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Zusammenfassung

Immunhistochemische und molekularpathologische Charakterisierung von

Rhabdomyosarkomen
Lipps, Christiane Waltraud

Rhabdomyosarkome sind im Kindesalter die hdufigsten Weichteilmalignome. Sie werden

in den embryonalen, alveoldren und pleomorphen Subtyp unterteilt.

In dieser Arbeit wurden die Klinik, die Morphologie und die Molekularpathologie dieser
malignen Erkrankung ndher untersucht. Auch wurden Antikoérper, die bisher nicht zur obligaten
diagnostischen Strategie gehorten, bzgl. ihrer Aussagekraft tiberpriift. Zudem wurde die bisher

angewandte konventionelle Fiarbetechnik mit der Technik des Tissue Microarray verglichen.

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass sich die Ergebnisse dieser Arbeit mit den
Literaturangaben bzgl. der Geschlechtsverteilung und der Lokalisationspréiferenz der einzelnen
Subtypen decken. In Bezug auf die Altersverteilung der embryonalen Rhabdomyosarkome
decken sich die Literaturangaben mit der hier vorliegenden Arbeit nicht vollstandig. Diese Arbeit
zeigt eine deutliche Préiferenz der Altersklasse bis 5 Jahre, wohingegen laut der Literatur die

embryonalen Rhabdomyosarkome vor allem im Alter zwischen 5 — 8 Jahren anzutreffen sind.

Insgesamt zeigt sich in dieser Studie eine deutliche Ubereinstimmung der
konventionellen Férbemethode mit dem Tissue Microarray. Aufgrund der sehr kleinen
Stanzproben und moglicher, technisch bedingter Gewebsverluste, sollte bei Verwendung eines

Tissue Microarrays jeder Fall mehrfach prisentiert sein.

Bei den immunhistochemischen Firbungen zeigen sich deutliche Ubereinstimmungen der

konventionellen Methode mit dem Tissue Microarray.

Die Rhabdomyosarkome wurden mittels Antikérper gegen CD 117,VEGF und EGFR
untersucht. Es fand sich in allen drei Subtypen eine ausgeprédgte Positivitit, so dass sich diese
Antikorper mit therapeutischer Relevanz moglicherweise fiir eine klinisch-therapeutische

Behandlung des Rhabdomyosarkoms zukiinftig einsetzen lassen.

Tag der Miindlichen Priifung: 02.07.2010



Inhaltsverzeichnis

1.

2.

EINTURIUNG ...ttt et e et e b e saneensee
Klinik, Morphologie und Molekularpathologie des Rhabdomyosarkoms......................
2.1.  Embryonales Rhabdomyosarkom...........cccccocvieiiiiiniiiiciiiccieeeee e
2.1.1. Epidemiologie (Haufigkeit und Altersverteilung) ........ccccoeoevverieneenncnne
2.1.2. Lokalisation und klinische Symptomatik .............cccceeveieiiiniienieniinnn,
2.1.3. Makroskopie und HiStologie..........cccueeriiiiieniieiieeieeie e
2.1.4. ImmunhiStoChemIe. .......cc.coiiiiiiiiiiiiiie e
2.1.5. Molekularpathologie.........cccueevuieriieiieiiieieecee et
2.1.6. PTOZNOSE. ..coiuiiiiiiiieiiie ettt ettt ettt ettt e e s
2.2.  Alveoldres Rhabdomyosarkom............ccocuieiiiiiiiiiieiiieiieeieeee e
2.2.1. Epidemiologie (Haufigkeit und Altersverteilung) ..........cccccceeevvieerneens
2.2.2. Lokalisation und klinische Symptomatik .............cccoevieeirieniencieennnnne. 10
2.2.3. Makroskopie und Histologie...........cceerieriiiniieiieiiieiieie e 10
2.2.4. ImmunhistoChemie...........ccocuiiiiiiiiiiiieiee e 10
2.2.5. MolekularpatholOie.........cccvieriiieiiieeiiie et 11
2.2.6. PIOZNOSE. ..cectiieiiiieeiieeeieeeeite et e et e e ite e e tte e e tae e saee e sebeeesnbeeenaseeennaeeens 12
2.3.  Pleomorphes Rhabdomyosarkom.............cccceeeiieniiiiiieniieienieeieceee e 12
2.3.1. Epidemiologie (Haufigkeit und Altersverteilung) ...........ccceceevuvennnenee. 12
2.3.2. Lokalisation und klinische Symptomatik ...........ccccceevviieriiieiniieeninnnn. 13
2.3.3. Makroskopie und HiStologie..........cccvevireiieiriieiieniieeieecie e 13
2.3.4. ImmunhiStOCheMIC. .......covviiiiriiiiiiieeieieeee e 14
2.3.5. Molekularpathologie...........ceeriieiiiiiiiiiieiieetee e 14
2.3.6. PrOZNOSE......uiiiiieiiiieeeeee ettt e 15
Fragestellung der ArDEIt.........ccveviiiiiiiiieeiierie ettt ettt eeae b eenas 16
Material und Methoden ...........c.ooiiiiiiiiiii e 17
4.1.  Histologie und immunhistochemische Untersuchung.........c..ccccoeceeviivinicncnns 17

4.1.1. TiSSUE MICTOAITAY ....uveeeereeeerieeiiieeiteeeiieeeeeaeessaeesaeeessseeessseeessseeensseens 17



10.

11.

4.1.2. Entparaffiniertung........c.ccoveeriieiiienieeieenie et 18

4.1.3. Antigen- Demaskierung..........ccceeeueeriieniieniienieeniiesieeiieereeseeeeieeseee e 18
4.1.4. ImmunhiStoChemIe.........cc.ccoviiiiiiiieeieecececee e 19
4.2.  Molekularpathologische Untersuchung............ccccoeeeeiiieiiiiiniiieeeiie e 20
4.2.1. RNA- Gewinnung aus Paraffinmaterial..............ccccoceeeeirerienrieniiennnnne, 20
4.2.2. GAPDH- Bestimmung aus Paraffin- RNA .........ccccociniiiininiic 22

4.2.3. Nachweis der PAX 3/ FKHR- bzw. PAX 7/ FKHR- Fusions- mRNA in

alveoldren Rhabdomyosarkomen............cccccoevieriieiieniieiienieeeee 22

4.2.4. Polyacrylamidgel und Visualisierung mittels Silberfarbung................ 23
EI@EDIISSE. ..ttt et e 24
5.1. Untersuchungsergebnisse bzgl. der Geschlechtsverteilung...........ccccceeeenneene 24
5.2.  Untersuchungsergebnisse bzgl. der Subtypen ..........ccceeeviveviiiiiniieeniieceiee e, 27
5.3.  Untersuchungsergebnisse bzgl. der Lokalisation .............ccoeeeevieenvenieeneennee. 28
5.4.  Untersuchungsergebnisse bzgl. des AIters .........ccoceeveriireineriinienenienecee 31
5.5.  Untersuchungsergebnisse bzgl. der Verlaufsbeurteilung .............ccceeveveenneen. 34
5.6.  Vergleich der konventionellen Fairbemethode mit dem Tissue Microarray..... 35
5.7.  Untersuchungsergebnisse bzgl. der Immunhistochemie ...........c.ccccoeeeveennennnen. 40
5.8.  Untersuchungsergebnisse bzgl. der Molekularpathologie...........cccceceenernnenne. 66
DISKUSSION ..ttt ettt et ettt e bbb esaeeenbeeaees 67
LiteraturVerZ@ICHNIS ... ..ooviiiiieiieiie ettt et e 71
ANNANG ..ot ettt et e bt e e tbe et e e erb e e beeenbeebaeeaseenne 75
F T DRV 1131 Co) § o) SRR RRRPSRRRRPR 75

8.2.  Tabelle immunhistochemisch und molekularpatologisch verwandter Fille .... 77

AbDbIldUNZSVETZEICANIS ......eiiiiiiiieiii et e 85
Lebenslaus ... .couoiiie e 86
DANKSAZUNG .....cvviiiiiiiiieiieee ettt ettt ettt e et e e be e ete e eabeesbeeesbeebaeeaseenbeenneas 88

II



1. Einfihrung

Bei 6,5% aller kindlichen malignen Neuerkrankungen im Jahr handelt es sich um ein
Weichteilsarkom, von denen 61% der Patienten mit einem Rhabdomyosarkom betroffen sind
(Speer, 2005). Rhabdomyosarkome stellen die hdufigsten Weichteilmalignome im Kindesalter
dar (Bocker, 2004) und treten vorwiegend in der Kindheit aber auch im Erwachsenenalter auf,
wobei sie bevorzugt das ménnliche Geschlecht betreffen (Remmele, 1997). In der Regel ist
das Rhabdomyosarkom ein vom quergestreiften Muskel ausgehender hochmaligner Tumor

(Imbach, 2004).

Zu 26% wird ein Lokalisationsschwerpunkt im Kopf- und Halsbereich vorgefunden -
wobei die Orbita alleinig mit 9% vertreten ist, welcher zu 22% vom Urogenitaltrakt und zu
18% von den Extremititen gefolgt ist. Diesen Lokalisationen schlieBen sich dann mit
geringen Prozentzahlen die iibrigen Lokalisationen wie z. B. der Stammbereich und das

Retroperitoneum an (Imbach, 2004).

Die Erkenntnis iiber das Rhabdomyosarkom hat in den letzten Jahrzehnten dank
intensiver Forschung und der dadurch erreichten sichereren morphologischen Zuteilung zu
einer stadiengerechten Behandlung in randomisierten Studien gefiihrt und so dessen
Behandlung und somit auch die Chancen des einzelnen Patienten erheblich verbessert.
Dadurch liegt die Prognose heutzutage bei 80% im Gegensatz zu 24% in den Zeiten vor

Einfiihrung der Chemo- und Radiotherapie (Imbach, 2004).

Nach der aktuellen WHO- Klassifikation wird das Rhabdomyosarkom in die Subtypen
embryonal (53- 64%), alveoldr (21%) und pleomorph, welche nur zu einem Prozent im
Kindesalter vertreten ist, eingeteilt (Imbach, 2004). Lediglich das alveolére
Rhabdomyosarkom kann durch eine molekularpathologische Besonderheit — der
Translokation t(1;13) oder t(2;13) — von der embryonalen bzw. der pleomorphen Unterart

abgegrenzt werden.

In der hier vorgestellten Studie wurden an einem groflen Kollektiv zum einen Klinik,
Morphologie und Molekularpathologie des Rhabdomyosarkoms nédher untersucht und zum
anderen sowohl die der Standarddiagnostik zugehorigen immunhistochemischen
Untersuchungen mittels Antikdrpern als auch bislang nicht der Standarddiagnostik zugehdrige

Antikorper beziiglich ihrer Aussagekraft zur Unterscheidung pleomorpher von embryonalen



und auch alveoldren Rhabdomyosarkomen iiberpriift, um so die diagnostische Zuordnung

anhand der immunhistochemischen Untersuchung zu bestitigen.



2. Klinik, Morphologie und Molekularpathologie des

Rhabdomyosarkoms

Bei den Rhabdomyosarkomen handelt es sich um seltene Weichteiltumoren. Die
Unterteilung dieser Tumoren erfolgt in einen embryonale, einen alveoldren und einen
pleomorphen Subtypen, wobei die einzelnen Subtypen Unterschiede beziiglich ihrer
Lokalisation und auch der Héufigkeit ihres Auftretens in den verschiedenen Altersstufen
zeigen, auf die nachfolgend bei den einzelnen Typen ndher eingegangen werden soll.
Zunichst sollen jedoch einige Gemeinsamkeiten der drei makroskopischen Arten aufgezeigt

werden.

Bis zum gegenwirtigen wissenschaftlichen Stand sind keine bestimmten Noxen
bekannt, die ein Rhabdomyosarkom in seiner Entstehung unterstiitzen. Es wird aber davon
berichtet, dass das Auftreten eines Rhabdomyosarkoms gehéduft bei Patienten mit einer
Neurofibromatose beobachtet wird. Ebenfalls wird eine gehdufte Privalenz beim Beckwith-
Wiedemann-, Rubenstein- Taybi- und Roberts- Syndrom beschrieben. Auch sind Kinder,
deren Miitter an einem Mammakarzinom erkrankt waren, haufiger in Zusammenhang mit
einem aufgetretenen Rhabdomyosarkom dokumentiert worden (Fletcher, 2002). Dieses weist

auf eine genetische Disposition als Ursache der Rhabdomyosarkome hin.

Rhabdomyosarkome leiten sich von Muskelzellen ab und lassen sich
immunhistochemisch durch muskelspezifische Proteine verifizieren. Hier seien stellvertretend
Aktin, Myosin, Desmin und Myoglobulin genannt (Imbach, 2004). Zur weiteren
Differenzierung in die einzelnen Subgruppen werden noch weitere Antikorperfirbungen

verwendet, die dann zusammen mit dem histologischen Bild die Diagnose stiitzen.

Die Prognose bei Diagnostik eines Rhabdomyosarkoms — egal welcher
Subklassifikation - ist generell abhingig von der Aussage welches Stadium, welche
histologische Klassifikation, welchen Differenzierungsgrad und welches Ursprungsgewebe
bzw. welche Lokalisation der Tumor aufweist. Als relevant erscheint auch das Alter, in
welchem sich der Patient zum Zeitpunkt der Diagnose befindet. Generell kann man sagen,
dass ein Patient, je jiinger er bei der Diagnosestellung ist, bessere Chancen auf eine gute
Prognose hat. Bei erwachsenen Patienten verhalten sich die Tumorunterarten in der Regel
deutlich aggressiver — insbesondere bei Vorliegen eines embryonalen Rhabdomyosarkoms

vom spindelzelligen Typ. Ansonsten scheint die histologische Unterart des bei erwachsenen
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Patienten vorliegenden Rhabdomyosarkoms keinen Einfluss auf die Prognose zu haben

(Fletcher, 2002).

Zunichst scheint eine radikale chirurgische Therapie maligeblich fiir den weiteren
Krankheitsverlauf (Bocker, 2004). Anhand des operativen Ergebnisses wird der Patient nach
der Intergroup- Rhabdomyosarkom- Studie in verschiedene Gruppen eingeteilt, durch die das
weitere therapeutische Vorgehen bestimmt wird. Gruppe I- Patienten sind solche, deren
Tumor lokalisiert ist und solche, deren Tumor komplett reseziert wurde, welches einer RO-
Resektion entspricht. R1- resezierte Patienten, bei denen ein mikroskopischer Resttumor
vorhanden ist, werden der Gruppe II zugeordnet, wohingegen die Gruppe III Patienten
einschlie8t, bei denen ein makroskopischer Resttumor vorhanden ist (R2— Resektion).
Patienten mit Fernmetastasen werden in die Gruppe IV eingruppiert (Kissane, 1990). Diese
Metastasen (unabhdngig vom histologischen Subtyp) finden sich prozentual absteigend am
haufigsten in der Lunge, den Lymphknoten und Knochen, der Leber und dem Gehirn
(Autopsiestatistik von Shimada et al.). Hiufig sind bei der Erstdiagnose bereits regionire

Lymphknoten befallen (Remmele, 1997).

