sowohl die intratubulare Keimzellneoplasie (n=369; 369/369) als auch Seminome
(n=350; 350/350) prasentierten in 100% ein positives Ergebnis. Die nicht-
seminomatdésen Tumoren zeigten ein heterogenes Bild. Wahrend embryonale
Karzinome in allen Fallen eine Expression fir CD 9 aufwiesen (n=170; 170/170),
konnte bei den Teratomen in 83,5% eine Anfarbbarkeit festgestellt werden (n=91;
76/91). Dottersacktumoren zeigten keine Expression fur CD 9 (n=23; 0/23). Im
Gegensatz dazu liel3 sich bei den Chorionkarzinomen in 32% der Falle ein positives
Ergebnis nachweisen, in einem der Falle zeigte sich ein fokal positives Ergebnis
(n=25; 8/25) (Abb.14). Die Ergebnisse fur die immunhistochemischen

Untersuchungen fir CD 9 sind in Tabelle 21 zusammengefasst.

Abbildung 14: Expression von CD 9in TGCT

Die Expression von CD 9 in TGCT wurde mittels Immunhistochemie untersucht. IGCNU (A;
VergréRerung, x100), Seminom (B; VergréRerung, x100), embryonales Karzinom (C; VergréRerung,
x100) und Teratom (D; VergréfRerung, x100) zeigen eine Expression von CD 9 (braune Signale).
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3.5 Tabellarische Ubersicht der Ergebnisse

Tabelle 12: Expression von Tabelle 13: Expression von Tabelle 14: Expression von Tabelle 15: Expression von Tabelle 16: Expression von

Pan-CK in TGCT PLAP in TGCT CD 30in TGCT AFP in TGCT B-HCG in TGCT

n positiv % n positiv % n positiv % n positiv % n positiv %
Normal | 286 4 1,4 Normal | 286 0 0 Normal | 286 0 0 Normal | 286 0 0 Normal | 286 0 0
IGCNU |369 |333 90,2 IGCNU [ 369 |369 100 IGCNU |369 |0 0 IGCNU (369 |0 0 IGCNU (369 |0 0
SE 350 |21 6 SE 350 |[338 96,5 SE 350 (3 0,9 SE 350 |0 0 SE 350 (0 0
EC 170 158 92,9 EC 170 96 56,5 EC 170 160 94,1 EC 170 4 2,4 EC 170 0 0
TE 91 54 59,3 TE 91 6 6,5 TE 91 0 0 TE 91 11 12 TE 91 0 0
DST 23 23 100 DST 23 0 0 DST 23 0 0 DST 23 23 100 DST 23 0 0
cc 25 25 100 cc 25 0 0 cc 25 0 0 cc 25 0 0 cc 25 23 92

Tabelle 17: Expression von Tabelle 18: Expression von Tabelle 19: Expression von Tabelle 20: Expression von Tabelle 21: Expression von

Oct-3/4in TGCT Sox2 in TGCT CD 117 in TGCT D2-40 in TGCT CD9in TGCT

n positiv % n positiv % n positiv % n positiv % n positiv %
Normal {286 |0 0 Normal | 286 0 0 Normal | 286 1 0,3 Normal (286 |0 0 Normal (286 |0 0
IGCNU |369 |359 97,3 IGCNU [369 |0 0 IGCNU |369 |366 99,2 IGCNU |369 |369 100 IGCNU |369 |369 100
SE 350 |338 96,6 SE 350 |0 0 SE 350 |[331 94,6 SE 350 |[350 100 SE 350 |350 100
EC 170 145 85,3 EC 170 168 98,8 EC 170 4 2,4 EC 170 11 6,5 EC 170 170 100
TE 91 2 2,2 TE 91 27 29,7 TE 91 10 11 TE 91 3 3,4 TE 91 76 83,5
DST 23 0 0 DST 23 0 0 DST 23 0 0 DST 23 0 0 DST 23 0 0
cc 25 0 0 cc 25 0 0 cc 25 0 0 cc 25 0 0 cc 25 8 32
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4 Diskussion

4.1  Patientenkollektiv und histopathologische Einteilung

Maligne Keimzelltumoren des Hodens reprasentieren den h&ufigsten malignen
soliden Tumor des jungen Mannes zwischen dem 20. und 40. Lebensjahr, wobei die
Nicht-Seminome im Durchschnitt etwa 10 Jahre friher als Seminome auftreten
(Ekbom and Akre 1998). Das in der vorliegenden Arbeit untersuchte
Patientenkollektiv hatte ein Durchschnittsalter von 36,8 Jahren. Nicht-Seminome
zeigten dabei ebenfalls ein jungeres Erkrankungsalter mit 34,7 Jahren im Vergleich
zu 38,6 Jahren bei den Seminomen. Somit liegen die ermittelten Erkrankungsalter
bei Seminomen und Nicht-Seminomen in der Tendenz zu bereits publizierten
epidemiologischen Studien, wobei lediglich eine Differenz von 4 Jahren festzustellen
war (Holzik et al. 2008; Looijenga and Oosterhuis 1999). Dies koénnte darauf
zurlckzufihren sein, dass vereinzelte Falle von Nicht-Seminomen aus
vorangegangen Jahrgédngen hinzugefiigt wurden, aber kein gesamtes Kollektiv
daraus betrachtet wurde.

Bei der Lokalisation der untersuchten TGCT fiel auf, dass die Verteilung eine leichte
Tendenz zu Gunsten des rechten Hodens aufwies (rechts: 54,5%, links: 44,3%).
Dieses Ergebnis ist in Ubereinstimmung mit publizierten Daten von Stone et al. aus
dem Jahr 1991 und wird eventuell auf einen spateren Descensus des rechten
Hodens zurtickgefuhrt (Stone et al. 1991).

