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1 Einleitung

Das unzureichende Ansprechen auf klassische Chemotherapeutika stellt eine
Herausforderung in der Therapie von metastasierten Malignomen der Niere dar.
Nierentumoren zahlen weltweit zu den zehn haufigsten malignen Entartungen, sodass
die Etablierung von sensitiven Friherkennungsverfahren, beispielsweise mittels
sogenannter Biomarker, sowie die Entwicklung von zielgerichteten Therapien fur
zukinftige Behandlungskonzepte bedeutsam sind (Kabaria et al.,, 2016). Diese
Dissertation hat zum Ziel, die Pravalenz und prognostische Bedeutung des
immunhistochemischen Markers ,Enhancer of Zeste Homolog 2“ (EZH2) bei den

verschiedenen Entitaten der malignen Nierentumoren zu klaren.

1.1 Epidemiologie

Die klinische Relevanz der Nierenkarzinome wird in den epidemiologischen
Kennzahlen deutlich. Fir das Jahr 2018 prognostizierte das Robert-Koch-Institut
15100 Neuerkrankungen in Deutschland, womit es nach dem Prostata- und
Urothelkarzinom der Harnblase die dritthaufigste maligne Entitdt des urogenitalen
Systems darstellt (Robert-Koch-Institut, 2017). In den letzten Dekaden ist die Inzidenz
stetig angestiegen. Dies wird Uberwiegend mit der Verfligbarkeit moderner
Bildgebungsverfahren, die asymptomatische Lasionen meist zuféllig detektieren, aber
auch durch den Einfluss modifizierbarer Risikofaktoren erklart (Kabaria et al., 2016).
In der Betrachtung der 5-Jahrespravalenz des Nierenzellkarzinoms im Zeitraum von
1990 bis 2004 zeigte sich eine Verdoppelung bei Mannern und ein Anstieg um 50
Prozent (%) bei Frauen. Der geschlechtsspezifische Unterschied ist beim
Nierenzellkarzinom besonders deutlich. Vom Nierenzellkarzinom sind Manner doppelt
so haufig wie Frauen betroffen. Es steht somit bei der mannlichen an siebter und bei
weiblichen Bevolkerung an zehnter Stelle der héaufigsten Krebserkrankungen. Das
mittlere Erkrankungsalter bei Mé&nnern ist 68 Jahre und bei Frauen 72 Jahre
(Leitlinienprogramm Onkologie (AWMF, 2017). Insbesondere die flachendeckende
Nutzung nicht-invasiver radiologischer Methoden wie der Sonographie,
Computertomographie (CT) und Magnet-Resonanz-Tomographie (MRT) ermdglicht
es, bereits kleine, asymptomatische Lasionen in frihen Tumorstadien zu detektieren,
wodurch die Patienten einer potentiell kurativen Therapie zugefihrt werden kénnen
(Escudier et al., 2016). Die Mortalitat wird maf3geblich vom Tumorstadium zum
Zeitpunkt der Diagnosestellung beeinflusst. Die Funfjahrestiberlebensraten haben sich
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durch die verbesserten Friherkennungsmethoden zwar verbessert, sinken aber von
92 % im lokalisierten Stadium auf 65 % im nodalpositiven Stadium sowie auf 12 % im

(fern-) metastasierten Stadium (Kabaria et al., 2016).

1.2 Atiologie

Beim Nierenzellkarzinom sind bereits eine Reihe von Risikofaktoren identifiziert
worden, wobei generell zwischen nicht-modifizierbaren und modifizierbaren
Risikofaktoren unterschieden werden kann. Zu den modifizierbaren Faktoren gehéren
in erster Linie der inhalative Konsum von Zigaretten, Adipositas und die arterielle
Hypertonie. Insbesondere das Rauchen von Zigaretten ist mit einem ungunstigeren
Verlauf und fortgeschrittenem Tumorstadium (T3 Stadium, Lymphknotenbefall oder
initiale Fernmetastasierung) assoziiert. Dabei erhdht sich das Risiko in Abhangigkeit
der Dauer und der kumulativen Dosis des Rauchens (Tsivian et al., 2011). Der durch
das Rauchen verursachte oxidative Stress durch freie Radikale erhoht das
Entartungsrisiko und flihrt zu aggressiveren Karzinomen und somit zu einer signifikant
schlechteren Prognose (Kabaria et al., 2016).

Ab einem ,Body-Mass-Index® (BMI) = 30kg/mz erhoht sich das Risiko fur die
Entstehung der Erkrankung geschlechtsunspezifisch. Diesem Risikofaktor kommt
insbesondere durch die steigende Pravalenz in den Industrielandern eine wichtige
Rolle zu. Die arterielle Hypertonie kann das Risiko verdreifachen, vorausgesetzt die
Hypertonie wird nicht frihzeitig protektiv medikamentds gesenkt (Kabaria et al., 2016,
Weikert et al., 2008) .

Zu den nicht-modifizierbaren Faktoren zahlen die terminale Niereninsuffizienz, die
erworbene zystische Nierendegeneration und die Gruppe der hereditaren
Tumorsyndrome (Escudier et al., 2016).

Die terminale Niereninsuffizienz kann bei Erkrankten das Risiko vervierfachen. Dabei
sind die Ursachen fur die Niereninsuffizienz unterschiedlich und umfassen unter
anderem die Einnahme von nephrotoxischen Analgetika oder die Belastung mit
karzinogenen Stoffen wie Asbest, polyzyklische aromatische Kohlenwasserstoffe,
Silizium und Kadmium (Kabaria et al., 2016). Die zystischen Nierenerkrankungen, zu
denen die autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankungen gehart, sind eher
mit bilateralen oder multifokalen Befall der Niere vergesellschaftet. 4 % der
Nierenzellkarzinome werden den hereditaren Tumorsyndromen zugeordnet,

insbesondere zahlen hierzu das Von-Hippel-Lindau Syndrom, das Birt-Hogg-Dubé

2



Syndrom, die hereditdare Leiomyomatose und Nierenzellkarzinom, das hereditare-
papillare Nierenzellkarzinom und der tubertése Sklerose-Komplex (Leitlinienprogramm
Onkologie (AWMF, 2017).

1.3 Symptome und Diagnostik

Die klassische Symptomtrias schmerzlose Hamaturie, Flankenschmerz und palpabler
abdomineller Tumor als Leitsymptom fir die Diagnose eines Nierenzellkarzinoms
besitzt heute kaum noch Glltigkeit. Die meisten Nierenzellkarzinome werden im
Rahmen von bildgebenden Untersuchungen bei theoretisch nierengesunden
Patienten zufallsbefundlich entdeckt. Dementsprechend ist in den letzten Jahren ein
Ruckgang der durchschnittlichen Tumorgréf3e bei Diagnosestellung zu vermerken und
es bestehen haufiger zum Zeitpunkt der Diagnose lokalisierte Frihstadien
(Leitlinienprogramm Onkologie (AWMF, 2017). Wird die Tumorerkrankung nicht
frhzeitig detektiert, bleibt ein Grol3teil der Patienten bis zum Erreichen eines
fortgeschrittenen Tumorstadiums beschwerdefrei. Im Rahmen von
paraneoplastischen Syndromen treten in circa 30 % der Falle eine Erythrozytose,
Hyperkalzamie oder Fieber unklaren Ursprungs auf. Es sollte diagnostisch eine
laborchemische  Blutuntersuchung mit Bestimmung des Serumkreatinins,
Hamoglobins, Leukozytenzahl, Thrombozytenzahl, Verhaltnis der Lymphozyten zu
neutrophilen Granulozyten, Laktatdehydrogenase, c-reaktives Protein (CRP) und
Serumkalziums erfolgen. Erganzend sollte ein Gerinnungsstatus erhoben werden und
eine Urinanalyse durchgefiihrt werden. Eine Bildgebung mittels Sonographie, CT oder
MRT hinsichtlich der Therapieplanung werden empfohlen. Eine Nierenszintigrafie
kann in Einzelfallen bei auffalligem Serumkreatinin, suspekter glomerularer
Filtrationsrate, Einzelniere oder im Falle bilateraler Lasionen zur Bestimmung der
seitengetrennten Nierenfunktionstestung durchgefiihrt werden (Ljungberg et al.,
2015).)