Je nach Gruppenzugehorigkeit wird postoperativ noch eine Chemotherapie
angeschlossen (Bocker, 2004). Entscheidend fiir den postoperativen Verlauf und somit die
Einstufung in den jeweiligen Chemotherapieplan ist unter anderem auch der Grad der
Differenzierung des vorliegenden embryonalen Rhabdomyosarkoms. Heutzutage wird
zwischen drei Differenzierungsgraden unterschieden: gut differenziert (>50% Tumorzellen
mit erkennbarer Myogenese), méBig differenziert (10- 50% Tumorzellen mit erkennbarer
Myogenese), wenig differenziert (<10% Rhabdomyoblasten). Interessant hierbei ist sicherlich
die Tatsache, dass der Differenzierungsgrad unter der Chemotherapie deutlich zunehmen kann

(Remmele, 1997).

2.1. Embryonales Rhabdomyosarkom

Beim embryonalen Rhabdomyosarkom handelt es sich um ein primitives malignes
Weichteilsarkom. Dieses Weichteilsarkom reprédsentiert die embryonalen Merkmale der
Skelettmuskulatur und kann in eine spindelzellige, botryoide oder anaplastische Variante

unterteilt werden (Fletcher, 2002).



2.1.1. Epidemiologie (Haufigkeit und Altersverteilung)

Embryonale Rhabdomyosarkome treten fiir gewohnlich in einem Lebensalter unter
zwOIf Jahren auf, mit einem Haufigkeitsgipfel im Alter zwischen fiinf bis acht Jahren
(Kisane). In iiber 60% der kindlichen Fille eines Rhabdomyosarkoms handelt es sich um den
embryonalen Subtyp (Fletcher, 2000). Erwachsene sind selten von einem embryonalen
Rhabdomyosarkom betroffen (Kissane, 1990). Kommt es aber dennoch zu dem Vorliegen
eines embryonalen Rhabdomyosarkoms beim erwachsenen Patienten, so handelt es sich

hierbei in der Regel um interessante Varianten (Fletcher, 2002).

2.1.2. Lokalisation und klinische Symptomatik

Als die mit Abstand hiufigste Lokalisation eines embryonalen Rhabdomyosarkoms
wird mit 47% die Kopf- und Halsregion angegeben. Hier dominieren vor allem die Orbita, das
Augenlid, der Oropharynx, die Parotis, der Gehorgang, das Mittelohr, die Fossa
pterygopalatina, der gesamte nasale Bereich, Zunge und Rachen. Gerne werden sowohl auch
der Urogenitaltrakt als auch das Retroperitoneum durch den embryonalen Subtyp beherrscht.
Auch wird von Fillen, in denen der Gallentrakt und andere viszerale Organe wie Herz, Lunge,
Leber und Niere betroffen sind, berichtet (Fletcher, 2002). Nur in 20- 25% der Félle kommt es
zu einem Befall der Extremitdten. Hierbei zeigt sich jedoch die Auffalligkeit, dass dann
zumeist Erwachsene von diesem Subtyp eines Rhabdomyosarkoms befallen sind (Kissane,

1990). Ein Primérbefall der Haut kann gelegentlich auch vorkommen (Fletcher, 2002).

Das embryonale Rhabdomyosarkom ldsst sich morphologisch weiter unterteilen in
eine spindelzellige, botryoide oder anaplastische Form. Diese verschiedenen Formen zeigen

weitere Auffalligkeiten beziiglich der Lokalisationshiufigkeit.

Spindelzellige Rhabdomyosarkome treten vor allem paratestikuldir auf (Remmele,
1997), wohingegen botryoide Varianten des embryonalen Rhabdomyosarkoms fast immer im
Bereich der Vagina, der Cervix uteri und der Blase présent sind (Bocker, 2004). Seltener wird

ihr Auftreten im Nasenraum, Gallengang oder Gehorgang beschreiben (Kissane, 1990).



Abbildung 1: Botryoides Rhabdomyosarkom

Die klinische Symptomatik ist abhidngig von der Lokalisation des embryonalen
Rhabdomyosarkoms. Durch die verschiedenen Lokalisationen zeigt sich eine extreme
Bandbreite von Symptomen und Symptomenkomplexen, die hier exemplarisch durch
Sehstorungen bei einer Infiltration der Orbita oder Hdmaturie bei Infiltration der Harnblase

reprisentiert werden sollen.

2.1.3. Makroskopie und Histologie

Das embryonale Rhabdomyosarkom besteht aus einem fleischigen, beigen bis
braunlichen Tumor, dessen Zellularitit wechselt (Fletcher, 2002). Sie wachsen zwischen
Muskelgruppen oder im tiefen subcutanen Gewebe (Kissane, 1990) und représentieren die
verschiedenen Stadien der Muskelentstehung (Fletcher, 2002). Normalerweise setzen sie sich
aus gemischten kleinen, spindelzelligen, sich verjliingenden zytoplasmatischen Erweiterungen
zusammen. In der Hauptzahl der Fille bestehen embryonale Rhabdomyosarkome aus kleinen
Zellen, die zum einen Anteil liber nur wenig und zum anderen Anteil iiber viel Zytoplasma

verfiigen (Kissane, 1990). Dieses Zytoplasma ist eosinophil und PAS- positiv. Der Zellkern
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dieser Zelle ist ldnglich und hyperchromatisch (,,Spindelzellsarkom®). Er liegt entweder
zentral oder exzentrisch (Remmele, 1997) und unterzieht sich haufig Mitosen, so dass die
Patienten bedingt durch das schnelle geradezu wuchernde Wachstum friihzeitig durch ihre
durch die jeweilige Lokalisation auftretende Symptomatik auffillig werden (Kissane, 1990).
Die klassische Form des embryonalen Rhabdomyosarkoms besteht aus kleinen, runden bis
ovalen oder spindelférmigen, undifferenzierten mesenchymalen Zellen (Remmele, 1997), die
mit einem jeweils mengenmifBig unterschiedlich groBem Anteil an runden,
kaulquappenartigen eosinophilen Rhabdomyoblasten gemischt sind (Fletcher, 2000). In der
Umgebung der Gefille liegen die Zellen des embryonalen Rhabdomyosarkoms zumeist
dichter beieinander als in den Bereichen, in denen die vasale Versorgung nicht so ausgereift
ist. In diesen Bereichen spricht man auch von einer myxosarkomatoiden Transformierung des
Tumorgewebes  (Remmele, 1997). Ebenfalls konnen  abhdngig von  der
Wachstumsgeschwindigkeit nekrotische, ulzerierte oder eingeblutete Areale gesehen werden

(Leuschner, 1999).

Abbildung 2: Histologisches Bild eines botryoiden Rhabdomyosarkoms
(100-fache VergroBerung)

Spindelzellige Varianten des embryonalen Rhabdomyosarkoms sind schon durch ihre
gelbliche Schnittfliche zu erahnen (Fletcher, 2002), die dann mikroskopisch durch das

Vorliegen ihrer fiir sie typischen zigarrenformigen Tumorzellen bestétigt werden (Remmele,
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1997), wohingegen botryoide Varianten ein polyploides Erscheinungsbild prisentieren,
welches sich aus knotigen Anteilen zusammensetzt, die an die Epitheloberfliche grenzen

(Fletcher, 2002) und traubenférmig in das Lumen hineinwachsen (Bocker, 2004).

Anaplastische Varianten zeichnen sich durch ihre typischen vergroferten atypischen
Zellen mit hyperchromatischen Zellkernen aus. Hier sichtet man bizarre Mitosen, die fokal

oder diffus in der Tumormasse auftreten konnen (Fletcher, 2002).

2.1.4. Immunhistochemie

Diagnostisch beweisend fiir das Vorliegen eines embryonalen Rhabdomyosarkoms ist
die Querstreifung des Zytoplasmas (Remmele, 1997), deren Nachweis jedoch nur in ca. 20-
30% der Fille gelingt (Fletcher, 2000). Das embryonale Rhabdomyosarkom wird durch
Marker der Skelettmuskeldifferenzierung detektiert. Durch die Stirke der Anfarbung dieser
Marker kann der Grad der Tumorzelldifferenzierung bestimmt werden, da dieser mit dem
Grad der Differenzierung korreliert. Vimentin farbt das Zytoplasma der meisten primitiven
Zellen. Desmin und Aktin sind in der Lage Rhabdomyoblasten zu identifizieren, wohingegen

differenzierte Zellen eine Anfarbung mit Myosin und Myoglobin zeigen (Fletcher, 2002).

Y . - AL 2t
Abbildung 3: Histologisches Bild eines embryonalen Rhabdomyosarkoms
(400-fache VergroBerung)



2.1.5. Molekularpathologie

Molekulargenetisch ist ein ,,loss of heterozygocity* (LOH) bekannt. Hierbei handelt es
sich um einen Verlust maternalen Genmaterials. Dadurch entsteht eine Disomie des
paternalen Genmaterials. Der auf Chromosom 11p15 liegende LOH wird derzeitig verdachtigt
entweder ein verdndertes Tumorsuppressorgen zur Folge zu haben oder aber zu einer

Uberexpression des Wachstumsgens zu fiihren (Speer, 2005).

Weitere molekulargenetische Analysen polymorpher Loci konnten zeigen, dass in den
meisten embryonalen Rhabdomyosarkomen ein Allel in Chromosom 11p15 verloren wurde.
AuBerdem fand man heraus, dass bei Chromosomenfragmenten, die noch die Region 11p15
enthalten, eine Wachstumsunterdriickung vonstatten geht. So erhirtete sich der Verdacht, dass

in dieser Region ein Tumorsuppressorgen vorhanden sein muss (Fletcher, 2002).

2.1.6. Prognose

Speziell auf das embryonale Rhabdomyosarkom bezogen zeigt sich, dass Patienten mit
der Diagnose eines spindelzelligen oder botryoiden Rhabdomyosarkoms eine gute Prognose
von bis zu 90% haben, wohingegen anaplastische Varianten iiber eher schlechtere Prognosen

verfiigen.

2.2.  Alveolares Rhabdomyosarkom

Eine primitive, maligne und rundzellige Neoplasie, die zytologisch einem kleinen
blauen rundzelligen Tumor entspricht und differentialdiagnostisch von Lymphomen oder auch
einem Ewing- Sarkom durch seine skelettmuskelartige Differenzierung unterschieden werden

muss, reprasentiert das alveoldre Rhabdomyosarkom (Fletcher, 2002).

2.2.1. Epidemiologie (Haufigkeit und Altersverteilung)

Das alveoldre Rhabdomyosarkom erscheint in jeder Altersstufe (Fletcher, 2002), zeigt
jedoch eine Hiufung bei ilteren Kindern bzw. Jugendlichen (10 — 15 Jahren) und jungen
Erwachsenen. Selten sind Erwachsene iiber 50 Jahre betroffen (Kissane, 1990). Sehr selten

kommen angeborene Félle vor. Alveoldre Rhabdomyosarkome kommen deulich seltener als
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embryonale Rhabdomyosarkome vor. Es wird hier von nur 21% in der Intergroup-
Rhabdomyosarkom- Studie berichtet. Das weibliche Geschlecht ist in diesen Féllen gleich
hiufig betroffen wie das mannliche Geschlecht (Fletcher, 2002).

2.2.2. Lokalisation und klinische Symptomatik

Wird ein alveoldres Rhabdomyosarkom diagnostiziert, so hat dieses in bis zu 70% der
Fille seinen Ursprung im Extremititenbereich, wo es vom Muskelgewebe ausgeht und schnell
zu einem grofBem Tumor heranwéchst. Nur in 20% der Fille wird die Kopf- und Halsregion

als Ursprungsort des Tumors angegeben (Kissane, 1990).

Die klinischen Symptome sind auch hier abhingig von der Lokalisation. Allen
Ursprungsorten gemeinsam ist das schnelle Wachstum des Tumors, welches zu einer schnell

fortschreitenden Symptomatik fiihrt (Fletcher, 2002).

2.2.3. Makroskopie und Histologie

Makroskopisch stellt sich das alveolire Rhabdomyosarkom als eine fleischige,
graubraune Masse dar, die verschiedene Anteile fibrosen Gewebes beinhaltet (Fletcher, 2002).
Bindegewebige Septen unterteilen das Gewebe in einzelne Gruppen dicht angesiedelter
Tumorzellen. Diese vermitteln ein pseudoalveoldres Bild (Bocker, 2004). Beim klassischen
alveoldren Rhabdomyosarkom findet man Tumorzellen, die in festgelegten Gruppen und
Nestern arrangiert sind. Die Zellen an sich prisentieren sich eher rundlich und undifferenziert,
teilweise mit groBen Zellkernen. Vor allem die groen Zellen verfiigen tiber periphere
Zellkerne (Fletcher, 2000). Typisch fiir das Vorliegen eines alveoldren Rhabdomyosarkoms
sind mehrkernige Tumorriesenzellen, die von nekrotischen Tumorzellen umgeben sind. Das
Zytoplasma dieser Zellen ist hdufig eosinophil und meistens PAS- positiv (Remmele, 1997).

Eine Querstreifung ist nur selten vorhanden (Fletcher, 2000).

2.2.4. Immunhistochemie

Histopathologisch ~ unterteilt man  drei  Untergruppen des  alveoldren
Rhabdomyosarkoms:  solche, die die typischen Merkmale eines alveoldren
Rhabdomyosarkoms enthalten, solche, die eher vom soliden Typ sind und solche, die einen

gemischten embryonal- alveoldren Typ beinhalten. Dieser embryonal- alveoldre Typ wird je
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nach dem dominanter vorliegenden Anteil entweder dem embryonalen oder dem alveoldren

Rhabdomyosarkom zugeordnet.

Immunphénotypisch kommt es zu einer Anfirbung mit Antikdrpern gegen
Muskelproteine. Farbungen, die auf Myo- D 1 bezogen sind, zeigen typischerweise eine

streng nukleédre Farbung (Fletcher, 2002).
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Abbildung 4: Histologisches Bild eines alveoldren Rhabdomyosarkoms, Desmin-Férbung
(400-fache VergroBlerung)

2.2.5. Molekularpathologie

Als Besonderheit des alveoldren Rhabdomyosarkoms konnten charakteristische
Translokationen nachgewiesen werden (Speer, 2005). Hierbei handelt es sich zum einen um
die Translokation t(2;13)(q35;q14) und zum anderen um die Translokation t(1;13)(p36;q14)
(Bocker, 2004). In den meisten Fillen kommt es zu der erstgenannten Translokation (Fletcher,
2002), die eine Translokation zwischen dem langen Arm des Chromosoms 2 und dem langen
Arm des Chromosoms 13 darstellt. Molekulargenetisch entspricht diese Translokation dem
Rearrangement des PAX- Gens und des FKHR- Gens. Man vermutet, dass es durch dieses
Rearrangement zu einer Aktivierung kommt, die zur Transkription von Genen fiihrt und an
der Entstehung des abnormen Phénotyps beteiligt sind (Speer, 2005). Im Falle der hdufigeren
Translokation t(2;13)(q35;q14) handelt es sich um das Rearrangement zwischen dem PAX 3-
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Gen und dem FKHR- Gen, wohingegen es bei der selteneren Translokation t(1;13)(p36;q14)
zu einem Rearrangement zwischen dem PAX 7- Gen und dem FKHR- Gen kommt (Fletcher,

2002).