Die Verteilung der histologischen Entitaten dieser Arbeit ahnelte der in der Literatur
beschriebenen. Reine Seminome machten mit 56,9% einen Grof3teil der TGCT aus,
Nicht-Seminome, zu denen auch die Mischtumoren gezahlt wurden,
dementsprechend 43,1%. Reine embryonale Karzinome stellten mit 8,6% den
grofdten Teil dieser nicht-seminomatdésen Tumoren dar, gefolgt von reinen
Dottersacktumoren mit 1,7% und reinen Teratomen mit 0,6%. In 32,2% lag ein
Mischtumor vor. Im Regelfall treten reine Teratome haufiger auf als reine
Dottersacktumoren. Da in dieser Arbeit aber kein Unterschied zwischen reinen
Tumoren und Mischtumoren hinsichtlich der Auswertung der einzelnen

Gewebezylinder gemacht wurde, liegt hier eine Diskrepanz vor (Ulbright 2005).

33
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4.2 Immunhistochemisches Expressionsprofil von TGCT

Immunhistochemische Untersuchungen von TGCT dienen einerseits dazu, die
unterschiedlichen histologischen Entitaten eines TGCT zu bestimmen und somit die
Therapie und Prognose der Tumoren festzulegen. Zum Anderen hilft die
Immunhistochemie von TGCT, die Genese der testikularen Keimzelltumoren besser
zu verstehen. Im Hinblick auf die Genese der malignen Keimzelltumoren des Hodens
wird postuliert, dass sich die maligne Transformation der primordialen Keimzellen
bereits intrauterin manifestiert, wobei der genaue Ablauf der Karzinogenese der
TGCT unklar ist.

Pan-CK ist ein wasserunlosliches Polypeptid mit einem Gewicht zwischen 40 und 70
kDa und zahlt neben Vimentin, Desmin und den Neuro- bzw. Gliafilamenten zu den
Intermediarfilamenten (Battifora et al. 1984; Miettinen et al. 1985). Pan-CK steht mit
anderen Intermediarfilamenten in Verbindung und tragt zur Erhaltung der Zellstruktur
innerhalb des Zytoskeletts bei (Miettinen et al. 1984). Pan-CK wird in nahezu allen
Zellen epithelialen Ursprungs exprimiert und lasst sich somit in allen malignen
epithelialen Tumoren nachweisen (Battifora et al. 1984; Miettinen et al. 1984). Im
normalen Hoden zeigt lediglich die Rete testis eine Expression von Pan-CK,
wohingegen die Keimzellen sowie die Zellen des Keimstrang-Stromas des Hodens
Pan-CK nicht aufweisen (Miettinen et al. 1985).

In der vorliegenden Arbeit zeigten alle histologischen Entitaten der TGCT eine wenn
auch nur vereinzelte Expression von Pan-CK. Normales Hodengewebe zeigte in 4
von 286 Fallen eine positive Reaktion im Bereich von miterfassten Rete-Testis-
Anteilen. Die IGCNU liel3 in 90,2% eine Pan-CK-Expression erkennen, wohingegen
nur 21 der 350 untersuchten Seminome fiir anti-Pan-CK positiv reagierten. Bei den
Nicht-Seminomen lie@ sich Pan-CK in allen Dottersacktumoren und
Chorionkarzinomen sowie in 92,9% der embryonalen Karzinome nachweisen. Auch
die epitheliale Tumorkomponente der Teratome prasentierte im Gegensatz zum
mesenchymalen Tumoranteil eine Expression von Pan-CK, so dass lediglich in etwa
der Halfte der Falle eine Pan-CK-Expression vorlag.

Miettinen et al. beschrieben 1985 in normalem Hodengewebe eine Pan-CK-positive
Zellpopulation, bei der es sich retrospektiv in erster Linie um Anteile der Rete testis
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handeln dirfte (Miettinen et al. 1985). Diese Ergebnisse sind in Ubereinstimmung mit
unserer Beobachtung, dass lediglich die Rete testis in normalem Hodengwebe eine
Expression von Pan-CK aufweist. Ebenfalls beschrieben Miettinen et al. 1985
atrophe Tubuli seminiferi, die in der Regel eine verdickte Basalmembran aufwiesen,
als Pan-CK-positiv, was mit dem Erscheinungsbild von IGCNU Ubereinstimmt und
somit als Pan-CK-Expression von atypischen Keimzellen der IGCNU zu werten ist.
Diese Ergebnisse sind weitgehend in Ubereinstimmung mit der in dieser Arbeit
beobachteten Expression von Pan-CK in ca. 90% der IGCNU. Bei der Betrachtung
der Pan-CK-Expression in Seminomen, die in der vorliegenden Dissertationsschrift
bei 6% lag, fallt auf, dass fiur diese Tumorentitat sehr heterogene Expressionsprofile
beschrieben sind. Fogel et al. (1990) werteten 19 von 26 Seminomen als positiv,
wohingegen andere Arbeitsgruppen eine deutlich geringere Anzahl von Pan-CK-
exprimierenden Seminomen beschrieben haben (Eglen and Ulbright 1987; Miettinen
et al. 1985). Noch signifikanter sind die Ergebnisse von Battifora et al. zu werten, die
in 41 untersuchten Seminomen keine Expression von Pan-CK feststellen konnten
(Battifora et al. 1984). Interessanterweise beschrieben Cheville et al., dass sich die
Prognose von Seminomen mit Pan-CK-Expression im Vergleich zu Pan-CK-
negativen Seminomen nicht unterscheidet (Cheville et al. 2000). Somit kann eine
eindeutige Aussage zur Expression von Pan-CK in Seminomen nicht getroffen
werden. Dennoch kann in Zusammenschau der publizierten Daten und unserer
Beobachtung von weniger als 10% Pan-CK-exprimierender Seminome ausgegangen
werden.