1.4 Pathologie

Die Typisierung und Graduierung von Nierenzellkarzinomen wurde in den letzten
Jahrzehnten weiterentwickelt. Bereits 1982 konnte das Fuhrman-Graduierungs-
System  prognostische  Aussagen bei  klarzelligen  Nierenzellkarzinomen
demonstrieren. Definiert wurden vier Grade nukledrer Verdnderungen unter
Berucksichtigung der GroRe des Zellkerns sowie der Anwesenheit und Grol3e von
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Nukleoli (Fuhrman et al., 1982). Eine Erweiterung erfolgte 1986 durch Thoenes et al.,
indem die Einteilung auch andere Entitaten anhand zytologischer, histologischer und
nuklearer Atypien bertcksichtigt (Thoenes et al., 1986). Durch die Entdeckung und
Beschreibung neuer Entitdten mit unterschiedlichen Klinischen, histopathologischen
und genetischen Veranderungen wurde im Jahr 2012 von der ,International Society of
Urological Pathology® (ISUP) ein angepasstes Graduierungssystem eingefihrt,
welches auch als ,2012 ISUP Vancouver classification“ gefuihrt wird (Hes, 2014). Es
orientiert sich zur Einstufung an vier Grade der nuklearen Veranderungen des Tumors.
Als Nachfolger der Einteilung nach Fuhrmann gilt die ISUP Graduierung allerdings nur
fur das klarzellige und papillare Nierenzellkarzinom, sodass im Jahr 2016 die
Weltgesundheitsorganisation (engl. World-Health-Organisation (WHO)) eine neue
histologische Klassifikation entwickelt hat, die Histologie, chromosomale Aberrationen
und molekulare Signalwege einer Vielzahl auch neu definierter Tumore bertcksichtigt
(Moch, 2016).

Nach wie vor sind die haufigsten Tumorarten das klarzellige Nierenzellkarzinom (circa
70 %), das papillare Nierenzellkarzinom (15 %) und das chromophobe
Nierenzellkarzinom (5 %) (Doehn et al., 2016).

Das klarzellige Nierenzellkarzinom entsteht aus entarteten Zellen des proximalen
Tubulus und ist typischerweise ein solider Tumor mit heller, gelbbrauner Schnittflache,
welcher stark vaskularisiert ist. Insbesondere finden sich Deletionen auf Chromosom
3p und in 75 % der Falle kann eine Mutation des von-Hippel-Lindau-Gens (VHL)
nachgewiesen werden (Hes, 2014, Reuter und Tickoo, 2010).

Das papillare Nierenzellkarzinom wird in den (basophilen) Typ 1 und den
(eosinophilen) Typ 2 eingeteilt, welche sich makroskopisch nicht unterscheiden lassen
aber in Bezug auf ihre genetischen Veranderungen und der klinischen Prasentation
verschieden sind. Das papillare Nierenzellkarzinom weist im lokalisierten Stadium eine
gunstigere Prognose als das klarzellige Nierenzellkarzinom auf. Das papillare
Nierenzellkarzinom vom Typ 1 hat im Vergleich zu Typ 2 eine bessere Prognose. Wie
auch das klarzellige Nierenzellkarzinom entsteht das papillare Nierenzellkarzinom aus
den Zellen des proximalen Tubulus der Niere (Hes, 2014).

Zur Gruppe der chromophoben Nierenzellkarzinome zahlt die WHO Klassifikation
2016 das klassische, das eosinophile chromophobe Nierenzellkarzinom und einen im
Rahmen des Birt-Hogg-Dubé Syndroms auftretenden Hybridtumor. Aufgrund der

groBen und pleomorphen Zellkerne, sollte das ISUP Grading fir chromophobe
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Nierenzellkarzinome nicht angewendet  werden. Die chromophoben
Nierenzellkarzinome weisen pathophysiologisch eine Hochregulation der KIT-
Onkogene der Zellmembran auf. In der neuen 2016 WHO Klassifikation werden
sogenannte ,hybrid oncocytic/ chromophobe tumors® beschrieben, die Uber
morphologische Kriterien des chromophoben Nierenzellkarzinoms und des
Onkozytoms verfugen (Srigley et al., 2013). Die Ursprungszellen des chromophoben
Nierenzellkarzinoms sind die Verbindungszellen der Sammelrohre. Im Vergleich zu
den oben genannten Nierenzellkarzinomen hat das chromophobe Nierenzellkarzinom
eine gunstigere Prognose, wobei negative prognostische Faktoren wie der pT-, pN-,
M-Status, das Vorliegen sarkomatoider Verédnderungen, Nekrosen oder
Gefaldinvasion zu bericksichtigen sind (Hes 2014).

Wahrend diese Tumorarten Pathologen und Klinikern geldufig sind, gibt es eine
Vielzahl weiterer, teilweise neu definierter Tumorentitaten, welche teilweise erstin den
letzten Jahren mit in die Klassifikation der Nierentumoren aufgenommen wurden. Dazu
gehoren das klarzellige-tubulo-papillare Nierenzellkarzinom, die multilokular-
zystische-Nierenzellneoplasie  von  niedrigem  Malignitatspotential  (vormals
multilokuléares-zystisches Nierenzellkarzinom), das Nierenzellkarzinom assoziiert mit
erworbener zystischer Nierenerkrankung, das undifferenzierte Karzinom, das
sarkomatoide Nierenzellkarzinom, das Xp11.2 Translokationsnierenzellkarzinom, das
Sammelrohrkarzinom, das muzinds-tubulare Spindelzellkarzinom und das tubular-
zystische  Nierenzellkarzinom. Dariber  hinaus  werden  unklassifizierte
Nierenzellkarzinome (engl. non-other-specified (NOS)) definiert als Karzinome, welche
sich keiner der oben genannten Kategorien einteilen lassen (Moch, 2016). Eine
ausfuhrliche Auflistung der durch die WHO definierten Nierentumore findet sich in
Tabelle 1.

Neben den erwahnten malignen Tumoren werden auch andere Tumorarten
gelegentlich bei der Entfernung von Nierentumoren diagnostiziert, wie das gutartige
Onkozytom, das Nephroblastom (ein Tumor, der vor allem bei Kindern aber
seltenerweise auch bei Erwachsenen diagnostiziert wird), metanephrogene Adenome
oder auch Angiomyolipome. Eine weitere Differentialdiagnose bei der Entfernung von
Nierentumoren ist das Urothelkarzinom und Metastasen anderer Primartumoren (Hes,
2014).