2.2.6. Prognose

Vergleichend ist die Prognose bei der Diagnosestellung eines alveoldren
Rhabdomyosarkoms eher schlechter als bei der Diagnosestellung eines embryonalen
Rhabdomyosarkoms  (Fletcher, 2002). Nach den Daten der Cooperativen
Weichteilsarkomstudie der GPOH (Prof. Dr. J. Treuner, Stuttgart) sind zum Zeitpunkt der
Diagnosestellung bei 34,8% der Patienten mit einem alveoldren Rhabdomyosarkom bereits
Fernmetastasen vorhanden. Somit kommt es hier schon frithzeitig zu einer hdmatogenen

Dissemination.

Innerhalb der Gruppe des alveoldren Rhabdomyosarkoms muss beziiglich der
Prognose noch ein bedeutender Unterschied gemacht werden: Patienten, die iiber eine PAX7/
FKHR- Fusion verfiigen haben ein schlechteres Outcome als solche Patienten, bei denen

einen PAX3/ FKHR- Fusion nachgewiesen wurde (Fletcher, 2002).

2.3.  Pleomorphes Rhabdomyosarkom

Das pleomorphe Rhabdomyosarkom stellt ein hochmalignes Sarkom mit einer
skelettmuskelartigen Differenzierung dar (Fletcher, 2002), welches prinzipiell aus keinem

bestimmten Schema zusammengesetzt ist (Fletcher, 2000).

2.3.1. Epidemiologie (Haufigkeit und Altersverteilung)

Unter allen Subtypen des Rhabdomyosarkoms ist das pleomorphe Rhabdomyosarkom
mit weniger als 1% an Héufigkeit vertreten (Bocker, 2004). Dieser Sachverhalt ist noch nicht
lange als Bestand in die Literatur eingegangen, denn frilher wurde das pleomorphe
Rhabdomyosarkom sehr hiufig diagnostiziert. Die Tatsache der Héaufigkeitsabnahme
beziiglich der Diagnose eines pleomorphen Rhabdomyosarkoms mag vor allem darin
begriindet sein, dass heutzutage eine genauere Diagnostik beziiglich der Subtypen anhand vor
allem immunhistochemischer und molekularpathologischer Untersuchungen moglich ist, so

dass eine genauere und héufigere Zuordnung zum sowohl embryonalen als auch zum
12



alveoldren Subtyp moglich ist. Ebenfalls hat die Differentialdiagnostik insbesondere in
Abgrenzung zu den im Erwachsenenalter vorkommenden malignen fibrésen Histiozytomen,
die eine Priaferenz zu den gleichen Lokalisationen wie das pleomorphe Rhabdomyosarkom
zeigen, an Prézision gewonnen, so dass inzwischen auch hier eine genauere Diagnosestellung
moglich ist (Kissane, 1990). In der Altersverteilung zeigt sich eine deutliche Pradilektion bei
erwachsenen Patienten, die in der Regel dem ménnlichen Geschlecht angehorig sind und sich
meistens in der sechsten Lebensdekade befinden (Fletcher, 2002). Weniger als 10% der Fille
eines pleomorphen Rhabdomyosarkoms werden im Kindesalter vorgefunden (Kissane, 1990)
und diese Fille bleiben weiterhin in ihrer diagnostischen Zuordnung umstritten (Fletcher,

2002).

2.3.2. Lokalisation und klinische Symptomatik

Meistens entwickelt sich das pleomorphe Rhabdomyosarkom im Extremitatenbereich
(Fletcher, 2002), wobei hier in iiber der Hilfte der Félle die untere Extremitét vor allem mit
dem Oberschenkelbereich betroffen ist. Auch konnen die obere Extremitét, der Stammbereich
und die Kopf- und Halsregion von dem pleomorphen Rhabdomyosarkom beherrscht werden.
Gelegentlich wird von Féllen im Retroperitonealbereich und den Eingeweiden berichtet

(Kissane, 1990).

Auffillig wird diese Rhabdomyosarkomunterart vor allem durch eine schnell
wachsende Schwellung (Fletcher, 2002), die nur in einem Viertel der Félle von Schmerzen

begleitet ist (Kissane, 1990).

2.3.3. Makroskopie und Histologie

Pleomorphe Rhabdomyosarkome wachsen im tiefen Weichgewebe und prisentieren
sich meist als grof3e und gut abgrenzbare Tumoren. Diese Abgrenzbarkeit erreichen sie durch
eine hiufig vorhandene Pseudokapsel. Ihre weillliche Schnittfliche ist mit Himorrhagien und
Nekrosen versehen und sehr schnittfest (Fletcher, 2002). GroBe Tumorzellen mit
reichhaltigem eosinophilem Zytoplasma und oftmals mehreren Kernen sind verdichtig fiir das
Vorliegen eines pleomorphen Rhabdomyosarkoms (Bocker, 2004). Es entsteht ein eintoniges
Erscheinungsbild (Fletcher, 2000). Selten wird eine Querstreifung beobachtet (Fletcher,
2002).
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2.3.4. Immunhistochemie

Um eine Abgrenzung gegeniiber anderen Sarkomen zu ermoglichen, ist eine
immunhistochemische Farbung mit Antikorpern gegen Desmin, Myoglobin, Myogenin und
Myo D1 sehr hilfreich (Bocker, 2004). Fiir die Diagnose ist die Prdsenz pleomorpher
polygonaler Rhabomyoblasten in der Routine- HE- Farbung erforderlich. Gelegentlich erfolgt
auch eine Anfarbung mit Muskelspezifischem Aktin und Myogenin (Fletcher, 2002).
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2.3.5. Molekularpathologie

Molekularpathologische Besonderheiten konnen nach dem derzeitigen Stand der
Wissenschaft ausgeschlossen werden, da bislang in lediglich sechs Fillen eines pleomorphen
Rhabdomyosarkoms von Chromosomenaberrationen berichtet wurde. Ein Translokations-

nachweis konnte bis heute nicht erfolgen (Fletcher, 2002).
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2.3.6. Prognose

Das pleomorphe Rhabdomyosarkom hat unter allen Rhabdomyosarkomarten die

ungiinstigste Prognose. Die 5- Jahres- Uberlebensrate betriigt hier 50- 55% (Kissane, 1990).
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3. Fragestellung der Arbeit

In der hier vorgestellten Studie wurden zahlreiche Patienten aufgrund ihrer Diagnose
eines Rhabdomyosarkoms aus dem Knochen- Geschwulstregister und den Daten der
Falldatenbank des Gerhard- Domagk- Instituts fiir Pathologie der Westfilischen Wilhelms-
Universitdt in Miinster ausgewdhlt. Anhand dieses grofen gewonnenen Kollektivs sollte ein
Vergleich beziiglich der Klinik, der Morphologie und der Molekularpathologie der einzelnen

Patienten angestrebt werden, um gegebenenfalls prognostische Faktoren ersehen zu kdnnen.

Bei den bisher schon in der Standarddiagnostik verwendeten iiblichen Antikorper-
Féarbungen lag das Interesse dieser Arbeit darin, dass die konventionelle Art der Farbung des
Priparates anhand eines Schnittes mit der Technik des Tissue Microarrays verglichen werden

sollte.

Durch Antikorperfarbungen, die bei Verdacht auf ein Rhabdomyosarkom als
Standarddiagnostik angewandt werden, und Antikorperfarbungen, die bislang noch nicht zum
Standardrepertoire gehdren, sollte liberpriift werden, ob anhand dieser Farbungen eine weitere

pathomorphologische diagnostische Zuordnung moglich ist.
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4. Material und Methoden

4.1.  Histologie und immunhistochemische Untersuchung

Fiir die Rekrutierung der einzelnen Rhabdomyosarkomfille wurden sowohl die Daten
des Knochen- Geschwulstregisters als auch die Daten der Falldatenbank des Gerhard-
Domagk- Instituts flir Pathologie der Westfdlischen Wilhelms- Universitit in Miinster
herangezogen. Da vor allem das pathologische Gewebe eines Priparates fiir weitere spitere
Untersuchungen aufbewahrt wird, muss dieses insbesondere zur Erhaltung der
morphologischen Struktur gut konserviert werden. Methode der Wahl ist seit Jahren
formalinfixiertes und paraffineingebettetes (FFPE) Gewebe. In die Studie eingeschlossen
wurden Patienten, deren FFPE- Gewebe in den Jahren 1993 bis 2006 im Institut bzgl. des
Vorliegens eines Rhabdomyosarkoms anhand verschiedener Methoden untersucht wurde. Auf
diese Weise fanden sich 74 Fille, von denen das FFPE- Gewebe vorhanden war und deren
pathologischer Befund ein Rhabdomyosarkom, ein Rezidiv oder aber eine Metastase eines
Rhabdomyosarkoms beinhaltete. Allerdings konnten nur 54 dieser 74 Félle der
experimentellen Untersuchung zugefiihrt werden, da von den restlichen 20 Féllen nicht

ausreichend Gewebe vorhanden war.

4.1.1. Tissue Microarray

Fiir den Aufbau der Tissue Microarrays (TMA) wurden von den ausgewdhlten
Paraffinblocken zwei Millimeter groBe Areale, die den Bereich des Rhabdomyosarkoms
darstellten, in Form eines Zylinders gestanzt und in Akzeptorblocke mit 28- 40 Zylindern pro
Block gegossen. Zur Sicherheit und vor allem als Kontrolle wurde dabei jeder Patient durch
ein zweites Areal in dem Akzeptorblock reprisentiert. Die nach dem GieBen des
Akzeptorblockes angefertigten histologischen Schnitte wurden routineméfig mit
Hamatoxylin- Eosin gefarbt und anschlieBend nochmalig bzgl. ihrer Prédsenz der
rhabdomyosarkomatésen ~ Strukturen iberpriift bevor weitere immunhistologische
Untersuchungen an ihnen  durchgefithrt wurden. Die Durchfilhrung  weiterer

immunbhistologischer Untersuchungen spart auf diese Weise Zeit.
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Abbildung 6: Ausschnitt eines Tissue Microarrays

4.1.2. Entparaffinierung

Sowohl die Antikorper, die keine Vorbehandlung erforderten, als auch EGFR wurden
nun fiir 20 Minuten in Xylol entparaffiniert. Nach der Entparaffinierung wurden sie in der
absteigenden Alkoholreihe von 99%- igem zu 70%- igem Alkohol rehydriert, fiir fiinf
Minuten gekocht und dann in Aqua destillata gekiihlt.

4.1.3. Antigen- Demaskierung

Bei FFPE- Gewebe kommt es gelegentlich zur Bildung von Aldehydvernetzungen.
Ebenfalls kann sich die dreidimensionale Struktur des Proteins verdndern. Dieses hat zur
Folge, dass es bei einigen Antigenen zu schlechten oder gar keinen Anfarbungen kommen
kann, da die Epitope, gegen die der Antikorper gerichtet ist, versteckt (maskiert), modifiziert
oder durch die Fixierung komplett verloren gegangen sein kdnnen (Raem, 2007). Mit Hilfe
der sogenannten Antigendemaskierung kann die Immunreaktivitit des Gewebes wieder

hergestellt werden.

Die Antigendemaskierung erfolgt je nach weiterer geplanter Antikorper- Behandlung
hitzeinduziert oder enzymatisch. Lediglich die immunhistochemischen Firbungen zum

Nachweis von Myoglobin, Desmin und S 100 benétigen keine Vorbehandlung.
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Hitzeinduzierte Demaskierung

Prinzip der hitzeinduzierten Demaskierung ist die unterschiedlich lange
Einwirkungszeit von Hitze auf FFPE- Gewebeschnitte im wassrigen Milieu. FFPE- Gewebe
wird hierbei in 10 mM Citratsdure bei pH 6 bei 1000 C im Dampfgarer gekocht. Diese
Methode der Demaskierung wurde bei Myogenin, SMA, CD 56, CD 99, CD 117, P 53, P63,
c- erb B2, Vimentin, VS 38c, MIB 1 und VEGF angewandt.

Enzymatische Demaskierung

EGFR wurde mittels Proteinkinase K enzymatisch demaskiert. 50 mg Protease wurden
in 50 ml Tris- Puffer gelost, damit eine 0,1%- ige Proteaseldosung entstand, die ca. zehn
Minuten lang gemischt werden musste, damit die volle Enzymaktivitét erreicht werden konnte
und die FFPE- Gewebeschnitte fiir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert werden
konnten. Danach mussten die FFPE- Schnitte dreimalig mit frischem Tris- Puffer gespiilt

werden, damit die Protease nicht weiterhin im Gewebe aktiv werden konnte.

4.1.4. Immunhistochemie

Der Immunhistochemie liegt eine Antigen- Antikdrperreaktion zugrunde. Antigene
Strukturen sind Proteine. Antikdrper sind Proteine, die als Reaktion auf ein Antigen gebildet
werden. Die Reaktion erfolgt nach dem ,,Schliissel- Schloss- Prinzip*. Der Antikérper wird
hierbei an ein Detektionssystem gekoppelt, um im Falle des Vorhandenseins im Prédparat
sichtbar gemacht werden zu konnen. Da die immunhistochemische Reaktion aufgrund vieler
Variablen - wie z. B. Fixierungsdauer, Einbettungsmethode, pH- Wert — storanfillig ist, wird
sie heutzutage zur besseren Standardisierung im Automaten durchgefiihrt. In der vorliegenden
Studie wurde der DAKO Autostainer (DAKO Cytomation, Typ- Nr.: E 172566, Seriennr.:
3400- 9158- 03, Denmark) verwendet.

LAB/ LSAB- Methode

Fir die Antigen- Antikorper- Reaktion und die Visualisierung dieser fand nun im
Anschluss an die oben genannten einzelnen Verfahren die Labelled (Strept) Avidin- Biotin-

Methode (LAB/ LASAB- Methode) statt. Das Prinzip der LAB/ LSAB- Methode (DAKO
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Real ™ Detection System, DAKO, Glostrup, Denmark) basiert auf der hohen Affinitit von
(Strept-) Avidin zu Biotin. Zunichst werden die Schnitte mit dem unkonjugierten
Primérantikdrper (verwendete primdre und sekundidre Antikdrper sind im Anhang in der
Antikorpertabelle aufgelistet) beschichtet. Dieser primédre Antikdrper sollte eine hohe
Spezifitit und Affinitit zu dem =zu markierenden Epitop besitzen und nicht mit
strukturdhnlichen Epitopen eine Bindung eingehen. Danach erfolgt die Bindung mit einem
biotinylierten Sekundirantikorper. Anschliefend wird das Avidin- Biotin- Enzymkonjugat
(DAKO REAL ™ Streptavidin Alkaline Phosphatase, DAKO, Glostrup, Denmark)
hinzugefiigt, dessen Avidin vier mdgliche Bindungsstellen fiir das als Briickenantikdrper
vorhandene Biotin besitzt und an den nun das Chromogen ( DAKO REAL ™ Chromogen
Red 1, 2, 3), das zuvor mit Hilfe von DAKO REAL ™ AP Substrate Buffer verdiinnt wurde,
binden kann, um durch eine kontrastreiche rote Farbreaktion die Antikdrperbindung zu

kennzeichnen.