In den genannten Publikationen zur Pan-CK-Expression in Seminomen zeigten in
Analogie zu unseren Ergebnissen alle nicht-seminomatdosen Tumoren eine Pan-CK-
Expression, wobei bei den Teratomen lediglich der epitheliale Tumoranteil positiv

reagierte.

PLAP war einer der ersten immunhistochemischen Marker, der in Verbindung mit
TGCT untersucht wurde. Bereits 1953 beschrieben McKay et al. Keimzellen, die sich
mit einer alkalischen Phosphatase anfarben lieBen (McKay et al. 1953). Die
alkalische Phosphatase stellt ein membrangebundenes Glykoprotein dar, von dem
mehrere Untereinheiten bekannt sind, unter anderem die von der Plazenta
produzierte (Wick et al. 1987). Wahrend der Wanderung vom Dottersack zu den

Gonadalleisten wird die PLAP physiologischerweise von primordialen Keimzellen bis
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zum 15.-16. Tag post conceptionem exprimiert. Darlberhinaus zeigen
Synzytiotrophoblasten der Plazenta ab der 8. SSW eine Expression der PLAP (Millan
and Fishman 1995).

IGCNU und Seminome zeigten in dieser Arbeit eine Expression der PLAP, wahrend
Dottersacktumoren, Chorionkarzinome und normales Hodengewebe keinerlei
Expression prasentierten. Embryonale Karzinome waren in der Haélfte der Falle
positiv und 6 der 91 Teratome zeigten ebenfalls eine Expression.

Viele Studien beschéftigten sich mit der Expression von PLAP in TGCT. 1988 fuihrten
Burke and Mostofi eine Studie zur PLAP-Expression in TGCT mit einem
verhaltnismaRig groflen Patientenkollektiv durch. In deren Studie waren ebenfalls 78
von 81 Seminomen und 154 von 155 Fallen IGCNU positiv, allerdings zeigten auch
ein Grol3teil der embryonalen Karzinome, namlich 87 der 91 untersuchten Falle, eine
Expression fur PLAP. Zusatzlich konnten sie zwischen reinen Tumoren und solchen,
die in Mischtumoren vorkommen, keinen Unterschied finden. Allerdings beschrieben
sie auch fur 5 der 11 Chorionkarzinome sowie 14 der 56 Dottersacktumoren eine
Expression fir PLAP, was in der vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden
konnte. Ebenfalls beschrieben Burke und Mostofi flr eine sehr geringe Anzahl von
Teratomen (6 von 116 Fallen) eine schwache Expression der PLAP (Burke and
Mostofi 1988). Auch andere Autoren wie Beckstead oder Wick et al. beschrieben fir
embryonale Karzinome in allen Féllen ein positives Ergebnis, allerdings bezogen auf
Patientenkollektive, die nur 14 bzw. 11 Falle beinhalteten (Beckstead 1983; Wick et
al. 1987). Die Diskrepanz, insbesondere was die PLAP-Expression in nicht-
seminomatbésen Tumoren Dbetrifft, ist mdoglicherweise auf den Einsatz
unterschiedlicher Antikdrper (polyklonale versus monoklonale Antikorper) bzw. die

Anwendung verschiedener Farbeprotokolle zurtickzufuhren.

CD 30 gehort als Oberflachenrezeptor mit einem Molekulargewicht von 120 kDa zur
Familie der Tumor-Nekrose-Faktoren und spielt eine wesentliche Rolle bei der
Proliferation, Differenzierung und Apoptose von lymphoiden Zellen (Hittmair et al.
1996; Smith et al. 1993). 1982 wurde CD 30 erstmals als diagnostischer Marker der
Reed-Sternberg-Zellen und Hodgkin-Zellen in Hodgkin-Lymphomen beschrieben
(Schwab et al. 1982). Auch andere lymphatische Systemerkrankungen wie das

anaplastische T-Zell-Lymphom oder das primar mediastinale B-Zell-Lymphom zeigen
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eine Expression von CD 30. Der einzige nicht-hdmatopoetische Tumor, der eine
Expression von CD 30 zeigt, ist das embryonale Karzinom (Hittmair et al. 1996).

In dieser Arbeit prasentierten nahezu alle untersuchten embryonalen Karzinome
sowie 3 von 350 Seminomen eine Expression von CD 30, wahrend alle IGCNU und
weitere TGCT-Entitdten ein negatives Ergebnis zeigten. Was die Expression von CD
30 in embryonalen Karzinomen sowie die fehlende Expression von CD 30 in allen
anderen TGCT-Entitaten betrifft, sind die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit in
Ubereinstimmung mit den publizierten Daten von Lau et al. (2007) und Gopalan et al.
(2009). Diese konnten in ihren untersuchten Patientenkollektiven eine ahnlich hohe
Anzahl von CD-30-positiven embryonalen Karzinomen feststellen. Die Spezifitat von
CD 30 fur embryonale Karzinome wird gemindert durch einige positiv reagierende
Seminome, die sowohl hier als auch bei Hittmaier et al. (11/35) und Leroy et al.
(2/32) beschrieben wurden. Andere Arbeitsgruppen konnten die Expression von CD
30 in Seminomen nicht reproduzieren (Gopalan et al. 2009; Lau et al. 2007).
Hittmaier et al. aul3erten die Vermutung, dass sich die CD-30-positiven Seminome in
der Weiterentwicklung zu einem embryonalen Karzinom befinden kdnnten, was die
Hypothese bestéatigen wirde, dass sich diese aus Seminomen entwickeln. Leroy et
al. widmeten eine Studie der Unterscheidung von embryonalen Karzinomen und
Seminomen anhand der Marker CD 30 und CD 117, in der sie eine Kombination
dieser beiden Marker fir die Differenzierung vorschlugen. Demnach ist eine
Kombination von CD-30-Negativitdit und CD-117-Positivitat ein Hinweis auf ein
Seminom bzw. spricht eine CD-30-Positivitdt und eine CD-117-Negativitat fur ein

embryonales Karzinom (Leroy et al. 2002).