Epitheliale Nierenzelltumoren Klarzelliges Nierenzellkarzinom



Multilokulare zystische Neoplasie mit niedrigem Malignitatspotenzial
Papillares Nierenzellkarzinom
Hereditare-Leiomyomatose- und Nierenzellkarzinom-assoziiertes
Nierenzellkarzinom
Chromophobes Nierenzellkarzinom
Sammelrohrkarzinom
Medullares Karzinom der Niere
MiT-Familie der Translokationskarzinome
Succinat-Dehydrogenase-defizientes Nierenzellkarzinom
Muzindses tubulares und spindelzelliges Karzinom
Erworbene Zystennieren-assoziiertes Nierenzellkarzinom
Klarzelliges papillares Nierenzellkarzinom
Nierenkarzinom, nicht klassifiziert
Papillares Adenom
Onkozytom
Metanephrische Tumoren Metanephrisches Adenom
Metanephrisches Adenofibrom
Metanephrischer Stromatumor
Nephroblastische und zystische Tumoren im  Nephrogene Reste
Kindesalter Nephroblastom
Zystisches partiell differenziertes Nephroblastom
Péadiatrisches zystisches Nephrom
Mesenchymale Tumoren Hauptséachlich im Kindesalter:
Klarzellsarkom
Rhabdoidtumor
Kongenitales mesoblastisches Nephrom
Ossifizierender Nierentumor des Kindesalters
Hauptséchlich bei Erwachsenen:
Leiomyosarkom
Angiosarkom
Rhabdomyosarkom
Osteosarkom
Synoviales Sarkom
Ewing-Sarkom
Angiomyolipom
Epitheloides Angiomyolipom
Leiomyom
Hamangiom
Lymphangiom
Hamangioblastom
Juxtaglomerulérer Tumor
Renomedullarer interstitieller Tumor
Solitarer fibrdser Tumor
Gemischte Epithel- und Stromatumorfamilie Adultes zystisches Nephrom
Gemischter Epithel- und Stromatumor
Neuroendokrine Tumoren Hoch differenzierter neuroendokriner Tumor
GroR3zelliges neuroendokrines Karzinom
Kleinzelliges neuroendokrines Karzinom
Paragangliom
Verschiedene Tumoren H&amatopoetische Tumoren der Niere

Keimzelltumoren



Metastasen

Tabelle 1: WHO Kilassifikation der Nierentumore (angepasst nach (Moch, 2016))

Die histopathologische Untersuchung erlaubt in circa 80 % eine einfache und klare
Einteilung der Nierentumoren, in 20 % muss aber bei teilweise Uberlappenden
morphologischen Befunden zur Tumoreinteilung eine Zusatzuntersuchung erfolgen,
meistens durch eine Kombination von immunohistochemischen Untersuchungen. Die
exakte Klassifikation der Nierentumore ist fur die Planung einer systemischen Therapie
notig, die nur bei bestimmten histologischen Tumortypen zur Anwendung kommen
kénnen, beziehungsweise flr diese zugelassen sind. Bei einigen Karzinomarten
bestimmt der Pathologe zusatzlich den Differenzierungsgrad. Dies kann nach der
Methode von Fuhrmann, Thoenes oder nach der ISUP Klassifikation erfolgen (Hes,
2014). In der Vancouver Konferenz der ISUP wurde beschlossen, eine vereinfachte
Klassifikation anhand nukledrer Veranderungen (Tabelle 2) einzufiihren, die die
Gradierung nach Fuhrmann abgeldst hat (Ljungberg et al., 2015, Srigley et al., 2013).

Grad 1 Nucleoli sind abwesend oder unauffallig und bei einer VergroRerung x400 mit
basophiler Anféarbung

Grad 2 Nucleoli sind aufféllig mit eosinophiler Anfarbung bei einer Vergré3erung x400 und
sichtbar aber nicht prominent bei einer Vergré3erung x100

Grad 3 Nucleoli sind auffallig und eosinophil bei einer VergroRerung x100

Grad 4 Starke nukleére Pleomorphie mit mehrkerningen Riesenzellen und/ oder rhabdoider
und/oder sarkomatoider Differenzierung

Tabelle 2: World Health Organization/ International Society of Urological Pathology (ISUP) Graduierungssystem fur
klarzellige und papillare Nierenzellkarzinome (Moch, 2016)

Fur alle Gradierungsysteme gilt, dass die Prognose mit steigendem Malignitatsgrad
umso ungunstiger wird. Die Stadieneinteilung von Nierentumoren unterliegt wie auch
die Bestimmung des Lymphknotenstatus den Regeln der Tumor-Nodus-Metastasen-
Klassifikation (TNM) (Ljungberg et al., 2015, Escudier et al., 2016). Die Kriterien fr
die Bestimmung des pT Stadiums und fur die Bestimmung des pN Stadiums sind in

Tabelle 3 dargestellt.



T- Stadium des Primartumors

Tx Keine Aussage Uber den Primartumor maglich
TO Kein Nachweis eines Primartumors
T1 Tumorausdehnung < 7 cm im groRten Durchmesser und auf Niere beschrankt

Tla: Tumorausdehnung < 4 cm
T1b: Tumorausdehnung > 4 cm aber <7 cm
T2 Tumorausdehnung > 7cm im gréRten Durchmesser und auf Niere beschrankt
T2a: Tumorausdehnung >7 cm aber < 10 cm
T2b: Tumorausdehnung > 10 cm auf die Niere beschrankt
T3 Tumorausdehnung in groRe Venen oder umliegendes Gewebe aber kein Befall der Nebenniere
oder uber die Gerota-Faszie hinaus
T3a: Tumorausdehnung in Nierenvene, Invasion in perirenales und/ oder Nierenmark aber
nicht uber die Gerota-Faszie hinaus
T3b: Tumorausdehnung in Vena Cava unterhalb des Diaphragmas
T3c: Tumorausdehnung in die Vena Cava oberhalb des Diaphragmas oder in die Gefal3wand
T4 Tumorausdehnung Uber die Gerota-Faszie hinaus, einschlie3lich kontinuierlicher Ausbreitung
in ipsilaterale Nebenniere

N- regionale Lymphknoten

NX Lymphknoten kénnen nicht beurteilt werden
NO Keine Lymphknotenmetastasierung
N1 Regionare Lymphknotenmetastasierung
N2 Mehr als ein Lymphknoten befallen
M- Fernmetastasierung
cMO0 Klinisch keine Fernmetastasen
cM1 Klinische Fernmetastasen
pM1 Pathologisch bestatigte Fernmetastasierung, zum Beispiel durch Biopsie
TNM Stadium Einteilung
Stadium | T1 NO MO
Stadium I T2 NO MO
Stadium Ill T3 NO MO
T1,2,3 N1 MO
Stadium IV T4 jedes N MO

Jedes T jedes N M1
Tabelle 3: TNM-Klassifikation fir Nierenzellkarzinome nach American-Joint-Committee-on-Cancer (AJCC)

(angepasst nach (Escudier et al., 2016))

Differenzierungsgrad, pT und pN Stadium sind statistisch signifikant mit der
Patientenprognose assoziiert, doch ist die Prognose im Einzelfall schwierig
vorauszusagen. Metastasen, insbesondere Spatmetastasen (Auftreten nach 5, 10
oder mehr Jahren), sind auch bei Grad 1 Tumoren, beziehungsweise pT1 bis T2,
maoglich. Auch bei Grad 3 oder pT3 Karzinomen kommen durch die chirurgische

Therapie erzielbare Heilungen vor (Escudier et al., 2016).



1.5 Therapie

Die Therapie der Wahl ist zumindest bei fehlendem Nachweis einer ausgedehnten
Fernmetastasierung die Nephrektomie, wobei im lokalisierten Stadium und in
Abhéangigkeit der Tumorgrof3e stets eine partielle organerhaltende Nephrektomie
angestrebt werden sollte. FlUr den Fall, dass eine operative Entfernung nicht méglich
ist, kdnnen kortikal gelegene Tumore mit einem Durchmesser < 3 cm auch mittels
minimalinvasiver ablativer Verfahren wie Radiofrequenzablation oder Kryoablation
therapiert werden (Escudier et al., 2016).