Bevor abschlieBend die Intensitit der immunhistochemischen Reaktion an einem
Zeiss- Mikroskop mittels eines viergradigen Scoring- Systems erfolgte, wurde zundchst noch
eine Gegenfiarbung mit Dako REAL ™ Hematoxylin (Code- Nr. S 2020) vorgenommen,
damit eine deutliche nukledre Blaufirbung zur morphologischen Darstellung hervorgerufen

werden konnte.

4.2.  Molekularpathologische Untersuchung

Zur Vervollstindigung der bereits aus routinediagnostischen Untersuchungen
vorliegenden Daten wurden die Paraffinblocke aller gestanzten Fille, die bisher noch keiner

molekularpathologischen Untersuchung unterzogen worden waren, dieser zugefiihrt.

4.2.1. RNA- Gewinnung aus Paraffinmaterial

Das Mikrotom, welches zum Schmelzen des Paraffinmaterials verwendet wurde,
wurde zundchst mit 70%- igem Ethanol gesdubert. Zwei zehn pm grofle Schnitte wurden
angefertigt und in sterile Eppendorf Gefdfle gegeben und mit 0,4 ml Xylol versetzt und gut
gemischt. Nachdem die Eppendorf Gefille fiir 15 Minuten im Brutschrank verweilt hatten,

wurden sie fiir fiinf Minuten bei 13 000 Umdrehungen pro Minute zentrifugiert, damit danach
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der Uberstand mit Hilfe einer Pipette abgenommen werden konnte. Erneut erfolgte eine
Behandlung mit 0,4 ml Xylol, damit eine komplette Entparaffinierung des Materials
gewihrleistet werden konnte. AnschlieBend wurde das vorliegende Material zweimalig mit
100%- igem Ethanol gewaschen und fiir eine Minute bei 13 000 Umdrehungen pro Minute in
der Zentrifuge behandelt. Der Uberstand vor dem Pellet wurde mit der Pipette entfernt und
zur Entfernung des restlichen noch verbliebenen Alkohols wurde eine Vakuumtrocknung von
drei Minuten vorgenommen. Es wurden 230 pl RNA digestion buffer (20 mM Tris/ HCI mit
pH 7,5; 20 mM EDTA; 1% SDS in DEPC- Wasser) in das Eppendorf Gefdll hinzugefiigt,
welches dann mit 20 pl zweiprozentiger Proteinase K (Merck GmbH, Darmstadt, Germany)

versetzt und anschliefend bei 56 C tiiber Nacht inkubiert wurde.

Nach der Inkubation wurde zunichst iiberpriift, ob der vorliegende Mix vollstindig
verdaut worden war, um ihn dann in zwei gleich groe Teile in zwei neuen sterilen Eppendorf
Gefilen griindlich mit 1 ml Trizol und 200 pl Chloroform zu vermischen. Fiir 15 Minuten
wurde dieser bei 12 000x g und bei 4 C zentrifugiert. Der entstandene und sichtbare
Uberstand wurde zu 70 pl dreimolarigem Natriumacetat und 700 pl kalten Isopropanolalkohol

gegeben und iiber Nacht bei -20'C ausgefillt.

Am folgenden Tag wurden die Eppendorf Gefid3e direkt fiir zehn Minuten bei 12 000x
g und 4 C zentrifugiert. Nach der Zentrifugation wurden die Pellets zwei Mal mit 700 pl 70%-
igem Ethanol gewaschen und fiir fiinf Minuten bei 7500x g erneut zentrifugiert, damit sie
nach Abpipettieren des Uberstands unter dem Abzug trocknen konnten. Es erfolgte vor der
Uberfiihrung in ein gemeinsames Eppendorf Gefi8 die Resuspendierung der Pellets in je 45
ul DEPC- Wasser (Diethyl Parocarbonate- Wasser der Firma Sigma- Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Germany).

Zur DNase- Behandlung wurde nun ein DNase- Mix aus 30 ul 10x Puffer, 0,3 pl
DNase 100 U/ul (Eurogentec, Koln, Germany) und 1,5 ul RNasin (RNA- Guard der Firma
Amersham Bioscience, Piscataway, USA) hergestellt. RNasin dient hierbei dem Schutz der
RNA, wihrend DNase die iiberschiissige DNA verdaut und somit entfernt. 90 pl der
resuspendierten RNA wurden nun mit 10,6 ul DNase Mix vermischt und fiir 15 Minuten bei
25 C erwiarmt. AnschlieBend erfolgte die Losung durch 1 ml Trizol und 200 pl Chloroform,
die gut miteinander vermischt wurden bevor sie fiir 15 Minuten bei 12 000x g bei 4 C
zentrifugiert wurden. 500 pl Isopropanol wurden vorgelegt und mit 500 pl RNA aus dem
Uberstand vermischt. AnschlieBend erfolgte bei -20° C die Ausfillung iiber Nacht.
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Am nichsten Morgen wurde das Eppendorf Gefadl bei 12 000x g fiir zehn Minuten bei
4 C wiederholt zentrifugiert. Nach der Behandlung in der Zentrifuge wurde der Uberstand
abgegossen und 500 pl 70%- igem Ethanol hinzugegeben und erneut zentrifugiert. Die
Zentrifugation erfolgte dieses Mal bei 7500x g und 4 C. Erneut wurde der Uberstand
abgegossen und sowohl Ethanol als auch die Zentrifugation wurden unter den gleichen
Bedingungen wie im Schritt zuvor durchgefiihrt. Wieder wurde der Uberstand abgegossen
und der verbleibende Rest mit der Pipette sorgfiltig abgetragen. 15 Minuten lang trocknete
das Material anschlieend im Eppendorf Gefdll bevor das Pellet je nach GroBe in 30- 100 pl
DEPC- Wasser bei -20 ° C aufgefiillt und geldst wurde, um fiir zehn Minuten bei 70 C im
Wasserbad zu verweilen, danach direkt auf Eis gestellt zu werden und erst dann die
Konzentrationsbestimmung im Photometer durchzufiihren. Die RNA wurde anschlieBend bei

-80°C fiir den néchsten Bearbeitungsschritt aufbewahrt.

4.2.2. GAPDH- Bestimmung aus Paraffin- RNA

Als nidchster Schritt in der molekularpathologischen Diagnostik erfolgte nun die
GAPDH- PCR. Ziel der GAPDH- PCR ist es herauszufinden, ob die aus Paraffinmaterial
gewonnene RNA verwertbar ist. Der eigentliche PCR- Vorgang erfolgt dabei nach Angaben
des Herstellers (Titan One Tube RT- PCR- System, Roche Diagnostics GmbH, Penzberg,
Germany). Als anti- sense- Primer dient hierbei GCATTGCTGATGATCTTGAGGCT,
wihrend CACCCATGGCAAATTCCATGGC die Rolle des sense- Primers libernimmt.

Die Besonderheit der Titan One Tube RT- PCR in diesem und dem folgenden
beschriebenen Schritt liegt darin, dass bereits im ersten Schritt des Protokolls die c- DNA-
Synthese erfolgt.

Nach Abschluss des Protokolls wird die RNA auf Polyacrylamidgel aufgetragen und

mit Silber gefarbt. Dieses Verfahren wird weiter unten ausfiihrlich beschrieben.

4.2.3. Nachweis der PAX 3/ FKHR- bzw. PAX 7/ FKHR- Fusions- mRNA in alveolaren
Rhabdomyosarkomen

Nachdem nun die Amplifizierbarkeit der RNA im vorangegangenen Schritt {iberpriift
worden war, wurde nun die Titan- RT- PCR ebenfalls nach Herstellerangaben (Titan One

Tube RT- PCR- System, Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany) durchgefiihrt. Hier
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wurden als sense- Primer fir PAX 3 GCAGCACCGTTCACAGACCTCA und fir PAX 7
GCAGCACTGTGCACCGGCCTCA verwandt. Als anti- sense- Primer wurde fir FKHR
titan CCTCTGGATTGAGCATCCACCAAGA benutzt.

AnschlieBend erfolgte die nested- PCR zur Erhdhung der Ausbeute aus der Vorrunde.
Bei der nested- PCR handelt es sich um eine Standard- PCR. Diese verwendet als anti- sense-
Primer fir FKHR CTGCACACGAATGAACTTGC. Als sense- Primer wird fiir PAX
GACASCAGCTCTGCCTAC verwandt.

4.2.4. Polyacrylamidgel und Visualisierung mittels Silberfarbung

Abschliefend erfolgte die Langenauftrennung mittels einer Elektrophorese mit 12%-
igem Polyacrylamid- Gel. Nach Auftragen und Wanderung der DNA auf dem Polyacrylamid-
Gel wurden diese mit Hilfe von HNO3 (Salpetersdure) fixiert. Danach erfolgte eine Spiilung
mit Wasser, um das iiberschiissige HNO3 zu entfernen. Um die DNA zu visualisieren, wurde
diese nun fiir 20 Minuten in einer Silberlosung eingelegt. Auf diese Weise konnten sich die
Silbernitrationen an die DNA- Banden lagern. Nachdem {iberschiissige Ionen mit Wasser
abgewaschen worden waren, wurden die Silbernitrationen durch Zugabe von 150 pl
alkalischem Formaldehyd und 250 ml Natriumcarbonat zu Silber reduziert. Durch diesen
Schritt erreichten die DNA- Banden nun ihre schwarzbraune Farbe und der
molekularpathologische Befund konnte ausgewertet werden. Damit der jeweilige Befund auch
in Zukunft weiter einsehbar bleibt, war als abschlieBender Schritt noch eine Fixation mit
Essigsdure notig. Die Aufgabe der Essigsdure besteht darin, dass alles an Silber, was nicht an
DNA gebunden ist, entfarbt wird. Durch Glycerin, welches das Gel geschmeidig macht, wird

dann eine lange Lagerungszeit erreicht.
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5. Ergebnisse

In den allgemeinen vergleichenden Anteil dieser Arbeit konnen alle 72 im

Knochenregister und den Daten der Falldatenbank des Pathologischen Instituts der

Westfilischen Wilhelms- Universitdt in Miinster aufgefundenen Félle einflieBen.

5.1.  Untersuchungsergebnisse bzgl. der Geschlechtsverteilung

weiblich
39%

Geschlechterverteilung

mannlich
61%

Zu 61% (44 von 72 Fillen) handelt es sich um Priaparate méinnlicher Patienten, zu 39%

(28 von 72 Fillen) sind Préparate weiblicher Patientinnen vorgefunden worden.
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Bei der weiteren Aufteilung in die Subtypen des Rhabdomyosarkoms féllt die

vorliegende Verteilung auf:

Alveolarer Subtyp

weiblich
43%

/

2

mannlich
57%

Beim alveoldren Subtyp (23 Félle der Gesamtzahl) kommt es zu einer nahezu
gleichformigen Verteilung zwischen beiden Geschlechtern mit 57% (13 von 23 Féllen) bei

den Ménnern und 43% (10 von 23 Féllen) bei den Frauen.

Der Subtyp, der hier als alvoldr/ embryonal bezeichnet wird, kommt zu 100% (1 Fall

von 1Fall) bei den weiblichen Fallen vor.
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weiblich
42%

Embryonaler Subtyp

mannlich
58%

Beim embryonalen Subtyp, der mit 24 Fillen an der Gesamtzahl vertreten ist, liegt wie

beim alveoldren Subtyp eine recht gleichformige Verteilung zwischen den Geschlechtern vor.

Hier dominiert ebenfalls diskret das ménnliche Kollektiv mit 58% (14 von 24 Fillen),

wohingegen das weibliche Kollektiv mit 42% (10 von 24 Féllen) vertreten ist.

weiblich
29%

Pleomorpher Subtyp

mannlich
71%
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Zu einer auffilligen Verteilung und somit deutlichen Préiferenz fiir ein Geschlecht
kommt es lediglich beim pleomorphen Subtyp des Rhabdomyosarkoms. Hier dominiert
auffillig das ménnliche Patientenkollektiv mit 71% (17 von 24 Fillen), wéhrend das
weibliche Patientenkollektiv lediglich mit 29% (7 von 24 Fillen) vertreten ist.

5.2. Untersuchungsergebnisse bzgl. der Subtypen

Subtypen

alveolar

leomorph
P P 32%

33,5%

alveolar/
o -/ embryonal
":':::::::: :::: 1%

embryonal
33,5%

Wenn man das Gesamtkollektiv der 72 Félle nach den Subtypen des
Rhabdomyosarkoms einteilt, dann fillt eine nahezu gleichférmige Verteilung dieser auf. Die
embryonale und die pleomorphe Unterart sind zu 34% (24 von 72 Féllen) vertreten und das
alveoldre Rhabdomyosarkom présentiert sich in 32% (23 von 72 Féllen). Ein Fall ist nicht

sicher in alveolédr oder embryonal einzuteilen und zeigt sich mit 1% somit als eigenstdndig.

27



5.3.  Untersuchungsergebnisse bzgl. der Lokalisation

Lokalisation

Thorax fehlende
4% Lokalisation
Stamm 6%

15%

Extremitat
34%
Organ
22%
Haut-
Kopf/Hals ~ @nhangs-
18% gebilde
1%

Bei der Lokalisationsverteilung zeigt sich im allgemeinen betrachtet, dass der grofite
Anteil mit 34% (24 von 72 Fillen) im Bereich der Extremitdten lokalisiert ist. Nachfolgend
dominieren verschiedene Organsysteme mit 22% (16 von 72 Féllen) das Feld, dicht gefolgt
von der Lokalisation im Kopf- und Halsbereich mit 18% (13 von 72 Fillen) und im
Stammbereich mit 15% (11 von 72 Féllen). Im Thoraxbereich waren lediglich 4% (3 von 72
Fiéllen) angegeben und im Bereich der Hautanhangsgebilde wurde nur in 1% (1 von 72
Féllen) das Rhabdomyosarkom lokalisiert. In 6% (4 von 72 Féllen) war keine

Lokalisationsangabe vorhanden.