AFP ist ein Glykoprotein mit 70 kDa, das von dem fotalen Dottersack sowie der
Leber und dem Gastrointestinaltrakt produziert wird (de Matteis and Silverio 1987).
Wahrend der Schwangerschaft ist ein positiver Serumwert messbar und auch bei
Lebererkrankungen und TGCT ist ein pathologischer AFP-Wert im Serum
festzustellen (Schefer et al. 2003). Bereits in den spaten 60er Jahren des 20.
Jahrhunderts fanden Beschreibungen von erhdhten AFP-Werten bei Patienten mit
malignen Keimzelltumoren statt, woraufhin Anfang der 70er Jahre dann verstarkt
Untersuchungen zur Identifikation des malignen Keimzelltumors und der Assoziation

von Dottersacktumoren mit AFP durchgefuhrt wurden (Beilby et al. 1979).
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Ergebnisse dieser Arbeit zeigten eine AFP-Expression in 100% der 23 untersuchten
Dottersacktumoren. Ebenfalls zeigten 4 der 170 embryonalen Karzinome und 11 der
91 Teratome eine Expression von AFP. Alle IGCNU als auch weitere TGCT-Entitaten
zeigten keine AFP-Expression.

Dottersacktumoren zeigten in der vorliegenden Arbeit in 100% eine AFP-Expression.
Diese Ergebnisse sind in Kontrast zu den publizierten Daten von Eglen und Ulbright,
die bei 20 untersuchten Dottersacktumoren lediglich 11 Falle mit AFP-Expression
feststellen konnten (Eglen and Ulbright 1987). Niehans et al. fihrten 1988 eine
Studie durch, in der sie fur 75% der Dottersacktumoren eine Expression von AFP
nachweisen konnten. Morinaga et al. wiederum beschrieben in 100% der Falle (5 von
5) eine positive Expression in Dottersacktumoren (Morinaga et al. 1983).
Zusammenfassend stellten Emerson und Ulbright fest, dass eine positive AFP-
Expression zur Unterscheidung von Seminomen und Dottersacktumoren dienlich sei,
eine fehlende AFP-Expression allerdings keine grol3e Aussagekraft in der
Differentialdiagnostik habe (Emerson and Ulbright 2005). In den zitierten Arbeiten zur
Expression von AFP in Dottersacktumoren konnte in embryonalen Karzinomen in
unterschiedlichem Prozentsatz ebenfalls eine AFP-Expression nachgewiesen
werden. Talerman deutete die AFP-exprimierenden Zellen in embryonalen
Karzinomen vom morphologischen und funktionellen Standpunkt her gesehen als
Zellen des embryonalen Karzinoms mit Dottersackdifferenzierung (Talerman 1980).
Weiterhin  wurden mukose Drisen bzw. leberdhnliche Zellen in Teratomen
beschrieben, die AFP exprimierten (de Matteis and Silverio 1987; Morinaga et al.
1983; Niehans et al. 1988). Somit kann postuliert werden, dass neben den
Dottersacktumoren embryonale Karzinome und Teratome fokal eine AFP-Expression
zeigen kénnen, wohingegen die Diagnose eines Seminoms die Expression von AFP

ausschlief’t.

B-HCG stellt die R-Untereinheit eines Glykoproteins mit einem Molekulargewicht von
38 kDa dar, das von Synzytiotrophoblasten der Plazenta produziert wird (de Matteis
and Silverio 1987). Darlberhinaus ist bekannt, dass Synzytiotrophoblasten eines
Chorionkarzinoms [3-HCG synthetisieren, welches dann als Tumormarker im Serum
erkrankter Patienten nachweisbar ist (Morinaga et al. 1983).
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In der vorliegenden Dissertation zeigten 23 von 25 (92%) untersuchten
Chorionkarzinomen eine 3-HCG-Expression, wahrend alle anderen TGCT-Entitaten
keine Expression aufwiesen.

Im Gegensatz dazu beschrieben Morinaga et al. zusatzlich zu den
Chorionkarzinomen auch eine R-HCG-Expression in einzelnen Tumorzellen von
Seminomen sowie embryonalen Karzinomen. Obwohl bekannt ist, dass
Synzytiotrophoblasten R-HCG produzieren, wiesen die Autoren aber daraufhin, dass
mononukledre Zellen die  Anfarbbarkeit prasentierten und nicht die
synzytiotrophoblastaren Zellen und stellten daraufhin in Frage, ob RB-HCG
produzierende Zellen synzytiale Strukturen beinhalten miissen. Ahnliche Ergebnisse
prasentierten Niehans et al. 1988 in einer grol3 angelegten Studie, in der sie eine 13-
HCG-Expression fur 3 von 43 Seminomen und 12 von 50 embryonalen Karzinomen
beschrieben, ebenso ein 100%-positives Ergebnis fur 11 Chorionkarzinome (Niehans
et al. 1988). Weissbach et al. widmeten ihre Studie der Frage, ob R-HCG-positive
Seminome eine schlechtere Prognose bzw. eine alternative Therapie benétigen,
konnten aber keinen signifikanten Unterschied zu den 3-HCG-negativen Seminomen
feststellen (Weissbach et al. 1999). Zusammenfassend kann postuliert werden, dass
Chorionkarzinome typischerweise eine Expression von R-HCG zeigen und alle
anderen histologischen Entitdten der TGCT [-HCG nicht exprimieren. Ausnahme
hiervon sind Seminome mit synzytiotrophoblastaren Zellen, die von der WHO als

Sonderform eines Seminoms klassifiziert werden.