Im lokal-fortgeschrittenem Stadium (T3 und T4) ist die radikale Nephrektomie die
Therapie der Wahl. Eine Lymphadenektomie und Nebennierenresektion sollte bei
gegebenem Klinischen Verdacht oder radiologischen Nachweis in entsprechendem
Ausmal’ durchgefihrt werden (Escudier et al., 2016).

Die entnommenen Nephrektomiepraparate werden dann in Pathologie-Instituten zur
Festlegung vom histologischen Tumortyp, Tumorstadium, Differenzierungsgrad und
Resektionsstatus untersucht und im Falle von entnommenen Lymphknoten wird der
Nodalstatus bestimmt. Die Schwierigkeiten bei der individuellen Bestimmung der
Patientenprognose sind beim Nierenzellkarzinom deswegen ein grof3es Problem, weil
in den letzten Jahren immer mehr neue therapeutische Optionen eingeftihrt wurden,
die es erlauben, fortgeschrittene und metastasierende Nierenzellkarzinome effizient
zu behandeln. Insbesondere durch die Entwicklung zielgerichteter Therapien (engl.
targeted-therapy) wurden die Therapiemdglichkeiten fir neoadjuvante und adjuvante
Konzepte erweitert. Sie zeigten im Vergleich zur Zytokin-basierten Immuntherapie mit
Interleukin-2 und Interferon-alpha verbesserte Uberlebenszeiten (Doehn et al., 2016).
Der Erfolg dieser Therapien beim sehr fortgeschrittenen Karzinom spricht dafir, dass
die gleichen Medikamente zumindest bei bestimmten Patienten in einem frihen
Erkrankungsstadium auch adjuvant gegeben werden kdnnten. Dies ist von Bedeutung,
denn theoretisch sollte eine systemische Therapie, insbesondere dann kurativ sein,
wenn die Tumormasse im Patienten so gering ist, dass die Tumorzellen durch die
Therapie tatsachlich komplett eradiziert werden, bevor eine molekulare Progression
eintreten kann, die eine Resistenz der Tumorzellen induziert. Eine Therapie, die beim
metastasierten Nierenzellkarzinom fir Monate oder Jahre zu einer teil- oder
kompletten Remission fuhrt, kbnnte somit bei einem Karzinom, welche nur minimale,
klinisch noch nicht erkennbare Metastasen erzeugt hat, zu einer Heilung fuhren.

Angesichts der doch signifikanten Nebenwirkungsrate der vorhandenen Therapien
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und der schwierig vorhersehbaren Prognose, bestehenden Schwierigkeiten die
richtigen Patienten fiir eine adjuvante Therapie auszuwahlen. Deswegen sind
regelmaRige Kontrollen im Rahmen der Nachsorge von entscheidender Bedeutung
und eine adjuvante Therapie beim lokalisierten Nierenzellkarzinom bisher nur in
Ausnahmefallen beziehungsweise in Studien durchzufuhren (Escudier et al., 2016,
Leitlinienprogramm Onkologie (AWMF, 2017). Einzig in der laufenden Phase 3 Studie
S-TRAC (ClinicalTrials Nummer NCT00375674) konnte fur eine adjuvante Therapie
mit Sunitinib im Vergleich zu Placebo in der Subgruppe der lokalisierten Tumore mit
hohem Rezidiv-Risiko ein Vorteil hinsichtlich des Krankheits-freien Uberlebens gezeigt
werden (Motzer et al., 2018).

1.6 Prognosemarker

Die klassischen, klinischen und pathologischen Prognoseparameter wie TNM-Status
und Differenzierungsgrad haben zwar statistisch signifikante prognostische
Bedeutung, sind aber zu wenig aussagekraftig um Entscheidungen zwischen den
unterschiedlichen Therapien zu rechtfertigen. Heute besteht die Hoffnung, dass ein
besseres Verstandnis der molekularen Beschaffenheit der Tumoren letztlich dazu
fuhren wird, dass die Prognose von Nierenzellkarzinomen in Zukunft besser bestimmt
werden kann. Die Fortschritte der molekularen Untersuchungstechniken haben in
letzten 20 Jahren zu einer erheblichen Zunahme unseres Verstandnisses der
molekularen Veranderungen in Nierenzellkarzinomen gefuhrt. So konnten einige
interessante, potentiell Prognose relevante molekulare Marker anhand von
Genexpressionsprofilen oder durch Genom-Sequenzierungen identifiziert werden
(Ngo et al., 2014). Bis zum jetzigen Zeitpunkt ist allerdings kein spezifischer pradiktiver
molekularer Marker routinemafig im klinischen Einsatz. Es wird davon ausgegangen,
dass molekulare Analysen in Zukunft einen zusatzlichen Erkenntnisgewinn fir die
Einschatzung des individuellen Risikos liefern werden (Ljungberg et al., 2015,
Leitlinienprogramm Onkologie (AWMF, 2017). Insbesondere die in den letzten Jahren
verfugbarer gewordene Technik der sogenannten Sequenzierung der nachsten
Generation (engl. next-generation-sequencing (NGS)) hat dazu gefihrt, dass
mittlerweile die beim Nierenzellkarzinom vorkommenden genomischen und
epigenetischen Veranderungen weitgehend bekannt sind. Die Gesamtheit dieser
Studien hat gezeigt, dass Nierenzellkarzinome haufig chromosomale Aberrationen

aufweisen, wie zum Beispiel eine 3p-Deletion (typischerweise mit assoziierter VHL-
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Mutation), welche vor allem beim klarzelligen Nierenzellkarzinom auftritt. Weiter finden
sich Trisomien der Chromosomen 7 und 17 beim papillaren Nierenzellkarzinom,
wahrend das chromophobe Nierenzellkarzinom durch eine gréRere Anzahl von
Chromosomenverlusten gekennzeichnet ist. Die systematische Suche nach
Mutationen von tumorassoziierten Genen, zum Beispiel im Rahmen des ,International-
Cancer-Genome-Consortium® oder des TCGA (,The-Cancer-Genome-Atlas®) haben
gezeigt, dass die Gene, deren Mutation neben VHL-Gen-Mutationen den starksten
Einfluss beim klarzelligen Nierenzellkarzinom haben, durch Mutationen in Chromatin-
modellierenden Genen wie PBRML1 (polybromo 1), SETD2 (SET domain containing 2),
TTN (Titin), BAP1 (BRCA 1 associated protein 1) und LRP2 (low density lipoprotein
receptor-related protein 2) hervorgerufen werden (Escudier et al., 2016, International-
Cancer-Genome-Consortium, 2018).

Nachdem die meisten beim Nierenzellkarzinom vorkommenden genetischen,
epigenetischen und RNA-Expressions-relevanten Veranderungen beim
Nierenzellkarzinom wahrscheinlich bekannt sind, ist die klinische Bedeutung dieser
Veranderungen weniger klar, da ein Mangel an Tumorkollektiven besteht, welche flr
die Untersuchung potentiell relevanter molekularer Marker zur Verfugung stehen.
Dartiber hinaus wurde die Untersuchung von zahlreichen Tumoren auf die
Veranderung eines bestimmten Gens durch die Entwicklung der sogenannten
Gewebemikroarray-Technik (engl. Tissue-Micro-Array (TMA)) erleichtert. Sie stellt
eine effiziente und standardisierte Methode dar und ermdglicht eine gleichzeitige
Untersuchung von bis zu 1000 Tumorproben auf einem einzigen Objekttrager (Sauter
et al., 2003).