Wenn man sich nun die Lokalisationsangaben bzgl. der Unterarten des

Rhabdomyosarkoms néher betrachtet, kommt es zu folgender Verteilung:
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Alveoléarer Subtyp

fehlende

Thorax Lokalisation

4%

Extremitat

SHEEENSOE 40%

Kopf/Hals
13%

Das alveoldre Rhabdomyosarkom ist im Gesamtkollektiv mit insgesamt 23 Fillen
vertreten. Der grofite Anteil dieses Subtyps ist mit 40% (9 von 23 Fillen) im Bereich der
Extremitdten lokalisiert. Die Lokalisation sowohl im Stamm- als auch im Organbereich liegt
bei 17% (4 von 23 Fillen). Fast kaum weniger hdufig kommt das alveoldre
Rhabdomyosarkom beim vorliegenden Patientenkollektiv im Kopf- und Halsbereich vor. Hier
sind 13% der Félle vertreten (3 von 23 Féllen). Ein geringer Anteil entféllt noch mit 4% (1
von 23 Fillen) auf den Thorax. Bei 9% (2 von 23 Féllen) ist die Lokalisation nicht angegeben.

Das alveoldre/ embryonale Rhabdomyosarkom, welches nicht sicher einem dieser

Subtypen zuzuordnen war, ist im Kopf- und Halsbereich aufgetreten.
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Emiiomgainaler Subtyp
4% fehlende
Stamm Lokalisation

13% , 4%

Extremitat
17%

Kopf/Hals
21%

41% der embryonalen Rhabdomyosarkome (10 von 24 Fillen) sind in den
verschiedenen Organen vorzufinden. Lediglich die Hailfte der Fille ist hier im Kopf- und
Halsbereich mit 21% (5 der 24 Félle) zu finden. Die Verteilung mit 17% im Extremitdten- (4
von 24 Fillen) und 13% im Stammbereich (3 von 24 Fillen) ist nahezu gleichféormig. Am
Thorax waren nur 4% (1 von 24 Fillen) nachweisbar und auch bei diesem Subtypen des

Rhabdomyosarkoms gibt es einen Fall ohne Lokalisationsangabe (4%; 1 von 24 Fillen).

Pleomorpher Subtyp

Organ
Kopf/Hals 8%
17% ; '.::: Stamm
SENEIENE 17%
Haut. A
anhangs-
4% 4%
fehlende
Lokalisation
4%
Extremitat
46%
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Beim pleomorphen Subtyp dominiert mit 46% (11 von 24 Féllen) die Lokalisation im
Bereich der Extremitéten. Auffallend ist hier die gleiche Anzahl sowohl im Bereich von
Kopf- und Halsbereich und Stamm mit 17% (4 von 24 Féllen) als auch im Bereich von
Thorax und Hautanhangsgebilden mit 4% (1 von 24 Fillen). Die Organe sind mit 8% (2 von
24 Fillen) vertreten. Auch hier gibt es wieder einen Fall, der keine Lokalisationsangabe hat

(4%).

5.4.  Untersuchungsergebnisse bzgl. des Alters

Altersverteilung

zwischen 5 .
bis 5 Jahre
und 10
18%
Jahren

14%

und 20
Jahren <
21% uber 20

18% (13 von 72 Faillen) sind im Alter bis fiinf Jahre, zwischen 5 und 10 Jahren sind
14% (10 von 72 Fallen) vertreten und im Alter zwischen zehn und zwanzig Jahren sind 21%
(15 von 72 Fillen) vertreten. Der weitaus grofite Teil liegt mit 47% im Alter liber zwanzig

Jahren (34 von 72 Fillen).

Betrachtet man nun auch das Alter bei Erstdiagnose des Rhabdomyosarkoms

hinsichtlich der Klassifikation in die Subtypen, so kommt es zu folgender Verteilung:
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Alveoléarer Subtyp

Uber 20

) Jahren
bis 5 Jahre 17%

22%

zwischen 10
und 20
Jahren

48%

Beim alveolédren Subtyp (23 der gesamten Fille) dominiert auffillig die Altersklasse
zwischen 10 und 20 Jahren mit 48% (11 von 23 Fillen), wohingegen mit nur 22% (5 von 23
Fillen) die Altersklasse bis 5 Jahren vertreten ist. 17% (4 von 23 Féllen) entfallen noch auf
das Patientenkollektiv iiber 20 Jahren und 13% (3 von 23 Fillen) auf die Altersklasse

zwischen 5 und 10 Jahren.

Der eine Fall, der nicht ndher dem alveoldren oder embryonalen Subtypen zuzuordnen

ist, entfallt auf die Altersklasse zwischen 5 und 10 Jahren.

32



Embryonaler Subtyp

bis 5 Jahre
33%

Uber 20
Jahren
25%

zwischen 5 ;
und 10 zwischen 10
Jahren und 20
25% Jahren

17%

Bei der Betrachtung des embryonalen Rhabdomyosarkoms féllt bei dem vorliegenden
Patientenkollektiv eine nahezu gleiche Prdsenz in jeder Altersklasse auf. Lediglich die
Altersgruppe bis 5 Jahre dominiert ganz diskret mit 33% (8 von 24 Fillen) gegeniiber der
Altersklasse iiber 20 Jahren und der mit 5 bis 10 Jahren, welche beide jeweils mit 25% (6 von
24 Féllen) vertreten sind. Auf die Gruppe zwischen 10 und 20 Jahren entfallen hier noch
einmal 17% (4 von 24 Fillen).

Deutlich auffallend ist die Altersverteilung bei nidherer Betrachtung des pleomorphen
Rhabdomyosarkoms, da hier 100% (24 von 24 Fillen) auf die Altersklasse iiber 20 Jahren

entfallen.
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5.5. Untersuchungsergebnisse bzgl. der Verlaufsbeurteilung

_ . Verlaufsbeurteilung
Rezidiv/

Metastasen
18%

Ausheilung
82%

Bei der Verlaufsbeurteilung zeigt sich, dass es bei 82% (59 von 72 Féllen) innerhalb
des Beobachtungszeitraums der Studie zu keiner erneuten Vorstellung des Patienten durch ein
Rezidiv oder Metastasen gekommen ist. In 18% (13 von 72 Fillen) kam es innerhalb des

Beobachtungszeitraums zu einem Rezidiv oder Metastasen.
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Rezidive/Metastasen

pleomorph T

38% alveolar
23%

embryonal
39%

Im Falle der Rezidive bzw. Metastasen zeigt sich keine auffillige Verteilung der
Subtypen. 23% (3 von 13 Fillen) sind alveoldren Ursprungs, der Rest verteilt sich mit 38,5%

(5 von 13 Fillen) gleichmaBig auf die embryonalen und pleomorphen Unterarten.

5.6.  Vergleich der konventionellen Farbemethode mit dem Tissue Microarray

In den immunhistochemischen Teil dieser Arbeit gehen 52 der zuvor eruierten 72 Fille
mit Rhabdomyosarkom ein. Dieses liegt darin begriindet, dass von der Differenz der iibrigen
20 Fille von Anfang an nicht ausreichend Material fiir die Stanzbiopsien zur Verfiigung
stand, welches fiir die immunhistochemischen Untersuchungen hitte verwendet werden

konnen.

Zunidchst werden die Standardfirbungen beziiglich ihrer Aussagekraft im alten

konventionellen Verfahren gegeniiber der Tissue Microarray- Technik betrachtet.
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Desmin

Desmin féarbt bevorzugt quergestreifte als auch glatte Muskulatur. Der Antikorper ist
zur Identifikation von Rhabdomyosarkomen (Chang, 1989; Pollock, 1995) geeignet.

Desminfarbung

abge-
schwemmt

12%
keine
Ubereinstim- ) o
mung i, Ubereinstim-
4% R mung
L 65%
kein e
Vorbefund
19%

Bei der Auswertung der Desminfiarbung fallt in 65% (34 von 52 Fillen) eine
Ubereinstimmung beziiglich der konventionellen Firbemethode am Schnittpriiparat und der
Farbung des Tissue Microarrays auf. In nur 4% (2 von 52 Fillen) liegt keine
Ubereinstimmung des Vorergebnisses mit der neuen Methode vor. In insgesamt 16% (8 von
52 Féllen) konnte kein Vergleich beziiglich der beiden Methoden erfolgen, da entweder kein
Vorbefund (19%; 10 von 52 Féllen) vorhanden war oder aber das Gewebe im Tissue

Microarray, welches verwandt wurde, abgeschwemmt worden war (12%; 6 von 52 Fillen).
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Abbildung 7: Desminfarbung beim alveoldren (links) und embryonalen (rechts)
Rhabdomyosarkom (400-fache Vergrof3erung)

Vimentin

Vimentin markiert Zellen mesenchymalen Ursprungs in physiologischen und
pathologischen Geweben; Sarkome sind somit iiblicherweise Vimentin- positiv (Azumi,

1987).

Vimentin

abge-
schwemmt
...... 8%

cein i
Vorbefund /-
50% /.

Ubereinstim-
mung
42%

In 50% (26 von 52 Fillen) liegt leider kein Vorbefund zum Vergleich vor. Bei der
verbleibenden Hilfte zeigt sich eine Ubereinstimmung der beiden Methoden in 42% (22 von

52 Fillen), 8% (4 von 52 Fillen) sind abgeschwemmit.
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Smooth Muscle Actin

Dieser Antikorper farbt glatte Muskelzellen, Myofibroblasten und myoepitheliale
Zellen an (Brennan, 2000).

Smooth Muscle Actin
kein _
Vorbefund . keine
38% Ubereinstim-
mung
4%
abge-
schwemmt
8%

Ubereinstim-

mung
50%

SMA stimmt in 50% (26 von 52 Féllen) mit dem Vorergebnis iiberein. In nur 4% (2
von 52 Fillen) kommt es zu keiner Ubereinstimmung der konventionellen Firbetechnik mit
dem Tissue Microarray. Allerdings kénnen insgesamt 46% (24 von 52 Féllen) nicht mit in die
Auswertung einflieBen, da 8% (4 von 52 Fillen) abgeschwemmt worden sind und es in 38%

(30 von 52 Fillen) keinen Vorbefund gibt.
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MIB 1

MIB 1

abge-
schwemmt
8%

kein i
Vorbefund |-
59% Ubereinstim-
mung
33%

Bei dieser Firbung zeigt sich in 33% (17 von 52 Fillen) eine Ubereinstimmung
zwischen beiden Methoden. Hier konnen insgesamt 67% (35 von 52 Fillen) nicht bewertet
werden, da in 59% (31 von 52 Fillen) kein Vorbefund vorliegt und in 8% (4 von 52 Fillen)

das Material abgeschwemmt ist.
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Myogenin

Myogenin farbt Muskelgewebe und mesodermale Zellen in Myoblasten an (Wright,

1989; Aurad¢, 1994; Weintraub, 1991).
Myogenin
kein _
Vorbefund . keine
69% Ubereinstim-
mung
2%
abge-
schwemmt
8%
Ubereinstim-
mung
21%

Die Myogenin- Farbung zeigt in 21% (11 von 52 Féllen) ein gleiches Ergebnis in der

herkdmmlichen Methode und dem Tissue Microarray. Nur 2% (1 von 52 Fillen) sind nicht

tibereinstimmend. In 69% (36 von 52 Fillen) war kein Vorbefund vorhanden und 8% (4 von

52 Fillen) sind abgeschwemmt.

5.7.  Untersuchungsergebnisse bzgl. der Immunhistochemie

Experimentell erfolgte ebenfalls an diesen 52 Fillen die immunhistochemische

Féarbung mit verschiedenen Markern, die bisher nicht standardgemdl in der Diagnostik des

Rhabdomyosarkoms eingesetzt werden.



Sollte aufgrund der vorliegenden Ergebnisse eine weitere Unterteilung in die Subtypen
des Rhabdomyosarkoms erforderlich gewesen sein, so ist jeweils der eine Fall, der weder
sicher dem alveolédren noch sicher dem embryonalen Subtyp zugeordnet werden konnte, nicht

ndher berticksichtigt worden.

S 100

S 100 wird bevorzugt auf neurogenen Tumoren jedoch auch von verschiedenen
anderen Tumoren exprimiert (Orchad, 2000; Wick 1988). Hierzu gehdren auch maligne
Melanome, Langerhans Histiozytosen (Ye, 1990), Chondroblastomen (Edel, 1992) und

Schwannomen (Gould, 1986) vorkommen.

S 100

negativ
Material- [ 33%
mangel |-
63%
positiv

4%

Hier zeigt sich, dass 63% (33 von 52 Fillen) aufgrund von nicht ausreichend
vorhandenem Material nicht beurteilbar waren und es in dem restlichen Patientenkollektiv mit
noch ausreichend Material fiir diese Untersuchung nur in 4% (2 von 52 Fillen) zu einem

positiven Ergebnis gekommen ist. 33% (17 von 52 Fillen) waren negativ.
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Myoglobin

Es handelt sich um einen muskuliren Marker. Der Antikérper

menschlichem Myoglobin.

reagiert mit

Myoglobin

N SN hegativ

positiv
Material- :ff
mangel \
92%

Bei der Auswertung der Myoglobinfarbung féllt ebenfalls ein sehr hoher Anteil mit

nicht erfolgtem Untersuchungsgut aufgrund von Materialmangel auf. Diese Gruppe besteht

aus 92% (48 von 52 Fillen). Bei den verbleibenden 4 Fillen, zeigen sich 6% (3 von 52

Féllen) positiv und 2% (1 von 52 Fillen) sind negativ.

Auch hier erfolgt keine Aufsplittung in die Subtypen des Rhabdomyosarkoms, da

diese nicht als reprisentativ gewertet werden kann. Zudem sind hier auch alle Subtypen des

Rhabdomysarkoms vertreten.
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VS 38¢c

VS 38c ist ein intrazelluldres transmembrandses Protein, welches im rauen
Endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist (Schweizer, 1995). Der monoklonale Antikdrper

reagiert mit menschlichen Plasmazellen (Turley, 1994).

VS 38c

abge-
schwemmt
6%

positiv
94%

Bei VS 38c kommt es in 94% der Fille (49 von 52 Fillen) zu einem positiven
Ergebnis. Nur 6% (3 von 52 Fillen) der Félle sind abgeschwemmt und kdnnen somit nicht mit

in die Auswertung einflie3en.
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CD 56

Dieser Antikorper farbt eine Vielzahl von Tumoren, darunter auch
Rhabdomyosarkome. Er weist die Existenz von NK- Zellen nach. NK- Zellen sind eine

Untergruppe aktivierter T- Lymphozyten und neuroektodermaler Zellen (NCCLS, 1991).

CD 56

negativ
D\ 10%

RN abge-
> schwemmt
8%

positiv
82%

Die Farbung mit CD 56 zeigt in 82% (43 der 52 Fille) ein positives Ergebnis.
Lediglich 10% (5 von 52 Féllen) sind negativ und 8% (4 von 52 Fillen) sind durch ihr

abgeschwemmtes Ergebnis nicht verwertbar.

Auch hier erfolgt aufgrund des hohen positiven Ergebnisses keine Aufsplittung in die

Subtypen des Rhabdomyosarkoms, da dieser keine Aussagekraft beigewogen werden kann.
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CD 99

CD 99 ist ein Marker, welcher bevorzugt membranstindig bei Tumoren der Ewing-
Sarkomfamilie zu beobachten ist, jedoch auch von malignen Lymphomen exprimiert wird. Er

kann somit als differenzialdiagnostischer Marker eingesetzt werden.