Oct-3/4 ist ein Transkriptionsfaktor in pluripotenten embryonalen Stammzellen.
Zusammen mit dem Transkriptionsfaktor Sox2 dient er zur Pluripotenz und Erhaltung
embryonaler Stammzellen (Chew et al. 2005). Interessanterweise zeigen auch
primordiale Keimzellen in frlhen Gestationswochen eine Expression von Oct-3/4,
wobei diese im weiteren Verlauf der Keimzell-Differenzierung verloren geht. Neben
der Pluripotenz und Differenzierung scheint Oct-3/4 auch bei der Apoptoseregulation
eine wesentliche Rolle zu spielen, da ein Verlust von Oct-3/4 mit einer Induktion der
Apoptose einhergeht (de Jong et al. 2008; Kehler et al. 2004; Pesce et al. 1998).

In dieser Arbeit prasentierten IGCNU, Seminome und embryonale Karzinome eine
Expression von Oct-3/4, Seminome und IGCNU zu annahernd 100%, embryonale

Karzinome in 85,3% der Félle. 2 der 91 Teratome zeigten ebenfalls eine fokale Oct-
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3/4-Expression. Normales Hodengewebe, Dottersacktumoren und Chorionkarzinome
zeigten keine Expression von Oct-3/4.

Santagata et al. (2007) beschrieben ebenfalls eine Expression von OCT-3/4 in allen
untersuchten embryonalen Karzinomen (n=18) und Seminomen (n=20). Ahnliches
beschrieben Gopalan et al. (2009), die in allen untersuchten IGCNU (n=35),
Seminomen (n=8) und embryonalen Karzinomen (n=50) Oct-3/4 nachweisen
konnten. Im Vergleich zu diesen Studien ist auffallig, dass in der vorliegenden Arbeit
nur 145 der 170 untersuchten embryonalen Karzinome eine Oct-3/4-Expression
zeigten und somit keine Spezifitdt von 100% gegeben ist. Dies steht in Gegensatz zu
den Ergebnissen von Looijenga et al. in der ersten Studie, die die Oct-3/4-Expression
in TGCT im Jahr 2003 untersuchte. Damals zeigten IGCNU, Seminome und
embryonale Karzinome ein durchweg positives Ergebnis, was de Jong et al. 2005
nochmals reproduzierten (de Jong et al. 2005; Looijenga et al. 2003). Keiner der
Autoren beschrieb eine Expression von Oct-3/4 in Teratomen, Dottersacktumoren
und Chorionkarzinomen (Gopalan et al. 2009; Santagata et al. 2007). Nach weiterer
Differenzierung zu den anderen nicht-seminomatésen Tumoren ist Oct-3/4 nicht
mehr nachweisbar. Dies spricht flur die Theorie einer Differenzierung von
Dottersacktumoren, Teratomen und Chorionkarzinomen aus embryonalen

Karzinomen.

Sox2 gehort zur Familie der Sox-Proteine, in der mindestens 20 verschiedene
Proteine bekannt sind. Sox2 ist ein Transkriptionsfaktor in embryonalen
Stammzellen, der viele seiner Funktionen in Zusammenarbeit mit Oct-3/4 ausubt
(Chew et al. 2005). Als Komplex mit Oct-3/4 wird die Pluripotenz von Stammzellen
erhalten. Zusatzlich ist Sox2 in neuronalen Stammzellen zu finden, wo es eine Rolle
in der Entwicklung des Nervensystems spielt (Episkopou 2005). Veranderungen in
Form einer Verminderung dieses Komplexes fuhren zur Differenzierung von
Stammzellen (Chew et al. 2005).

Die Ergebnisse dieser Dissertation zeigten eine Expression fir Sox2 in annahernd
100% der embryonalen Karzinome und 29,7% der Teratome, beschrankt auf den
epithelialen Anteil. Alle anderen Entitaten, inklusive normalem Hodengewebe und
IGCNU, zeigten keine Sox2-Expression. Zusatzlich zeigten Sertoli-Zellen eine

positive Reaktion.
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Ubereinstimmend gestaltete sich die positive Expression von Sox2 in embryonalen
Karzinomen mit vorangegangenen Studien unabhéngig von der Grol3e des
Patientenkollektivs (de Jong et al. 2008; Gopalan et al. 2009; Santagata et al. 2007).
Ebenfalls beschrieb keiner der Autoren eine Expression von Sox2 in den anderen
Entitdten inklusive IGCNU, als Ausnahme ist lediglich das Teratom zu nennen.
Teratome prasentierten ein heterogenes Bild. Als positiv fir Sox2 wurde haufig der
epitheliale Anteil der Tumoren beschrieben, wie auch de Jong et al. positive
epitheliale Zellen in Teratomen nachweisen konnten. Santagata et al. werteten 17
von 19 Teratome positiv, wiesen aber daraufhin, dass sich die Anfarbbarkeit auf das
Epithel beschréankte. Gopalan et al. hingegen beschrieben den neuroektodermalen
Anteil in 11 von 14 Fallen unreifer Teratome als positiv und fiihrten dies auf die
Expression von Sox2 in neuronalen Stammzellen zurick. De Jong et al. konnten
positive Zellen in Tubuli seminiferi, die IGCNU-Zellen enthalten, nachweisen und
identifizierten diese als Sertoli-Zellen. Zusammenfassend ist zu postulieren, dass

Sox2 hinsichtlich embryonaler Karzinome eine diagnostische Bedeutung hat.