1.7 Enhancer von Zeste Homolog 2

Die humane genetische Information ist durch die Sequenz von Basenpaaren in der
Desoxyribonucleinsdure (DNA) kodiert. Der DNA-Strang windet sich als linksgéngige
Helix zum Schutz und zur Komprimierung um Histonkomplexe, die als Oktamer aus je
vier Uber Doppelbindungen verbundene Untereinheiten (H2A, H2B, H3 und H4)
bestehen. Die Einheit aus DNA und Histonoktamer als erste Verpackungsstufe im
Zellkern wird als Nukleosom bezeichnet. Die tUber Verbindungspartikel verbundenen
Nukleosomen bilden als nachste Organisationseinheit das Chromatin (McGhee und
Felsenfeld, 1980).
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In der Entstehung und Progression von Tumorerkrankungen sind unterschiedliche
Mechanismen bekannt. Eine wesentliche Komponente in der Transformation einer
Zelle sind Genfunktionsstérungen, die durch direkte Genveranderungen oder
fehlregulierte Mechanismen der epigenetischen Kontrolle verursacht werden kénnen.
Die Aktivierung sogenannter Onkogene sowie die Inaktivierung sogenannter
Tumorsupressorgene resultiert in unkontrolliertem Zellwachstum und begunstigt die
Tumorentstehung. Ursachlich kann eine direkte Verdnderung der genetischen
Information aufgrund einer abweichenden DNA-Basensequenz, beispielsweise durch
Punktmutationen, Deletionen, chromosomale Translokationen oder Amplifikationen,
sein (Vogelstein und Kinzler, 2004).

Anstatt einer in der Basensequenz kodierten Veradnderung kann auch durch
epigenetische Modifikationen die Chromatinarchitektur so verandert werden, dass die
Expression von Genen beeinflusst wird. Zu diesen Regulationsmechanismen zahlt die
Methylierung bestimmter DNA Abschnitte, die RNA-abhangige Genstillegung (engl.
Gene-silencing) und die kovalente Histonmodifikation. Die biochemische Modifikation
des Chromatins (engl. Chromatin modelling) an Lysin-Seitenketten der Histone zur
Regulierung der Expressionsaktivitdt erfolgt durch kovalente Methylierung oder
Acetylierung. In der Tumorentstehung nimmt insbesondere die Methylierung an
Promoter-Regionen der Histonuntereinheiten H3 und H4 durch Inhibierung der
Transkription von Tumorsupressorgenen eine wichtige Rolle ein (Egger et al., 2004).
Die Methylierung der Histone wird durch Enzyme der Polycomb Group Proteine
katalysiert. Diese gliedern sich in zwei funktionelle Multiproteinkomplexe, den
,Polycomb Repressive Complex 1“ (PRC1) und den PRC2. Die durch Methylierung
verursachte Konformationsanderung des Chromatins fuhrt zur Hemmung der
Transkription (Sauvageau und Sauvageau, 2010).

Ein moglicherweise als molekularer Prognosefaktor beim Nierenzellkarzinom
geeigneter Marker ist das Enzym ,Enhancer of Zeste Homolog 2“ (EZH2) aus der
Gruppe der SET Domén Familie von Lysin Methyltransferasen. Das EZH2-Gen liegt in
der genomischen Kartierung auf Position 79g36.1 (The-Human-Protein-Atlas, 2018).
Zusammen mit ,zinc finger protein suppressor of zeste 12“ (SUZ12), ,WD40-repeat
protein embryonic ectoderm development® (EED) und ,Retinoblastoma-Binding
Protein“ (RbAp46/48) bildet EZH2 die katalytische Einheit des PRC2. Hier fungiert
EZH2 als enzymatisch aktive Untereinheit, die die Ubertragung von Methylgruppen
vom Kofaktor S-Adenosyl-L-Methionin (SAM) an Lysin 27 des Histons 3 (H3K27)
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katalysiert. In der Folge kommt es durch die epigenetische Verédnderung zur
Transkriptionshemmung, Chromatinkondensation und damit zur Gen-Inaktivierung
(Sauvageau und Sauvageau, 2010). Diese Genrepression beeinflusst insbesondere
Gene der Zelldifferenzierung und Zellteilung, hierzu z&ahlen auch Gene der HOX-
Gruppe (Bracken et al., 2006).

EZH2 verfugt somit tber eine Zellzyklus-regulierende Funktion und beeinflusst direkt
den Mechanismus zur transkriptionellen Kontrolle von Krebs-assoziierten Genen wie
beispielsweise den Genen des Zelladhasionsproteins E-Cadherin oder des Zellzyklus-
regulierendem Proteins p16 (Kim und Roberts, 2016, Melling et al., 2015). Hereditére
Mutationen des EZH2 Gens stehen im Zusammenhang mit dem ,Weaver-Syndrom*
(Gibson et al., 2012) und der Ataxia teleangiectatica (Li et al., 2013).

Die Regulation der EZH2-Aktivitat unterliegt auf transkriptioneller, post-
transkripitoneller und post-translationaler Ebene dem Einfluss unterschiedlicher
Faktoren. Als Beispiel der vorgeschalteten transkriptionellen Kontrolle konnte gezeigt
werden, dass MALAT1 aus der Gruppe der ,long-non-coding-ribo-nucleic-acid”
(IncRNA) Einfluss auf die EZH2-Aktivitat nimmt (Hirata et al., 2015). Weitere
Modulatoren mit regulatorischen Einfluss auf das EZH2 Transkript sind die mikro-
RNAs miR-26a und miR-101 (Chang und Hung, 2012, Sakurai et al., 2012). Die
Proteine des PcG beeinflussen sich gegenseitig. Beispielsweise wurde in klarzelligen
Nierenzellkarzinomen mit BAP1-Mutation eine erhéhte EZH2 Expression und damit
eine einhergehende schlechtere Prognose beobachtet (Sun et al., 2018).

Das onkogene Potential von EZH2 ist bei zahlreichen Tumorentitaten beschrieben
worden, wobei typischerweise im Rahmen von Tumorentstehung oder Progression
eine Uberexpression von EZH2 beobachtet wird (Simon und Lange, 2008). Dies fihrt
zu vermehrter Zelldifferenzierung, erhéhter Proliferationsrate und genetischen
Mutationen. Eine  Uberexpression ist bereits beim Mammakarzinom,
Endometriumkarzinom, Ovarialkarzinom, Harnblasenkarzinom, Pankreaskarzinom,
malignem Melanom, Glioblastom, Bronchialkarzinom, Non-Hodgkin Lymphom und T-
Zell-Lymphom beschrieben worden (Sauvageau und Sauvageau, 2010, Kim und
Roberts, 2016). Bei einigen Tumorarten wurde Uber eine prognostische Bedeutung der
EZH2 Uberexpression berichtet, wie zum Beispiel beim Mammakarzinom und
Prostatakarzinom (Collett et al., 2006, Melling et al., 2015).
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Von besonderem Interesse ist die Beobachtung, dass eine Uberexpression von EZH2
unabh&ngig vom PRC2 zu einer Veranderung von ,non-Histon“ Proteinen fiihren kann
und eine Aktivierung Wachstums-induzierender Prozesse begunstigt. Es konnte
gezeigt werden, dass EZH2 in Glioblastomen den Transkriptionsfaktor ,signal
transducer and activator of transcription 3“ (STAT3) und im Prostatakarzinom den
Androgenrezeptor (AR) direkt methyliert. AuBerdem wurde eine Veranderung des
sogenannten ,Kinoms* (hierunter werden Zellzyklus-regulierende Proteinkinasen
zusammengefasst) beschrieben (Kim und Roberts, 2016).