CD 99

negativ
25%

abge-
schwemmt
10%

positiv
65%

Bei der Auswertung der Ergebnisse der Farbung mit CD 99 zeigt sich folgendes
Ergebnis, was aufgrund seiner Verteilung anschlieBend noch einmal ndher unter Einteilung in
die Subtypen des Rhabdomyosarkoms betrachtet werden muss: 65% der gestanzten Kollektivs
sind positiv (34 von 52 Fille), 25% (13 von 52 Fillen) zeigen ein negatives Ergebnis und nur

10% (5 von 52 Féllen) sind abgeschwemmt worden.
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Alveolarer Subtyp

negativ
38%

positiv
62%

Beim alveolédren Subtyp zeigt sich hier kein signifikant relevantes Ergebnis, 38% (5
von 13 Féllen) zeigen ein negatives Ergebnis, wihrend es in 62% (8 von 13 Fillen) zu einem

positiven Ergebnis kommt.

Embryonaler Subtyp

negativ
22%

positiv
50%
abge-
schwemmt
28%
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Der embryonale Subtyp zeigt bei der ndheren Betrachtung schon deutlichere
Auffilligkeiten: 50% (9 von 18 Féllen) der Farbungen sind positiv ausgefallen, lediglich 22%
(4 von 18 Fillen) der Farbungen sind negativ ausgefallen. In 28% (5 von 18 Fillen) konnte
aufgrund von abgeschwemmten Material leider keine Beurteilung erfolgen, was bei dem

vorliegenden Ergebnis der CD 99- Féarbung durchaus hétte relevant sein konnen.

Pleomorpher Subtyp

negativ
20%

positiv
80%

Ein deutliches Ergebnis zeigt sich bei der pleomorphen Unterart, da es hier in 80% (16
von 20 Fillen) zu einem positiven Ergebnis gekommen ist. Nur 20% (4 von 20 Fillen) sind

negativ.
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CD 117

CD 117 hat therapeutische Relevanz (Tsuura, 1994; van Oostermon, 2001; Hornick,
2002; Smithey, 2002).

CD 117

abge-
negativ schwemmt
27% 6%

positiv
67%

CD 117 zeigt eine Positivitit in 67% (35 von 52 Fillen). Negativ sind nur 27% (14

von 52 Fillen). 6% (3 von 52 Fillen) sind abgeschwemmt worden.

Auch dieses Ergebnis sollte unter Beriicksichtigung der Subtypen néher betrachtet

werden:
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Alveoléarer Subtyp

negativ
31%

positiv
69%

Beim alveolédren Subtypen kommt es hier in 69% (9 von 13 Fillen) zu einem positiven

Ergebnis, wohingegen 31% (4 von 13 Féllen) negativ sind.

Embryonaler Subtyp

abge-
schwemmt
17%

positiv
50%

negativ
33%
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Der embryonale Subtyp zeigt mit 50% (9 von 18 Fillen) eine positive Anfarbung, 33%
(6 von 18 Fillen) sind negativ und 17% (3 von 18 Féllen) kdnnen nicht mit in die Bewertung

einflieBen.

Pleomorpher Subtyp

negativ
15%

positiv
85%

Ein sehr deutliches Ergebnis zeigt auch bei dieser Antikdrper- Farbung wieder der
pleomorphe Subtyp, da 85% (17 von 20 Fillen) der pleomorphen Fille sich mit dem
Antikorper farben. Nur 15% (3 von 20 Féllen) zeigen ein negatives Ergebnis.

EGFR

Dieser Marker ist therapeutisch einsetzbar. Epidermal Growth Factor Receptor ist ein
170- kD- Transmembran- Glykoprotein, das verschiedene Liganden binden und von ihnen
aktiviert werden kann. Diese Bindung fiihrt letztendlich zu einem Anstieg des intrazelluldren
Calciums und somit zu einer erh6hten DNA- Synthese, Zellproliferation und Differenzierung

(Gullick, 1991; Carpenter, 1987; Margolis, 1989; Schlesinger, 1983).
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EGFR

abge-
schwemmt
8%

positiv /-
54% |-

Bei der Farbung mit EGFR zeigt sich in 54% (28 von 52 Fillen) eine Positivitét.
Demgegeniiber sind 38% (20 von 52 Féllen) negativ. 8% (4 von 52 Fillen) sind durch ihr

abgeschwemmtes Material nicht verwertbar. Auch dieses Ergebnis muss niher betrachtet

werden.

Alveolarer Subtyp

positiv
54%

negativ
46%
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Beim alveoldren Subtypen kommt es zu keinem signifikanten Ergebnis

52 Fillen) sind negativ, 54% (7 von 52 Fillen) sind positiv.

. 46% (6 von

Embryonaler Subtyp

positiv
33% T T abge-

: schwemmt
22%

negativ
45%

Das embryonale Rhabdomyosarkom zeigt in 45% (8 von 18 Fillen) ein negatives

Ergebnis, 33% (6 von 18 Féllen) sind positiv. Allerdings sind 22% (4 von 18 Fillen)

abgeschwemmt.
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Pleomorpher Subtyp

negativ
30%

Pleomorphe Rhabdomyosarkome zeigen auch hier wieder ein deutlich positives
Ansprechen auf die Anfarbung: 70% (14 von 20 Fillen) sind positiv und nur 30% (6 von 20

Féllen) zeigen kein Ansprechen auf die Farbung.
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VEGF

VEGF

ist ein Glykoprotein, welches

die Angiogenese carcinomatdser und

metastatischer Strukturen aufweist. Dieser Marker ist von therapeutischer Relevanz, jedoch

nicht wesentlicher diagnostischer Relevanz zur Charakterisierung der Weichteiltumoren.

VEGF

positiv
52% /[

abge-
schwemmt
8%

egativ
40%

Die Auswertung der Farbung mit VEGF zeigt eine Positivitit in 52% (27 von 52
Féllen) und 40% (21 von 52 Fillen) sind negativ. Nur 8% (4 von 52 Fillen) sind

abgeschwemmt.

Nun erfolgt

Rhabdomyosarkoms.

die weitere Differenzierung

in die Unterarten des

54



Alveoléarer Subtyp

negativ
23%

positiv
7%

Das alveoldre Rhabdomyosarkom zeigt hier eine deutliche Neigung zu einer positiven
Reaktion, welche bei dem vorliegenden Kollektiv mit 77% (10 von 13 Féllen) anzugeben ist.

Nur 23% (3 von 13 Féllen) sind negativ.

Embryonaler Subtyp

positiv IR abge-

39% / '._:.:.:.:.:.:.:-:-:-' schwemmt

22%

negativ
39%
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Jeweils 39% (7 von 18 Fillen) erweisen sich sowohl als negativ als auch als positiv
beziiglich ihrer Anfarbbarkeit beim embryonalen Rhabdomyosarkom. 22% (4 von 18 Féllen)

sind abgeschwemmt worden.

Pleomorpher Subtyp

positiv
45%

negativ
55%

Das pleomorphe Rhabdomyosarkom zeigt keine deutliche Priaferenz fiir eine negative

(55%; 11 von 20 Fallen) oder positive (45%; 9 von 20 Féllen) Farbung.

c-erb B2

Es handelt sich um einen Wachstumsfaktor-Rezeptor, welcher therapeutischen
Relevanz, insbesondere bei Adenocarzinomen z.B. der Mamma aufweist. Der

Rezeptoriiberexpression liegt eine Genamplifikation zu grunde.
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c-erb B2

positiv abge-
21% schwemmt
6%

negativ
73%

In 73% (48 von 52 Fillen) zeigt diese Farbung ein negatives Verhalten. Nur 21% (11
von 52 Fillen) sind positiv und 6% (3 von 52 Féllen) kdnnen nicht beurteilt werden, da sie

abgeschwemmt worden sind. Aufgrund des Ergebnisses erfolgt die weitere Differenzierung.

Alveolarer Subtyp

positiv
23%

negativ
77%
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Beim alveoldren Rhabdomyosarkom zeigt sich mit 77% (10 von 13 Féllen) eine
deutliche Negativitdt beziiglich der Antikorper- Farbung. Nur 23% (3 von 13 Fillen) sind

positiv.

Embryonale Subtypen
positiv
11% abge_
RO schwemmt
17%

negativ
72%

Auch der embryonale Subtyp zeigt eine deutliche Priferenz zur negativen Antikorper-
Farbung. 72% (13 von 18 Fillen) folgen dieser und es zeigen sogar nur 11% (2 von 18 Fillen)

ein positives Verhalten. 17% (3 von 18 Féllen) sind abgeschwemmt worden.
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Pleomorpher Subtyp

positiv
30%

negativ
70%

Auch der pleomorphe Subtyp neigt eher mit 70% (14 von 20 Fillen) zu einer

negativen Reaktion. 30% (6 von 20 Fillen) zeigen sich positiv.
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p 53

P 53 identifiziert p 53- Akkumulationen in humanen Neoplasien (Vojtesek, 1992;
Nieder, 2001; Ramael, 1992).

p 53

abge-
schwemmt
10%

positiv | :
65%

Bei der Farbung mit diesem Antikdrper féllt eine positive Reaktion in 65% (34 von 52
Féllen) auf. 25% (13 von 52 Fillen) sind negativ und in 10% (5 von 52 Fillen) ist das
Material abgeschwemmt. Auch hier erfolgt nun jeweils eine weitere Betrachtung des

alveoldren, embryonalen und pleomorphen Rhabdomyosarkom:s.
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Alveoléarer Subtyp

negativ
23%

positiv
77%

Eine deutliche positive Reaktion liegt bei diesem Marker fiir das alveolire

Rhabdomyosarkom mit 77% (10 von 13 Fillen) vor. Nur 23% (3 von 13 Fillen) sind negativ.

Embryonaler Subtyp

abge-
schwemmt
22%

positiv
45%

negativ
33%
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Im embryonalen Subtyp kommt es zu keiner direkt auffélligen Verteilung. 45% (8 von
18 Fillen) sind positiv, 33% (6 von 18 Fillen) sind negativ. 22% (4 von 18 Fillen) sind

abgeschwemmt.

Pleomorpher Subtyp

abge-
schwemmt
....... 3 5%

negativ
20%

positiv\ "
75%

Hier zeigt sich beim pleomorphen Rhabdomyosarkom eine deutlich positive Reaktion
mit 75% (15 von 20 Féillen). 20% (4 von 20 Fillen) des Gesamtkollektivs verhilt sich bei der

Féarbung negativ und als abgeschwemmt gelten 5% (1 von 20 Fillen).
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p 63

P 63 gehort zur Tumorsupressorgenfamilie.

p 63

abge-
schwemmt
6%

positiv
59% .-

Dieser Antikorper farbt in 59% (31 von 52 Fillen) positiv an. 35%( 18 von 52 Fillen)
verhalten sich negativ und 6% (3 von 52 Féllen) sind abgeschwemmt worden. Auch hier

erfolgt nun eine nihere Betrachtung der Subtypen.
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Alveoléarer Subtyp

negativ
38%

Das alveoldre Rhabdomyosarkom féarbt sich in 62% (8 von 13 Féllen) an. 38% (5 von

13 Fillen) sind negativ.

Embryonaler Subtyp

T schwemmt

positiv |
61% .

abge-

17%

egativ
22%
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Das embryonale Rhabdomyosarkom zeigt sich in 61% (11 von 18 Féllen) positiv
beziiglich der Anfarbung. 22% (4 von 18 Fillen) sprechen nicht auf die Farbung an und 17%

(3 von 18 Fillen) sind abgeschwemmt worden.

Pleomorpher Subtyp

positiv
55%

negativ
45%

Das pleomorphe Rhabdomyosarkom zeigt keine besondere Vorliebe. 55% (11 von 20
Féllen) farben sich mit dem Antikorper an, 45% (9 von 20 Fillen) hingegen nicht.
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5.8.

Untersuchungsergebnisse bzgl. der Molekularpathologie

Beim

alveoldren Subtyp des Rhabdomyosarkoms

konnen

charakteristische

Translokationen molekularpathologisch nachgewiesen werden, welche bei den anderen

Subtypen des Rhabdomyosarkoms nicht vorhanden sind.

Molekularpathologie
Alveolare Subtypen

negativ positive
22% Molekular-
positive pathologie
Molekular- t(zlz,%/f)
pathologie />
t(1;13 oder |:-:-
2:13) ‘&
13%
positive
Molekular-
pathologie
t(2;13)
43%

In 22% (5 von 23 Fillen) liegt eine positive Molekularpathologie mit der

Translokation t(1;13) vor. In 43% (10 von 23 Fillen) liegt eine positive Molekularpathologie

mit der Translokation t(2;13) vor. 13% (3 von 23 Fillen) sind positiv, aber aufgrund von

Mangel an histologischen Préparat nicht nédher verifizierbar bzgl. der vorliegenden

Translokation. In 22% (5 von 23 Fillen) kann eine Molekularpathologie nicht nachgewiesen

werden.
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6. Diskussion

In der vorliegenden Studie konnten die Literaturergebnisse bzgl. der
Geschlechtsverteilung bestdtigt werden. Auch hier waren mehr ménnliche als weibliche
Patienten betroffen (Fletcher, 2002).

Auch konnten die bisherigen Literaturangaben bzgl. der Lokalisationen untermauert
werden. Alveolire Rhabdomyosarkome treten meist im Extremitdtenbereich auf (Kissane,
1990), wohingegen die embryonalen Subtypen mehr im Bereich der Organe anzutreffen sind
(Bocker, 2004). Ebenso sind die pleomorphen Rhabdomyosarkome - wie in der Literatur

angegeben — vermehrt im Bereich der Extremitdten anzutreffen (Fletcher, 2002).

Ein deutlicher Unterschied zeigt sich bei der Altersverteilung. Hier sind laut
Literaturangaben die embryonalen Rhabdomyosarkome meist im Alter von 5 - 8 Jahren
anzutreffen. Dieses ist in der hier durchgefiihrten Studie anders, da hier eine Dominanz des
embryonalen Rhabdomyosarkoms vor allem im Alter bis zu fiinf Jahren vorherrscht.
Ubereinstimmung bzgl. der Literatur und den Ergebnissen dieser Studie wird bei der

Altersverteilung der pleomorphen und alveoldren Rhabdomyosarkome erreicht.

Auf die Molekularpathologie bezogen harmonieren die Ergebnisse der hier
vorliegenden Studie mit den Literaturangaben. Die embryonalen und pleomorphen Subtypen
zeigen — wie in der Literatur angegeben - keine Molekularpathologie (Fletcher, 2002), wobei
hier darauf hingewiesen werden muss, dass bei zwei Fillen (Fall 39 — embryonales
Rhabdomyosarkom - und ein weiterer Fall eines pleomorphen Rhabdomyosarkoms, der nicht
im Tissue Microarray vertreten wurde) aufgrund dessen, dass sie lediglich im Rahmen einer
referenzpathologischen Beurteilung in die Datenbank aufgenommen wurden, nicht

ausreichend Material flir eine molekularpathologische Beurteilung vorgelegen hat.