CD 117 ist eine membrantse Rezeptor-Tyrosin-Kinase, die durch Bindung ihres
Liganden Stem Cell Factor (SCF) ihre Funktion in der Proliferation, Differenzierung
und dem Uberleben von Stammzellen entwickelt (Runyan et al. 2006). Erstmals
beschrieben wurde CD 117 in TGCT von Strohmeyer et al. im Jahr 1991 durch
Untersuchungen auf DNA-und RNA-Ebene (Strohmeyer et al. 1991). CD 117 ist
speziell auf hAmatopoetischen Stammzellen, aber auch anderen Zelltypen, zu finden.
Gonozyten im Hoden von Foten exprimieren CD 117, nach der 25. SSW ist diese
Expression vermindert (Biermann et al. 2007a). Pathologisch nachgewiesen wurde
CD 117 unter anderem in gastrointestinalen Stromatumoren und metastatischen
Melanomen (Yu et al. 2007).

Ergebnisse dieser Arbeit prasentierten eine Expression von CD 117 in IGCNU (366
von 369) und Seminomen (331 von 350) in anndhernd 100% der Félle, sowie
einzelne positive Félle in embryonalen Karzinomen (4 von 170) und Teratomen (10
von 91). Weder Dottersacktumoren noch Chorionkarzinome zeigten eine Expression
und lediglich 1 Fall von untersuchten 286 normalen Hodengeweben zeigte sich
positiv.

Die Expression von CD 117 in IGCNU und Seminomen bestatigte in der Literatur

vorbeschriebene Untersuchungen, auch wenn diese auf kleiner Patientenkollektive

41



4 Diskussion

bezogen waren (Gopalan et al. 2009; Lau et al. 2007; Leroy et al. 2002).
Interessanterweise zeigten in dieser Dissertation 10 von 91 Teratomen eine
Expression von CD 117, was in keiner Studie vorbeschrieben ist. Gopalan et al.
beschrieben fur 40 Teratome nur negative Ergebnisse und auch Lau et al. konnten in
13 Teratomen keine Expression von CD 117 feststellen. Allerdings beschrieben
Gopalan et al. in 14 von 40 Dottersacktumoren eine Expression von CD 117, was
sich in dieser Arbeit nicht reproduzieren lie3. Lau et al. untersuchten zwar auch
Dottersacktumoren, aber die Arbeitsgruppe bezog sich nur auf 3 Félle, daher ist dem
Ergebnis dieser Arbeitsgruppe nur eingeschrankte Aussagekraft zuzuschreiben. Die
geringe Anzahl an positiven embryonalen Karzinomen dieser Dissertation (4/170)
deckt sich mit Ergebnissen der Studie von Gopalan et al., die ebenfalls in nur 3 von
50 embryonalen Karzinomen eine Expression von CD 117 feststellen konnten. Auch
Leroy et al. beschrieben in ihrer Studie zur Unterscheidung von embryonalen

Karzinomen und Seminomen in einem von 14 Fallen ein positives Ergebnis.

D2-40 ist ein monoklonaler Antikdrper, der mit einem onkofetalen Antigen (M2A,
Podoplanin) reagiert (Marks et al. 1999). Kaiserling beschrieb 2004 D2-40 als
Marker fur LymphgefaRendothelien (Kaiserling 2004). Physiologisch ist das Antigen
in fotalen Keimzellen bzw. Gonozyten des Hodens nachweisbar, des Weiteren
scheint es in der Entwicklung von Sertoli-Zellen eine Rolle zu spielen (Baumal et al.
1989). Podoplanin wird méglicherweise eine Rolle in der interzellularen Adh&sion von
Zellen zugedacht (Sonne et al. 2006). Einige maligne Tumoren wie
Ovarialkarzinome, Osteosarkome und Blasenkarzinome exprimieren das zugehdrige
Antigen M2A (Marks et al. 1999).

In dieser Arbeit prasentierten IGCNU und Seminome eine Expression von D2-40 in
100% der Félle, wahrend nur sehr vereinzelte embryonale Karzinome (11 von 170)
sowie Teratome (3 von 91) eine CD-117-Expression zeigten. Normales
Hodengewebe, Dottersacktumoren und Chorionkarzinome waren in allen Fallen
negativ.

Alle Studien stimmten darin Uberein, dass IGCNU und Seminome eine Anfarbbarkeit
fur D2-40 zeigten, wéhrend Chorionkarzinome in keiner Studie ein positives Ergebnis
aufweisen konnten (Lau et al. 2007; Marks et al. 1999; Yu et al. 2007). Im Gegensatz
zu Ergebnissen dieser Dissertation, beschrieben Marks et al. sowie Yu et al. eine

vereinzelte Expression des zugehoérigen Antigens in Dottersacktumoren. Beide
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Arbeitsgruppen bezogen sich allerdings nur auf Mischtumoren in einem sehr kleinen
Patientenkollektiv (1/4 Fallen, 5/9 Fallen). Die Ergebnisse fiir embryonale Karzinome
sind divergenter. Yu et al. beschrieben alle 19 untersuchten embryonale Karzinome
als positiv, Marks et al. hingegen 50% der 26 Falle und Lau et al. nur 4 von 14
Fallen. Ahnlich verhélt es sich mit dem Teratom, dessen Expressionsprofil ebenfalls
in den verschiedenen Studien variiert und zwischen 0 und 50% positiver Falle bei
einem Patientenkollektiv von 13 bis 17 Fallen schwankt. Demzufolge ist eine
Einordnung der Expression von D2-40 in diesen beiden Entitaten bislang schwer zu

definieren.