Frihere Berichte zu der EZH2 Expression beim Nierenzellkarzinomen sind
vielversprechend. Insbesondere beim klarzelligen Nierenzellkarzinom haben
verschiedene Arbeitsgruppen angeregt, dass die EZH2 Uberexpression ebenfalls
klinische Relevanz besitzen kénnte und mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium
beziehungsweise einer unginstigen Prognose assoziiert sein konnte (Wagener et al.,
2010, Lee und Choe, 2012, Liu et al., 2013). Hinz et al. beschrieben an 119 Patienten,
dass hohe EZH2 Expressionsprofile mit einem statistisch signifikant erhéhten Risiko
fur tumor-assoziierten Tod verbunden waren (p=0,029). Wagener et al. untersuchten
520 Patienten und fanden, dass eine hohe nukledre EZH2 Expression ein
unabhangiger Pradiktor flr eine ungunstige Prognose bei Patienten mit nicht-
metastasiertem Nierenzellkarzinom war. Lee et al. und Liu et al. beschrieben bei 210
und 373 Patienten ebenfalls eine prognostische Relevanz (Lee und Choe, 2012, Liu
et al., 2013).

In den letzten Jahren untersuchte eine Reihe von Studien Mechanismen der EZH2
Expression, die auf molekularpathologischer Ebene die erhdhte Aggressivitat der
Nierenzellkarzinome erklaren kdnnten. Es konnte gezeigt werden, dass die EZH2
Expression mit einer erhohten Expression des vaskularen Endothelwachstumsfaktors
(engl. Vascular Endothelial Growth  Factor (VEGF)) in klarzelligen
Nierenzellkarzinomen und einer niedrigeren Apoptose-Rate assoziiert war (p<0,001)
(Xu et al., 2015). Weiter fuhrte die EZH2 Expression zu einer epigenetischen
Repression des Adhéasionsproteins E-Cadherin, wodurch eine Tumorzellmigration und
—invasion begunstigt wird (Liu et al., 2016).

EZH2 ist auch deswegen von Interesse, weil sich die EZH2 Inhibition als mdglicher
therapeutischer Angriffspunkt im Nierenzellkarzinom eignen kénnte. In Studien werden
mittlerweile Inhibitoren getestet, die direkt gegen EZH2 gerichtet sind oder den PRC2

an anderer Stelle blockieren. Insbesondere die Entwicklung der EZH2 Inhibitoren
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Tazemetostat (National-Cancer-Institute, 2018b) und CPI-1205 (National-Cancer-
Institute, 2018a) erscheint vielversprechend und wird in Klinischen Studien an

unterschiedlichen Entitaten geprtft (Tabelle 4).
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National Clinical | Titel Tumor-Typ Status
Trial (NCT)
Nummer
NCT02860286 Study of the EZH2 inhibitor | Mesotheliom Phase
Tazemetostat in  Malignant 2
Mesothelioma
NCT02601937 A Phase 1 Study of the EZH2 | Rhabdoide Tumore, INI1-negative Tumore, | Phase
Inhibitor Tazemetostat in | synoviale Sarkome, maligne rhabdoide Tumore | 1
Pediatric Subjects With | des Ovars
Relapsed or Refractory INI1-
Negative Tumors or Synovial
Sarcoma
NCT02601950 A Phase II, Multicenter Study of | Maligne rhabdoide Tumore (MRT), rhabdoide | Phase
the EZH2 Inhibitor Tazemetostat | Tumore der Niere, atypische teratoide | 2
in Adult Subjects With INI1- | rhabdoide Tumore (ATRT), rhabdoide Tumore,
Negative Tumors or Relapsed/ | synoviales Sarkom, INI1l-negative Tumore,
Refractory Synovial Sarcoma maligne rhabdoide Tumore des Ovars,
medullares Karzinom der Niere, epitheloides
Sarkom, wenig differenziertes Chordom, solide
Tumore mit EZH2 Gain-of-function Mutation
NCT03213665 Pediatric MATCH: Tazemetostat | Fortgeschrittene solide Neoplasien, Ann Arbor | Phase
in Treating Patients with | Stadium Il kindliches Hodgkin Lymphom, Ann | 2
Relapsed or Refractory | Arbor Stadium [l kindliches Non-Hodgkin
Advanced Solid Tumors, Non- | Lymphom, Ann Arbor Stadium IV kindliches
Hodgkin Lymphoma, or | Lymphom, <Ann Arbor Stadium IV kindliches
Histiocytic Disorders With EZH2, | Non-Hodgkin  Lymphom, Ewing Sarkom,
SMARCB1, or SMARCA4 Gene | periphere primitive neuroektodermale Tumore,
Mutations EZH2 GOF, EZH2 Mutation, Histiozytose,
Verlust von BRG1 Protein Expression, weitere
39 Entitaten
NCT01897571 Open-Label, Multicenter, Phase | B-Zell Lymphome (Phase 1), fortgeschrittene Phase
1/2 Study of Tazemetostat | solide Tumore (Phase 1), diffuse-gro3zelliges 2
(EZH2 Histone Methyl | B-Zell-Lymphom (Phase 2), follikuléares
Transferase [HMT] Inhibitor) asa | Lymphom (Phase 2), transformiertes
Single Agent in Subjects with | follikulares Lymphom, primar mediastinales
Adv. Solid Tumors or With B-cell | groRzelliges B-Zell-Lymphom
Lymphomas and Tazemetostat
in Combination With
Prednisolone in Subjects With
DLBCL
NCT03456726 Study of Tazemetostat in | Rezidivierende oder refraktére B-Zell Non- Phase
Participants with Relapsed or | Hodgkin Lymphome 2
Refractory B-cell Non-Hodgkin's
Lymphoma With EZH2 Gene
Mutation
NCT02395601 A Study Evaluating CPI-1205 in | B-Zell-Lymphom Phase
Patients With B-Cell Lymphomas 1
NCT03525795 ORION-E: A Study Evaluating | Fortgeschrittene solide Tumore: Malignes Phase
CPI-1205 in Patients with | Melanom, metastasiertes Nicht-kleinzelliges 1/ 2
Advanced Solid Tumors Bronchialkarzinom, fortgeschrittenes
Nierenzellkarzinom, metastasiertes
Urothelkarzinom
NCT03480646 ProSTAR: A Study Evaluating | Metastasiertes Kastrations-resistentes Phase
CPI-1205 in Patients with | Prostatakarzinom (mCRPC) 1b/ 2
Metastatic Castration Resistant
Prostate Cancer

Tabelle 4: Ubersicht laufender Studien mit Inhibition von EZH2 auf Clinicaltrials.gov (Status 06.12.2018)
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Eine vielversprechende Rolle kénnte die Hemmung der EZH2 Uberexpression in
denjenigen klarzelligen Nierenzellkarzinomen haben, die gegen ,Rezeptor-
Thyrosinkinase-Inhibitoren® (RTKI) wie beispielsweise Sunitinib resistent sind. In ihrer
Studie konnten (Adelaiye-Ogala et al., 2017) an einem Sunitinib-resistenten Xenograft-
Modell fur klarzellige Nierenzellkarzinome zeigen, dass eine Modulierung der EZH2
Expression die Phosphorylierung von bestimmten RTKIs hemmt, wodurch der
hemmende Effekt von Sunitinib auf das Tumorwachstum wiederhergestellt werden
konnte. Somit konnte zukunftig ein Ansprechen auf eine EZH2 Hemmung als Indikator

fur die Anwendung eines RTKI genutzt werden.