Statistisch auffallend ist jedoch, das sich in 7% ( 5 von 72 Fillen) sogar beim alveoldren
Subtypen eine Molekularpathologie (weder eine Mutation fiir t(1;13) noch fiir t(2;13) ist
nachweisbar) nicht nachgewiesen werden konnte. Hier muss allerdings darauf verwiesen

werden, dass im Fall von Fall 8 ein alveoldres Rhabdomyosarkom sicher diagnostiziert
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werden konnte — obwohl die Molekularpathologie nicht nachweisbar war. An diesen Fall
schlieflen sich zwei weitere Fille an, die zum einen als Rezidiv und zum anderen als
Metastase in diese Arbeit eingeflossen sind und sich hier auch im weiteren Verlauf

histologisch ein alveoldres Rhabdomyosarkom mit negativer Molekularpathologie zeigte.

In Anlehnung an diesen Fall prédsentiert sich auch der Fall 7, bei dem ebenfalls trotz keines
molekularpathologischen Nachweises histologisch ein alveoldres Rhabdomyosarkom sicher

diagnostiziert wurde.

Interessant zu betrachten ist der Fall 52, der als Rezidiv des Falls 51 in diese Studie
eingegangen ist. War die Molekularpathologie des Primartumors noch positiv, so zeigt sich
im Falle des Rezidivs nun kein molekularpathologischer Nachweis. Histologisch ist aber

weiterhin der alveoldre Subtyp von Bestand.

Insgesamt kann in dieser Studie eine deutliche Ubereinstimmung der konventionellen
Farbemethode mit dem Tissue Microarray aufgezeigt werden. Allerdings muss bei dieser
Aussage darauf hingewiesen werden, dass auffallend ist, dass ein Anteil der Stanzen, die den
einzelnen Patientenfall im Tissue Microarray darstellten, wéhrend des Verfahrens
abgeschwommen sind und somit aussagelos geblieben sind. Daher miisste bei einem
dauerhaften Einsatz des Tissue Microarrays der einzelne Patient zur Gewéhrleistung eines
Ergebnisses durch mehrere Stanzen reprédsentiert werden. Das Abschwemmen im Tissue
Microarray filihrte somit in dieser Studie zu einer teilweise unzureichenden Auswertung der
experimentellen immunhistochemischen Auswertung. Bei den nicht abgeschwommenen
Stanzen zeigt sich — mit Ausnahme der Farbung mit Desmin — eine deutliche

Ubereinstimmung der beiden Verfahren.

Bezogen auf die immunhistochemischen Farbungen mit Desmin zeigen sich einige
Male unterschiedliche Ergebnisse in der konventionellen Fiarbemethode gegeniiber den
Ergebnissen im Tissue Microarray. Begriindet werden kann diese Tatsache damit, dass
unterschiedliche Antikorper verwendet wurden. Bei einigen élteren konventionellen
Féarbungen wurden Ventana- Antikorper verwendet, die inzwischen nicht mehr eingesetzt
werden. Der Fall 35 soll hier als Synonym fiir diese Félle erwéhnt werden, bei denen ein
unterschiedliches Ergebnis zwischen dem Primérpraparat und dem Tissue Microarray in der

Desminfarbung vorliegt.
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VS 38c und CD 56 férben sich in einem groBen Teil der Félle an, so dass sie bzgl.

einer weiteren Unterteilung in die Subtypen des Rhabdomyosarkoms nicht weiterhelfen.

Da es nur in 4% der Félle bei der Farbung mit S 100 zu einem positiven Ergebnis
gekommen ist, ist eine weitere Betrachtung der S 100- Farbung unter dem Gesichtspunkt der

Subtypen des Rhabdomyosarkoms nicht erforderlich.

c- erb B2 zeigt bei allen Subtypen eine geringe Anfdarbung, so dass diesem Marker

kein hoher diagnostischer Wert zugesprochen werden kann.
P 53 und P 63 firben bei allen Subtypen mit einer hohen Wahrscheinlichkeit an.

CD 117, VEGF und EGFR sind Marker, die keine diagnostische Relevanz besitzen,
sondern lediglich in Bezug auf eine mogliche Therapie mit Antikérpern genutzt werden
konnen. Diese zeigen in der hier vorliegenden Studie bei allen drei Subtypen des
Rhabdomyosarkoms eine hohe Anfirberate. In dem Fall der Anfirbung konnte man einen

therapeutischen Nutzen aus diesem Sachverhalt ziehen.

Um dieses zu verdeutlichen: 67% aller Félle lassen sich mit CD 117 anfarben. VEGF farbt
52% aller Falle an, EGFR farbt 54% aller Fille an. Bei der ndheren Betrachtung der Subtypen
zeigt sich das pleomorphe Rhabdomyosarkom bzgl. CD 117 und EGFR sehr gut anfarbbar,
wohingegen bei VEGF das alveolire Rhabdomyosarkom dominiert. Lediglich das

embryonale Rhabdomyosarkom zeigt bei keinem der drei Marker eine herausragende

Anfarbbarkeit.

Bei CD 99 ist zu beriicksichtigen, dass dieser Marker nicht nur bei
Rhabdomyosarkomen, sondern ebenfalls bei Ewing- Sarkomen und Lymphomen eine
Anfirbung zeigt. Dieses nimmt bzgl. der differentialdiagnostischen Uberlegungen einen
hohen Stellenwert ein und die Diagnose sollte immer durch weitere immunhistochemische

Féarbungen gesichert werden.

Interessant zu betrachten ist der Fall 16, bei dem sich in der Farbung mit CD 56 eine
positive Farbung ,,bizarrer Zellen* zeigt, wohingegen es bei der Farbung mit CD 117 zu der
Anfarbung anderer Zellen gekommen ist. Hierbei handelt es sich um einen Fall nach
Chemotherapie. Wahrscheinlich handelt es sich bei den kleinen Zellen um Tumorzellen.

Myogenin farbt hier positiv an, wohingegen Desmin komplett negativ bleibt. Hierbei bleibt
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nun fraglich, ob es sich in diesem Fall wirklich um ein Rhabdomyosarkom handelt oder ob
nach einer erfolgten Chemotherapie nun entdifferenzierte Tumorzellen vorhanden sind, die

myogene Marker exprimieren.
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8. Anhang

8.1.  Antikdrper

Desmin

Monoclonal Mouse Anti- Human Desmin, Clone D 33, Code- Nr. M
0760, Edition 19.12.02, DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark

Vimentin

Monoclonal Mouse Anti- Vimentin, Clone V9, Code No. M 0725 Lot.
092, Edition 16.09.02, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark

Abgebrochen am 12.02.04:

Monoclonal Mouse Anti- Vimentin, Clone V9, Code No. M 0725, Lot.
090, Edition 30.08.00, Dako Cytomation, Glostrup, Denmark

Smooth Muscle
Actin

Monoclonal Mouse Anti- Human Smooth Muscle Actin, Clone 1A4,
Code No. M 0851 Lot. 070, Edition 17.10.01, DAKO, Glostrup,

Denmark

Myogenin

Monoclonal mouse Anti- rat Myogenin, Clone: F5D, Code M3559,
DAKO Cytomation, Via Real, USA

S 100

Polyclonal Rabbit Anti- S 100, Code No. Z 0311, Lot 017, Edition
05.08.02,

DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark

Myoglobin

Rabbit Anti- Human Myoglobin, code No. A 324, Lot 062, Edition
01.08.94, DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark

VS 38c

Monoclonal Mouse Anti- Human Plasma Cell, Clone VS 38c, Code No.
M 7077, Lot 028. Edition 30.03.00, DAKO Cytomation, Glostrup,

Denmark

CD 56

DAKO REAL ™ Biotinylated Secondary Antibodies, DAKO

Cytomation, Glostrup, Denmark

MIB 1

Monoclonal Mouse Anti- Human, DAKO Cytomation, Glostrup,

Denmark
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CD 99 Monoclonal Mouse Anti- Human, DAKO Cytomation, Glostrup,
Denmark

CD 117 Polyclonal Rabbit Anti- Human CD 117, c- kit, Dode A 4502, DAKO
Cytomation, Glostrup, Denmark

EGFR Code M 3563, DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark

VEGF Mouse Monoclonal Antibody, Lab Vision, Fremont CA, USA

c- erb B2 Polyclonal Rabbit Anti- human c- erbB- 2 Oncoprotein, Code No. A
0485, Edition 30.04.03, DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark

pS3 Monoclonal Mouse Anti- Human p 53 Protein, Clone DO- 7, Code No./
M 7001, Edition 18.12.02, DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark

p 63 Monoclonal Mouse Anti- Human p 63 Protein, Clone 4A4, Code No. M

7247, DAKO Cytomation, Glostrup, Denmark
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8.2.

Tabelle immunhistochemisch und molekularpatologisch verwandter Falle

Laufende Immunhistochemie
Nummer
Desmin V'mne”" sMA | miB1 My‘i’nge“ S 100 M){,?,?lo vs3sc| cps6 | cp o9 |cp 117| EGER | VEGF [c-eb 2| p53 | pes
pos ) pos
1 neg schwa neg  fvereinz schwa| neg stark | stark neg neg neg neg neg 0% 0%
neg neg elt pos, Z|pos, M
ch pos ch pos
?schw stark stark | schwa| ?schw | schwa [ schwa
2 pos pos ach 90% pos 0s. 7 pos, M|ch pos,| ach |chpos,|chpos,| neg |>50%]| <5%
pos pos. +Z z pos, M Z Z
pos i schwa| schwa schwal| ?schw .
3 stark :ﬁhv;z ::g 75% maoBSlg neg sc:zrkz sot:r?/l ch pos,|ch pos,| neg [chpos,| ach 21050/0 0%
pos P 9 P pos, pos, Z M Z pos,Z
pos pos neg 40% pos stark | stark maRig maRig vereinz
0,
4 pos pos neg 50% pos pos pos, Z|pos, M pf’fl’vlz neg pos, Z pos,Z| neg 50% elt
stark stark schwa [ ?schw
5 pos pos neg 50% pos 0s. 7 pos,Z| neg neg |chpos,| ach neg 50% 5%
pos. +M z pos
schwa schwa|vereinz
6 Stirsk pos neg 30% stz\rsk s;zrkz sot:riﬂ neg |chpos,| neg |ch pos,|eltpos,| 25% 10%
p p pos, Z|pos, ’7 7 Z+M
pos pos | gering pos s i i schwa
7 pgz schwa | schwa |vereinz sr::hvgz neg pos | maRig r];asmla moasmg n;im’a neg |ch pos, sctzrkz <5% 0%
P ch pos|chpos| elt P pos, Z pos, pos, £ pos, Z pos,
0s os nei ca. stark | stark mafRig | masig [ mani
8 P P 9 40% pos neg 9 g 9 neg 30% | <5%
pos pos neg 75% pos, Z|pos, M pos, M| pos, Z| pos, Z
pos neg o maRig stark | stark mafig | magig o 5
° neg pos neg 5% pos pos, Z|pos, M neg neg pos, Z| pos, Z neg 30% 0%
pos pos | 2-5% stark maRig stark |einzeln| maRig
0, 0,
10 pos pos pos <5% pos neg pos pos, Z p’)o’\;, pos, Z | pos, z| pos, z neg neg 30% 10%
pos 15- |schwa stark | stark schwa f schwa stark
0, 0,
11 pos pos neg 20% |ch pos pos, Z | pos, M ch gos, ch ;05, pos, Z neg neg <5% 0%
os sﬁhvc\i schwa stark | stark schwa | schwaj schwa schwa
12 p pos p 75% neg neg ch pos,|ch pos,|ch pos,| neg |chpos,| 90% | <5%
pos schwa ch pos pos, Z|pos, M
z z z z
ch pos
pos 0s schwa stark maRig einzeln| ?schw 22;;'2
13 pos, pos ?pos 5% ¢ch pos pos 0s. 7 pos, M| neg |pos,Z| ach ch pos neg 90% 0%
30% P p pos. +Z +?M | pos, Z g !
i ? i schwa .~ | schwa| schwa
14 mao[35|g ;(;hv;l): Schwa 3205;; ;?hvgasl moasmg Sot:“;/l neg |ch pos, n;e;ﬁll\g/l ch pos,|ch pos,| 5% 0%
P P ch pos ’ P pos. £ pos, z POs. M7 L om| z +m
. i schwa
15 neg pos pos 30% schwa stark | maRig | magig | stark neg |chpos)| neg <5% | 50%
neg pos ch pos pos, Z|pos, M| pos, Z| pos, Z 7
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Differenzierung