Das CD-9-Gen ist auf Chromosom 12 lokalisiert und kodiert fir ein Membranprotein,
das in die Entwicklung sowie Motilitat und Wachstum vieler Zellen (Knochenmark,
Gehirn, Muskeln etc.) involviert ist. Au3erdem scheint es in der Verschmelzung von
Spermium und Eizelle eine Rolle zu spielen (Kanatsu-Shinohara et al. 2004). CD 9
wurde bisher von allen in dieser Arbeit verwendeten Markern am wenigsten in
Verbindung mit TGCT untersucht. Es gibt nur eine Studie von der Arbeitsgruppe
Biermann et al. aus dem Jahr 2007, die bisher Ergebnisse zu
immunhistochemischen Untersuchungen von CD 9 in TGCT veroffentlichte.
(Biermann et al. 2007b). Physiologisch haben Biermann et al. CD 9 in f6talen
Gonozyten, aber nicht mehr in differenzierten fotalen Keimzellen, den Préa-
Spermatogonien, nachgewiesen und daraus die Hypothese formuliert, dass zwischen
Gonozyten und IGCNU eine Verbindung bestehen kénnte. Andere Arbeitsgruppen
beschéftigten sich mit CD 9 in verschiedensten Tumoren, so wies beispielsweise
Kawashima et al. CD 9 in Tumoren des Gehirns nach, wahrend Miyake et al. eine
umgekehrte Korrelation zwischen dem Metatastasierungspotential von Mamma-
Karzinomen und der CD-9-Expression fanden (Kawashima et al. 2002; Miyake et al.
1996). Higashiyama et al. konnten fur Lungentumoren, die eine verminderte CD-9-
Expression aufwiesen, eine schlechtere Prognose feststellen (Higashiyama et al.
1995). Kanatsu-Shinohara et al. beschrieben die Expression von CD 9 in
embryonalen, hamatopoetischen sowie neuronalen Stammzellen von Mausen und
entdeckten einen signifikanten Antieg von c-kit in CD-9-positiven Zellen (Kanatsu-
Shinohara et al. 2004). Einige Studien zusammenfassend formulierte Tanaka et al.
2009 die Hypothese, dass zwischen der CD-9-Expression und dem invasiven

Wachstum von TGCT eine Verbindung bestehen kdonnte (Tanaka et al. 2009).
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Ergebnisse dieser Arbeit zeigten eine eindeutige Expression von CD 9 in IGCNU,
Seminomen sowie embryonalen Karzinomen, eine uberwiegende Expression in
Teratomen (83,5%) und eine positive Expression in 8 von 25 Chorionkarzinomen.
Einzig Dottersacktumoren und normales Hodengewebe wiesen keine Expression von
CD 9 auf.

Damit konnten die positiven Ergebnisse von Biermann et al. fiur IGCNU, Seminome
und embryonale Karzinome reproduziert und fur ein sehr viel grol3eres Kollektiv an
Patienten bestatigt werden, da 2007 nur jeweils 10 Falle untersucht wurden.
AulRerdem konnten neue Erkenntnisse Uber die Expression von CD 9 in den anderen
nicht-seminomatésen Tumoren gewonnen werden. CD 9 ist von den hier
untersuchten Markern fur die Diagnostik von TGCT der einzige Antikérper neben
Pan-CK, der eine grof3e Anzahl an Teratomen anfarbte, dies kdnnte als Ansatzpunkt
fur weitere Untersuchungen dienen. Ebenso lasst die Anzahl an positiven
Chorionkarzinomen Raum flr weitere Untersuchungen. Lediglich Dottersacktumoren

scheinen von allen untersuchten TGCT keinerlei Expression von CD 9 aufzuweisen.

Eine abschlieRende Ubersicht der positiven Ergebnisse der immunhistochemischen
Untersuchungen in dieser Dissertation findet sich in Tabelle 22. Fur die Diagnostik
und Erforschung der testikularen Keimzelltumoren werden auch in Zukunft die bereits
bekannten, aber auch weitere neue immunhistochemische Marker Anwendung

finden.
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Tabelle 22: Zusammenfassung der immunhistochemischen Ergebnisse (n=Félle)

Anzahl der positiven Falle (%)

Entitat Pan-CK PLAP CD 30 AFP B-HCG Oct-3/4 Sox2 CD 117 D2-40 CD9
normales
Hodengewebe
(n=286) 4 (1,4%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (0,3%) 0 (0%) 0 (0%)
IGCNU (n=369) 333 (90,2%) 369 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 359 (97.3%) 0 (0%) 366 (99,2%) 369 (100%) 369 (100%)

Seminom (n=350) | 21 (6%) 338 (96,5%) 3 (0,9%) 0(0%)  0(0%) 338(96,6%) 0(0%)  331(94,6%) 350 (100%) 350 (100%)

Nicht-Seminom

Embryonales

Karzinom

(n=170) 158 (92,9%) 96 (56,5%) 160 (94,1%) 4 (2,4%) 0 (0%) 145 (85,3%) 168 (98,8%) 4 (2,4%) 11 (6,5%) 170 (100%)

Teratom

(n=91) 54 (59,3%) 6 (6,5%) 0 (0%) 11 (12%) 0 (0%) 2 (2,2%) 27 (29,7%) 10 (11%) 3 (3,4%) 76 (83,5%)
Dottersacktumor

(n=23) 23 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 23 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)

Chorionkarzinom
(n=25) 25 (100%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 23 (92%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) 8 (32 %)
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4.3 Tissue-Microarray-Technik