1.8 Arbeitshypothese und Fragestellung

Am Institut fur Pathologie des Universitatsklinikums Hamburg-Eppendorf (UKE)
besteht eine grol3e Sammlung von Nierenzellkarzinomen, welche in den letzten Jahren
dort untersucht werden konnte. Alle Tumoren wurden kirzlich nach den neu
erschienen Kriterien der WHO 2016 Klassifikation von Nierentumoren reklassifiziert,
sodass auch die neuen und/ oder seltenen Tumorkategorien in der UKE
Tumorsammlung vorkommen. Dartber hinaus sind die Tumoren fir eine
wissenschaftliche Aufarbeitung so vorbereitet, dass Gewebemikroarrays (engl.
Tissue-Micro-Array (TMA)) erstellt werden konnten, welche Gewebeproben von
insgesamt 1805 Tumore beinhalten. Von insgesamt 1498 Patienten dieses Kollektivs
waren auch klinische Daten erhoben worden. Die Kombination von nach neuesten
Kriterien klassifizierten Tumoren und dem Vorhandensein eines TMAs mit fur weitere
Untersuchung bereitstehendem Gewebe, erlaubte zwei relevante Fragen zur EZH2
Expression beim Nierenzellkarzinom zu stellen. Diese Fragen sind:

Frage 1: Gibt es Unterschiede in der EZH2 Expression zwischen verschiedenen
Subtypen des Nierenzellkarzionms? Und damit verbunden: Hilft die Untersuchung der
EZH2 Expression gegebenenfalls bei der schwierigen Klassifikation von
Nierenzellkarzinomen, beziehungsweise charakterisiert die EZH2 Expression
maoglicherweise eine oder mehrere der neuen/ seltenen Tumorarten?

Frage 2. Ist die EZH2 Expression mit der Prognose von Nierenzellkarzinomen
vergesellschaftet? Gibt es moglicherweise in einer relevanten histologischen
Kategorie wie zum Beispiel dem klarzelligen oder dem papillaren Nierenzellkarzinom

eine prognostische Relevanz der EZH2 Expression?
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2 Material und Methoden
2.1 Patienten

Zur Verfigung stand eine konsekutive Serie von Nierentumoren von 2289 Patienten,
welche zwischen 1994 und 2016 am Institut fir Pathologie des UKE untersucht
wurden. Alle Tumoren wurden von spezialisierten Pathologen (Dr. Franziska Bluschek,
Dr. Christoph Fraune) nach den Kriterien der 2016 erschienen WHO-Klassifikation
nachbefundet. Von allen Tumoren wurde der histologische Differenzierungsgrad nach
Fuhrmann, Thoenes und ISUP bestimmt. Ferner wurden pT, pN, Tumordurchmesser,
R-Status und Nodalstatus den zur Verfigung stehenden Akten des Instituts fir
Pathologie entnommen. Die klinischen und pathologischen Parameter der fur die

Untersuchung verwendeten Tumoren ist in Tabelle 5 zusammengestellt.

Variablen Anzahl der Falle Variablen Anzahl der Féalle
Tumorstadium Grad nach Fuhrmann
pT1 998 | pG1 72
pT2 223 | pG2 851
pT3 390 | pG3 480
pT4 18 | pG4 110
pTx 180 | pGx 296
Lymphknotenbefall Grad nach Thoenes
NO 232 | pG1 497
N1 20 | pG2 839
N2 39 | pG3 177
NXx 1518 | pGx 296
Fernmetastasierung Follow-up
MO 220 Lebend 979
M1 148 Verstorben 212
Mx 1441 kein Follow-up 618
Median (Monate) 48
Mittelwert (Monate) 61,79

Tabelle 5: Tumor-Eigenschaften und Follow-up Informationen

2.2 Tissue Micro Array

Bei der Herstellung des Gewebemikroarrays wurde von jedem Patienten ein
reprasentativer Tumorblock ausgewahlt und es wurden auf dem entsprechenden
Hamtoxylin-Eosin-Schnitt mdglichst nekrosefreie, reprasentative Tumorareale mit
Filzstift markiert. Von den entsprechenden Paraffinblocken wurden mithilfe eines am

Institut fur Pathologie des UKE hergestellten Gewebearrays ein 0,6mm Zylinder
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entnommen und in einen vorgestanzten Paraffinblock eingebracht. Die 1805 in der
Studie verwendeten Tumoren wurden auf insgesamt vier TMA-Blo6cke, welche 490,
382, 510 und 423 Tumoren enthielten, aufgeteilt. Einer der Blécke war bereits zu
einem fruheren Zeitpunkt zusammengestellt worden (Protokoll 22009118). Der

Herstellungs-Prozess der Anderen war einheitlich (Protokoll 9662379).

c) d)

Abbildung 1: Die vier TMA Blocks nach immunhistochemischer Anfarbung gegen humanes EZH2

2.3 Klinische Verlaufsdaten

Von insgesamt 1498 Patienten konnten Kklinische Verlaufsdaten retrospektiv
zusammengestellt werden. Als Quelle hierfir diente hierfir das Kklinische
Dokumentationssystem des Universtitatsklinikums Hamburg-Eppendorf.  Zur
Erweiterung des Follow-up wurden zudem Patienten telefonisch kontaktiert. Punktuell
wurden auch die zuweisenden Arzte (Krankenh&user) beziehungsweise die Patienten

kontaktiert, um die Verlaufe zu klaren. Die mittlere Nachbeobachtungszeit betrug 61,8
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Monate. Tumorprogression wurde zum Zwecke dieser Studie definiert als das
erstmalige Auftreten von Metastasen oder Lokalrezidiven bei Patienten, welche initial
klinisch metastasefrei waren oder bei einer klinisch nachweisbaren Progression im

Falle von Patienten, welche initial bereits Lymphknoten- oder Fernmetastasen hatten.

2.4 Immunohistochemie

Fur die immunohistochemische Untersuchung wurden frisch geschnittene TMA
Schnitte verwendet, welche an einem Tag und in einem einzigen Experiment gefarbt
wurden. Hierfur wurden die Schnitte zunachst deparaffiniert und einer Hitze-
induzierten Antigen-Retrieval Prozedur unterworfen. Diese erfolgte fur 5 Minuten in
einem Autoklaven bei 121° Celsius bei einem pH von 7,8 (pH 7,8 Tris-EDTA-Zitrat
Puffer). Als Primarantikérper wurde ein EZH2 spezifischer monoklonaler Kaninchen-
Antikorper (Clone SP129, Abnova, Taipeh, Taiwan, Kat. Nr. MAB11028) bei einer
Verdlinnung von 1:50 verwendet. In vorgeschalteten Versuchen zeigte der Antikdrper
mit der gewahlten Verdinnung eine fir die Auswertung geeignete klare nukleare
Farbung ohne Hintergrundfarbung. AnschlieRend wurden jeweils 150l
Antikdrperlésung auf die Schnittpraparate gegeben. Die Antikdrperinkubation erfolgte
fur 60 Minuten bei 37° Celsius. Der gebundene Antikdrper wurde dann visualisiert
unter Verwendung des EnVision Kit™ (Dako, Glostrup, Danemark) wie vom Hersteller
beschrieben. Die Farbung war tberwiegend nuklear, wobei in normalen Nierengewebe
typischerweise keine EZH2 Farbung gefunden wurde. Die Farbeintensitat wurde far
jeden Gewebespot semiquantitativ beurteilt und in negativ (0), schwach positiv (1+),
moderat (2+) und stark positiv (3+) eingeteilt. Zudem wurde fur jeden Gewebespot der
Anteil EZH2-exprimierender (Tumor-) Zellen in Prozent (%) bestimmt. Aus der
Intensitat und der Fraktion positiver Zellen wurde das IHC-Ergebnis gemalf3 folgender

Kriterien festgelegt.

Negativ: keine sichtbare Farbung

Schwach: 1+ Farbeintensitat in <70% der Tumorzellen oder 2+ in <30% der
Tumorzellen.

Moderat: 1+ Farbeintensitat in >70% der Tumorzellen oder 2+ in 30-70% der
Tumorzellen oder 3+ in <30% der Tumorzellen.