Laufende Molekularpathologie Diagnose (elreﬁot?g)rnily Lokalisation Brkrankungs- Geschlecht Primartumor/
Nummer P 9 9 P ron, alter in Jahren | (mannlich/weiblich) Rezidiv
alveolar,
unbestimmt)
i e
1 Exonsequenzen [alveolares RMS alveolar unteren linken 4 w Priméartumor
(PAX 7/ FKHR) Mediastinum
alveolares RMS, Z. n. PE und
Chemo: Regressionsgrad V . -
2 t(2;13) . alveolar rechter Vorfuf 16 w Primértumor
nach Salzer- Kuntschik-
Schema !vitale Tumorzellen
3 t(2;13) PAX |alveolares RMS mit teilweise alveolar rechter 15 w Primartumor
3/ FKHR anaplastischer Komponente FuRrucken
t(2;13) PAX . u -
4 3/ FKHR alveolares RMS alveolar rechte Hand 10 m Primartumor
linker
proximaler
5 t(2;13) alveolares RMS alveolar Oberschenkel, 75 m Primartumor
gluteal
gelegen
t(1;13) PAX . u -
6 7/ FKHR alveolares RMS alveolar 0 w Primartumor
7 ne Infiltration der linken Niere alveolar Unterpol der 55 w Primartumor
9 durch ein RMS, G2 linken Niere
LK- Metastasen
eines in der
8 neg Lymphknotgﬁmetastasen alveolir Halslyrr_lphknot 19 w Studie
eines alveolaren RMS en links
aufgenommene
n Primartumors
Rezidiv eines in
9 neg Infiltrate eines RMS- Rezidivs alveolar LK links 19 w der Studie
thorakal aufgenommen
Primartumors
rechter
10 neg pleomorphes RMS, G2 pleomorph lateraler 50 w Primartumor
Oberschenkel
Resektat des
pleomorphes RMS mit fokaler rechter glelchen bgrelts
11 neg . . pleomorph lateraler 51 w in der Studie
Desminexpression, G3
Oberschenkel aufgenommene
n Primartumors
Weichgewebe -
12 neg pleomorphes RMS, G3 pleomorph mit Scapula 63 m Primartumor
13 neg pleomorphes RMS pleomorph [Hypophyarynx 77 m Primartumor
Resektat des
. . gleichen bereits
14 neg pleomorphes RMS, pT1 pNO pleomorph Im!(gr Sm.us 77 m in der Studie
(0/29) pMx, G3 piriformis
aufgenommene
n Primartumors
metastatische Infiltration R_eZ|d!v eines
(Rezidiv) der Lunge durch ein rechter nicht in der
15 neg 9 pleomorph | Lungenoberla 63 m Studie
vorbekanntes pleomorphes
RMS ppen aufgenommene
n RMS
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30-
neg 40% pos stark | maRig schwaj stark | stark
16 pos neg ch pos,| pos, Z|pos, M| neg neg 0% | >50%
neg 50- pos pos, Z|pos, M
z +M +Z
75%
pos pos maRig schwa schwa
o . .
17 makig POS | hwa >80% | schwa neg stark bis | méaRig ch pos, stark neg |chpos| 0% 0%
pos 75% |ch pos pos, Z| stark | pos, Z pos,Z
pos ch pos z Z
pos, M
pos pos neg | >40% stark maBig bnicht. 5
18 neg pos neg 20% neg neg pos, Z neg pos, Z neg neg neg neg Tg;lrm 0%
?
19 pos os 0s ca S(’:)r?vsva stark | stark Sotsriﬂ .Z(;EW stark ne ne 0% Iy
pos p p 90% pos, Z|pos, M pos, pos, M 9 9 ? 80%
ch pos +Z |pos,Z
nel os pos vereinz| ne stark | stark
20 9 p schwa 9 neg neg neg neg neg | >90%| 0%
neg pos elt pos| neg pos, Z |pos, M
ch pos
pos schwa ca schwa
21 schwa| PO° ch pos 15% pos pos stark | stark ch pos, stark | stark neg neg 50% | <5%
pos |schwa pos, Z |pos, M pos, M| pos, Z
ch pos 5% z
ch pos
neg pos pos neg
stark ?schw schwa
22 neg pos pos 5% neg ach neg neg |chpos,| neg neg 40% 0%
pos, Z
pos, M M
?schw
pos os os schwa stark | stark schwa f 7schw ach
23 stark p P 80% ch pos,| ach neg neg <5% | 10%
pos neg ch pos pos, Z |pos, M pos, 1
pos z pos
Zelle
schwa
pos 0s 0s stark | magi schwa| ch bis | schwa| schwa
24 stark pos pos 80% neg neg o0s. 7 | pos l?/l ch pos,| magig [ch pos,|ch pos,| neg 80% |5-10%
pos p p pos, £1pos, z pos,Z| Z+M z
+M
pos 0s vereinzl schwa stark schwa| méRig |einzeln| schwa | ?schw
25 maRig pos neg it |ch pos neg 0s. 7 ch pos,| pos, Z | maRig |ch pos,| ach neg 50% 0%
pos P p pos, M +?M |pos, M z pos, Z
pos pos o v schwa .
26 stark pos maRig 70% neg stark | stark pos magig neg |chpos)| neg o |vereinz
pos 30% neg pos, Z|pos, M pos, Z elt
pos pos Z
einzeln
pos stark e
27 stark pos neg 90% pos stark | stark | schwa pos, Z/| neg |pos,Z mafig 50% 30%
pos pos, Z|pos, M| ch pos sy pos, Z
pos mafig
pos, M
30-
40% " 2(3]/ ?schw P aiq | SCWa| e AR
>
28 ?schw 95% | 30% 90% ach neg star neg maig ch pos, maiig | makig neg <5% | <5%
pos |schwa pos, Z pos, Z pos, M| pos, Z
ach pos z
ch pos
pos
vereinz
2
schwa ?schw stark ?schw .ZZ';W schwa schwaj elt
29 pos neg 20% ach neg ach ch pos,| schwa| 10% 0%
ch pos pos, Z pos, |ch pos
pos pos,Z| °, Z |ch pos,
?M
Z
pos ausges ausges
30 mcht. neg |[chwem| 0% stark mafig neg |[chwem| neg neg mafig neg 0% 0%
beurtei pos pos, Z pos, M
mt mt
Ibar
vereinz
0s einzein schwa stark elt mafi magi vereinz
31 pOS pos neg e ch pos 0s. 7 maRig | neg o5 I\%I neg osl\%l neg <5% elt
P Zellen p pos, pos, Z pos. pos.
+2M
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Z.n.Vor- OP und Chemo;

16 ne Resektat mit vitalen leomoroh laterales a2 Primartumor
¢ Tumorinfiltraten eines gering P P Kniegelenk
differenzierten RMS
rechter
. ventraler
17 neg hochmalignes, pleomorphes pleomorph |Unterschenkel, 53 Primartumor
RMS L
Tibialis-
anterior- Loge
hochmalignes, pleomorphes linker dorsaler A
18 neg RMS, G3 pleomorph Oberschenkel 67 Priméartumor
Resektat des
linker gleichen bereits
19 neg pleomorphes RMS pleomorph Oberschenkel 73 in der Studie
aufgenommene
n Primartumors
linker
Metastase eines Hemipelvis, -
20 neg vorbekannten ovariellen RMS pleomorph Tuber 26 Primartumor
ischiadicum
21 neg pleomorphes RMS pleomorph | parahepatisch 77 Primartumor
hochmalignes spindelzelliges
neg Sarkom vom Typ pleomorphes pleomorph Stanzpraparat 39 Priméartumor
RMS, G3
22 nel leomorphes RMS leomorph linker 69 Primartumor
¢ P P P P Oberschenkel
23 neg pleomorphes RMS pleomorph Schulter 36 Primartumor?
linke Hals-
ne rimares pleomorphes eomor erven- rimartumor?
24 g prima pl phes RMS pl ph N 55 Prima ?
Scheide
hochmalignes, pleomorphes ) —
25 neg RMS pleomorph |retroperitoneal 54 Primartumor
. . . rechter -
26 neg gering differenziertes RMS pleomorph Oberschenkel 51 Primartumor
grofl3e Manifestation eines
RMS im Larynx mit fokaler
Infiltration des
27 neg Taschenbandes mit pleomorph Larynx 35 Primartumor
Unterminierung der intakten
Schleimhaut, pT3 N1 (1/11)
Mx RO G3
Rezidiv eines hochgradigen
RMS der Rezidiv eines
Pectoralismuskulatur im nicht in der
oberen/ unteren &uf3eren X
28 neg Quadranten des pleomorph |rechte Mamma 37 Studie
rechtsseitigen :u;?i(:];):::nzr:i
Mammaabladates, G3 nach
EFCC
Resektat des
- gleichen bereits
Rezidiv des i i
29 neg X - pleomorph Thoraxwand 38 in der Studie
vordiagnostizierten RMS aufgenommene
n Rezidivs
Rezidiv eines
Rezidiv des Harnblasenwa nichtin der
30 neg vordiagnostizierten RMS in embryonal nd 6 Studie
der Harnblasenwand aufgenommene
n Primartumors
geringgradige diffuse Resektat eines
a1 ne residuale Infiltration durch embryonal Harnblase/ - 6 in der Studie
9 bekanntes RMS vom 4 réhre aufgenommene
botryoiden Typ n Rezidivs
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einzeln .
os pos ?mafig| schwa stark | schwa | maig vereinz
32 p neg 0% pos ' 7 len neg | pos, Z|ch pos,| pos,Z| neg 0% It
pos pos pos, Z |ch pos, + M 7 M el
M
pos schwa| schwa schwa einzeln
0,
33 pg: stzrsk 229 ggof) schwa sc::rkz Sot:rlfvl ch pos,|ch pos, sct):;lrkz ch pos, csr::hvc\)/: 30% | <5%
p p 9 % fch pos pos, £ [ pos, z z pos, 7 g )
pos o .
34 schwa pos neg 60% pos stark | mafig neg neg neg neg neg <5% 10%
pos neg 75% pos, Z [pos, M
ch pos
os os nel stark | stark schwa magi
35 p p 9 50% pos neg ch pos,| neg neg 9 neg 0% 0%
n.b. pos neg pos, Z [pos, M 7+ M pos, Z
ausgesjausges ausges|ausges ausges|ausges|ausges|ausges|ausges|ausges|ausges|ausges
36 chwem|chwem| neg |chwem|chwem chwem|chwem|chwem|chwem|chwem|chwem|chwem|chwem| 0%
mt mt mt mt mt mt mt mt mt mt mt mt
pos ca. pos stark v v .
37 pg: stark :gg 70% |schwal| neg S;zrkz pos, M S(;‘:rkz rr:)e;m,\g/l m:f'g neg neg 0% vere(le;nz
P pos 9 50% |ch pos pos, +?7Z pos, £1pos, pos,
stark schwa stark | stark | stark schwaj schwa
38 pos neg 50% ch pos,|ch pos,| neg neg 0% 0%
pos ch pos pos, Z | pos, M| pos, Z 7 7
pos
pos pos 70% stark | stark Y Y
39 pos s;zrsk pos 90% pos pos, Z | pos, M neg neg neg neg neg 50% 35%
pos ausges|ausges|ausges|ausges schwa |ausges|ausges ausges|ausges ausgesjausges
ausges
40 chwem chwem|chwem|chwem|chwem ch pos,|chwem|chwem| neg |chwem|chwem| neg |chwem|chwem
mt mt mt mt mt z mt mt mt mt mt mt
pos ca schwa stark einzein
41 stark Slirsk EZS 40% pos S;zrkz Sot:ri/l ch pos, s;sart/l neg | pos,Z ;Chvg: 60% 3bolus/
pos | P 91 10% pos, £1pos, z |Po® +M g ' 0
pos pos
ausges|ausges|ausges ausges|ausges|ausges|ausges|ausges|ausges|ausges|ausges|ausges
ausges|ausges
42 chwemlchwem chwem|chwem|chwem| neg chwem|chwem|chwem|chwem|chwem|chwem|chwem|chwem|chwem
mt mt mt mt mt mt mt mt mt mt mt mt
mt mt
pos pos pos
ausges|ausges ausges|ausges|ausges|ausges|ausges|ausges|ausges|ausges|ausges
ausges|ausges|ausges
43 chwem|chwem chwem|chwem|chwem|chwem|chwem|chwem|chwem|chwem|chwem
chwem|chwem|chwem
mt mt mt mt mt mt mt mt mt mt mt
mt mt mt
pos pos e «n: | SChwa .
44 schwa| stark neg 10% maRig neg stark | mafig ch pos, stark neg neg neg 30 <5%
neg pos pos, Z [pos, M pos, M 50%
ch pos| pos Z
einzeln stark | schwa s -
SO e Il e B et et o2 o pos 5% | 89| e g | o | <5
P P P Zellen| P pos, M z pos, pos, Z [ pos,
maRig
pos bis . v
46 neg stark schwa maRig | neg stark fokal maRig neg makig neg neg 0% 30%
neg pos 1/3 pos, Z pos, Z pos,Z
ch pos pos stark
pos. M
os |schwa ca. stark | magi schwaj 2schw
47 Ee ch pos neg 30% pos 0s. 7 | pos l?/l ch pos,| ach neg neg neg 30% | ? 10%
9 P 10% pos, £1POS: M 7 M | pos, M
ca.
pos os 0s ca. 70% stark | stark schwa maRig magi
48 schwa pOS ’)p s 80% ca. neg o0s. 7 | pos. M ch pos,| neg |pos,Z 0s g neg 30% 40%
chpos| P P 75% | 50% pos, £1pos, z +m | PO
pos
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Zystektomiepraparat mit

Resektat eines

32 neg Infiltration durch ein Rezidiv embryonal Harnblase 6 In der Studie
aufgenommene
des bekannten RMS _—
n Rezidivs
Rezidiv eines bekannten R.eZ'd!V eines
embryonalen RMS geringen nichtin der
33 neg mbryone 9 g embryonal | rechte Orbita 3 Studie
Differenzierungsgrades der
f aufgenommene
rechten Orbita A
n Primartumors
Resektat des
gleichen bereits
34 neg embryonales RMS embryonal | paratestikular 14 in der Studie
aufgenommene
n Primartumors
gering differenziertes linker A
35 neg embryonales RMS embryonal Unterschenkel L Priméartumor
36 LOH 11p15.5 embryonales RMS embryonal BWK 5 16 Primartumor
embryonales RMS, rechter
37 neg Malignitatsgrad 3 nach embryonal 80 Primartumor
X Unterschenkel
Coindre
Resektat des
teils anaplastisches, teils M gleichen bereits
38 neg spindelzelliges embryonales embryonal S 80 in der Studie
gastrocnemius
RMS aufgenommene
n Primartumors
39 embryonales RMS embryonal cervical 2 Primartumor
Rezidiv eines
Rezidiv eines vorbekannten nicht in der
40 neg RMS embryonal Hoden 7 Studie
aufgenommene
n Primartumors
41 neg embryonales RMS embryonal Hoden 9 Primartumor
retro- bzw.
42 neg unreifes embryonales RMS embryonal | prostatischer 30 Primartumor
Tumor
spindelzelliges RMS von « -
43 neg hohem Malignitétsgrad, G3 embryonal prathorakal 18 Primartumor
44 neg spindelzelliges RMS embryonal | paratestikular 47 Primartumor
Gewebsresektat mit Anteilen
der Harnblasenwand mit
45 neg elm?m ausgepr-agt regressiv embryonal Harnblasenwa 4 Primartumor
veranderten teils nd
hyalinisiertem RMS mit
aktiven Tumoranteilen
Infiltration durch ein bereits rechter
46 neg vordiagnostiziertes, gering embryonal dorsaler 51 Primartumor
differenziertes RMS, G3 Oberschenkel
Rezidiv eines
Rezidiv des bekannten linker nlcht_ in der
47 neg embryonal . 3 Studie
embryonalen RMS Gehdrgang
aufgenommene
n Primartumors
Alveolares/ embryonales alveolar/ |Nasenrachenra A
48 neg 7 Priméartumor
RMS embryonal um
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schwa 20 —
pos ch pos y stark | stark apig | MARIG | schwal ai
49 pos 50% os | ne maBig méRig
pos schwa ot p g pos, Z | pos, M| pos, z pos, Z |ch pos, pos, Z neg 60% 0%
ch pos +M z
pos ca. 2schw einzeln
neg stark | stark |~ h
50 schwa| pos 60% pos ach | Schwa 20-
ch pos neg 90% pos,Z| pos, Z © ch pos, neg neg neg 5% 30%
pos, M 7
?schw «ni . | SChwa einzeln schwa
51 neg ach neg 90% schwa stark | méaRig ch pos schwa choos| ne n 0% Vereinz
pos ch pos pos, Zpos, M|™" ""'|ch pos, g ' 9 €9 0 elt
M
?schw
schwa v schwa
pos pos neg masi h ani
52 10% [ch 9 ac méaRig
pos pos neg 0 cnggs pos, Z neg pos, ch gos, neg pos, Z neg 0% 50%
nuklear|

&3



alveolares RMS mit teils

rechts

49 pos pleomorpher Komponente alveolar subskapuléar 10 Priméartumor
50 pos alveolares RMS alveolar linker Hals 1 Primartumor
51 pos alveolares RMS alveolar 9 Primartumor
Rezidiv eines in
52 ne kleinherdige Infiltration durch alveolar Lungenparenc 9 der Studie
9 ein RMS- Rezidiv hym aufgenommen

Primértumors
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