Die in der vorliegenden Dissertation angewandten Tissue-Microarrays sind
besonders fur die Analyse einer grof3en Anzahl an Gewebeproben pradestiniert. Der
aufwendigste und zeitintensivste Arbeitsschritt bei der Herstellung der TMAs ist das
Zusammenstellen des Patientenkollektivs (Heraussuchen der archivierten
Schnittpraparate, Markierung der Tumorareale auf den Schnittpraparaten,
Zusammenstellung der zugehdrigen Paraffin-Gewebebldcke). Die Herstellung eines
TMAs nimmt dagegen relativ wenig Zeit in Anspruch und erwies sich als
unkompliziert. Das Entnehmen von Stanzzylindern aus den Donorblécken gelang
meist problemlos, lediglich Blocke von Tumoren, die schon mehrfach untersucht
worden waren, variierten in der Dicke ihres Materials. Demzufolge war es in einigen
wenigen Fallen nicht moglich, mit der Apparatur des Tissue-Microarrayer
Stanzzylinder zu entnehmen bzw. die entnommenen Stanzen waren unterschiedlich
lang und beim Schneiden der Praffinblocke traten Schwierigkeiten auf. Die
verschiedenen Gewebebeschaffenheiten der einzelnen Tumorentitaten verursachten
bei der Entnahme der Stanzzylinder keine Probleme. Als teilweise problematisch
entwickelte sich bei der Auswertung die Zerstérung bzw. das Verschwinden einzelner
Stanzzylinder. Ursache hierfur war einerseits die zu geringe Lange der Stanzen
durch wiederholtes Schneiden des Donorblockes und andererseits die einzelnen
Arbeitsschritte der Immunhistochemie. In einigen Fallen war eine Auswertung der
Stanze trotzdem mdglich, da nur ein Teil dieser fehlerhaft war, aber noch gentgend
auswertbares Material vorhanden war. Gelang eine reprasentative Auswertung
derartiger Stanzen nicht, wurde der Fall aussortiert und nicht in die Auswertung
aufgenommen. Dieses Problem stellt einen zu diskutierenden Nachteil der TMA-
Technik dar (Hoos and Cordon-Cardo 2001). Skacel et al. beschrieben 2002, dass
abhangig von dem gewahlten Durchmesser der Stanzzylinder zwischen 90-100% der
Stanzen auswertbar waren. Je grol3er der gewahlte Durchmesser war, desto héher
war die Anzahl des auswertbaren Materials (Skacel et al. 2002). Der in dieser
Dissertation verwendete Stanzzylinder hatte einen Durchmesser von 1 mm und lag
damit tber dem mehrheitlich angewandten Durchmesser von 0,6 mm (Voduc et al.
2008). Um die Reprasentation eines Tumors in seiner Heterogenitat zu
gewahrleisten, wird das Ubertragen mehrerer Stanzzylinder pro zu untersuchenden
Fall empfohlen, wobei in der Regel wie in der vorliegenden Arbeit 3 Stanzzylinder
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ausreichend erscheinen (Camp et al. 2000; Parker et al. 2002). Daruberhinaus ist bei
einem derartigen Vorgehen gewahrleistet, dass durch Untersuchungstechniken
bedingtes Fehlen eines Stanzzylinders der Patientenfall aus dem Kollektiv
genommen werden muss (Skacel et al. 2002).

Zusammenfassend ist festzustellen, dass durch die technisch einfache und gut
etablierte TMA-Technik ein groRes Patientenkollektiv auf wenigen Objekttragern
untersucht werden kann und die Durchfihrung von immunhistochemischen

Untersuchungen bei geringerem Materialverbrauch deutlich erleichtert wird.
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5 Zusammenfassung

Maligne Keimzelltumoren des Hodens sind die haufigsten soliden malignen Tumoren
des jungen Mannes, die in den letzten 50 Jahren einen kontinuierlichen Anstieg der
Inzidenz zeigen und somit eine Kklinisch relevante Tumorgruppe reprasentieren.
Aufgrund ihres biologischen, klinischen und therapeutischen Verhaltens werden die
malignen Keimzelltumoren des Hodens in die zwei groRen Gruppen der Seminome
und Nicht-Seminome eingeteilt. Entsprechend ihrer Differenzierung werden die Nicht-
Seminome histopathologisch weiter in embryonale Karzinome, Dottersacktumoren,
Chorionkarzinome und Teratome unterschieden. Haufig treten maligne
Keimzelltumoren des Hodens auch als Mischtumoren auf, die sowohl seminomatdse
als auch nicht-seminomatése Tumoranteile tragen. Fir eine Tumor-spezifische
Therapie in Form einer Chemo- und/oder Radiotherapie ist die exakte
histopathologische Diagnose eines malignen Keimzelltumors des Hodens
unerlasslich. In der vorliegenden Arbeit wurden bekannte als auch neue
immunhistochemische Marker fur die pathologische Diagnostik maligner
Keimzelltumoren des Hodens mittels Tissue-Microarray-Technik bei 204 mannlichen
Patienten untersucht und ein immunhistochemischer Algorithmus entwickelt. Es
konnte gezeigt werden, dass Antikorper gegen PLAP, Oct-3/4, D2-40, CD 117 und
CD 9 fur die Diagnostik der intratubularen Keimzellneoplasie und Seminome die
hochste Sensitivitat aufweisen. Im Gegensatz dazu lieBen sich embryonale
Karzinome mit Antikbrpern gegen Pan-CK, Sox2, CD 9 und CD 30 sowie Teratome
mit Antikbrpern gegen Pan-CK (epitheliale Anteile) oder CD 9 am sensitivsten
nachweisen. Fur Dottersacktumoren bzw. Chorionkarzinome hatten die lange
bekannten Antikdrper gegen Pan-CK und AFP bzw. R-HCG die hdchste Sensitivitat.
Normale Keimzellen der Hodentubuli zeigten fur alle angewandten Antikorper keine
Expression. Anhand der erhobenen Expressionsprofile der unterschiedlichen
malignen Keimzelltumoren des Hodens konnte ein immunhistochemischer
Algorithmus fur die Diagnostik maligner Keimzelltumoren des Hodens entwickelt
werden (Abb. 15). Zusammenfassend sollte in der Diagnostik maligner
Keimzelltumoren des Hodens immer ein Antikérper-Panel zur exakten und therapie-
relevanten histopathologischen Diagnose unter Einbezug des entwickelten

immunhistochemischen Algorithmus zur Anwendung kommen.
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Abbildung 15: Immunhistochemischer Algorithmus zur Diagnostik maligner Keimzelltumoren

des Hodens
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