Stark: 2+ Farbeintensitat in >70% der Tumorzellen oder 3+ in >30% der

Tumorzellen.
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2.5 Statistik

Fur die statistischen Untersuchungen wurde JMP 10.0.2 Software (SAS Institute Inc,
NC) verwendet. Fur die Untersuchung der Beziehung zwischen der EZH2 Expression
und Klinisch-pathologischen Variablen wurde ein Chi-Quadrat Test beziehungsweise
Kontingenztabellen verwendet. Kaplan-Meyer Kurven wurden zur Darstellung der
Beziehung zwischen der EZH2 Expression und dem Auftreten von Rezidiven
hergestellt. Fur alle Patienten wurden die folgenden Endpunkte erfasst:
Gesamtiuberleben (Fragestellung: Patient lebt oder lebt nicht mehr?), tumor-
spezifisches Uberleben (Fragestellung: Patient ist am Tumor verstorben oder an
anderer Ursache verstorben?) und progessionsfreies Uberleben (Fragestellung:
Progression aufgetreten oder Progression nicht aufgetreten?). Kaplan-Meyer Kurven
wurden erstellt um die Beziehung zwischen der EZH2 Expression und anderen
klinisch-pathologischen Variablen mit dem klinischen Endpunkten darzustellen. Ein
log-rank Test wurde dann verwendet um die statistische Signifikanz von Unterschieden

im Zusammenhang mit den klinischen Endpunkten zu berechnen.

3 Resultate
3.1 Beziehung zu klassischen Prognosefaktoren

Die Beziehung zwischen den etablierten Prognosefaktoren pT-Stadium, pN-Stadium,
pM-Stadium, Fuhrmann-Grad, Thoenes-Grad, ISUP-Grad und dem progressionsfreien
Uberleben ist in Tabelle 6 fiir alle Tumoren, in Tabelle 9 fiir klarzellige
Nierenzellkarzinome, in Tabelle 10 fur papillare Nierenzellkarzinome und in Tabelle 11
fur chromophobe Nierenzellkarzinome dargestellt. Die Daten zeigen, dass alle diese
Parameter beim klarzelligen Nierenzellkarzinom hochsignifikant mit der
Patientenprognose assoziiert waren (p<0.001). Wahrend die statistischen p-Werte
beim kleineren Kollektiv der papillaren Nierenzellkarzinome und insbesondere beim
kleinen Kollektiv der chromophoben Karzinome deutlich weniger eindeutig waren. Die
Abbildungen zeigen die Beziehung zwischen den klinisch-pathologischen Parametern
und dem progressionsfreien Uberleben. Prinzipiell waren die Befunde beziiglich
Gesamtiiberleben und tumorspezifischen Uberleben &hnlich aus, werden aber hier

nicht dargestellt.
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EZH2 Expression
Parameter Analysierbar (n) negativ (%) schwach (%) moderat (%) stark (%) p-Wert
ISUP

1 347 30,26 65,13 4,03 0,58 <0,0001
2 478 26,36 64,02 7,74 1,88

3 431 15,78 67,29 10,90 6,03

4 93 16,13 46,24 17,20 20,43

Fuhrmann

1 54 38,89 61,11 0,00 0,00 <0,0001
2 759 27,14 65,09 6,32 1,45

3 440 15,91 66,82 12,05 5,23

4 105 17,14 48,57 13,33 20,95

Thoenes

1 432 29,40 64,81 4,86 0,93 <0,0001
2 759 21,34 65,74 9,62 3,29

3 167 15,57 55,69 12,57 16,17

Tumorstadium

pT1 870 23,33 67,36 7,82 1,49 <0,0001
pT2 204 26,96 60,29 6,37 6,37

pT3 367 24,80 58,58 8,72 7,90

pT4 17 17,65 29,41 29,41 23,53
Lymphknotenstatus

pNO 216 23,15 66,20 7,87 2,78 <0,0001
pN1 18 11,11 44,44 5,56 38,89

pN2 35 17,14 45,71 22,86 14,29

Fernmetastasierung
pMO 198 22,73 70,20 6,06 1,01 <0,0001
pM1 140 23,57 49,29 11,43 15,71

Tabelle 6: EZH2 versus Tumorphéanotyp (alle Entitaten)

3.2 EZH2 Expression

Die EZH2 Expression konnte bei 1603 von 1805 auf dem TMA vorhandenen
Gewebespot erfolgreich untersucht werden (88,8%). Bei 202 von 1805 Karzinomen
(11,2%) konnte die Untersuchung nicht durchgefihrt werden, da das zur Untersuchung

verwendete Gewebestick entweder keinen Tumor aufwies oder an der
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entsprechenden Stelle des TMA kein Gewebe nachweisbar war. Von den 1603
untersuchbaren Gewebespots zeigten 1012 (63,1%) eine schwache Expression, 128
(7,9%) eine maRiggradige Expression und 66 (4,1%) eine starke Expression. Bei 397
von 1603 Tumoren (24,7%) war keine EZH2 Expression nachweisbar. Repréasentative
Beispiele mit fehlender, schwacher, mafig-gradiger und starker Expression sind in
Abbildung 2 fir klarzellige Nierenzellkarzinome, in Abbildung 3 fur papillare
Nierenzellkarzinome und in Abbildung 4 fir chromophobe Nierenzellkarzinome

dargestellt.

a)

c)

Abbildung 2: Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbungen gegen EZH2 in Kklarzelligen
Nierenzellkarzinomen in 100x VergroRerung mit (a) negativer, (b) schwacher, (c) moderater und (d) starker

Farbeintensitat
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a)

0

Abbildung 3: Représentative Bilder der immunhistochemischen Farbungen gegen EZH2 in papillaren
Nierenzellkarzinomen in 100x VergroBerung mit (a) negativer, (b) schwacher, (c) moderater und (d) starker

Farbeintensitat
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Abbildung 4: Reprasentative Bilder der immunhistochemischen Farbungen gegen EZH2 in chromophoben

Nierenzellkarzinomen in 100x VergroRerung mit (a) negativer, (b) schwacher, (c) moderater und (d) starker

Farbeintensitat
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3.3 EZH2 Expression und histologischer Tumorphanotyp
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EZH2 Expression
Analysierbar Negativ. Schwach Moderat Stark
Entitaten (n) (%) (%) (%) (%)
Klarzelliges Nierenzellkarzinom 1054 25,24 65,56 5,98 3,23
Papillares Nierenzellkarzinom 238 13,03 60,50 20,59 5,88
Chromophobes Nierenzellkarzinom 92 35,87 58,70 4,35 1,09
Klarzellig-tubulopapillares
Nierenzellkarzinom 28 25,00 67,86 7,14 0,00
Onkozytome 122 36,89 60,66 1,64 0,82

Tabelle 7: EZH2 Expression in den klassischen histologischen Nierentumorentitaten

Die Beziehung zwischen der EZH2 Expression und den klassischen, haufigen
Nierentumorentitaten ist in Tabelle 7 dargestellt. Die Darstellung betrifft klarzellige,
papillare, chromophobe und klarzellige-tubulopapillare Nierenzellkarzinome sowie
Onkozytome, als Beispiel fir den haufigsten benignen epithelialen Nierentumor. Der
Vergleich dieser haufigen Tumorentitaten zeigt, dass die Expressionsunterschiede
gering sind. Auffallig ist, dass papillare

zwischen den Tumorentitaten
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Nierenzellkarzinome haufiger eine nachweisbare EZH2 Expression aufweisen als die
anderen Tumorarten (20,59% moderat, 5,88 % stark).

EZH2 Expression

Entitat Analysierba negativ. schwach moderat stark
r(n) (%) (%) (%) (%)
Nierenzellkarzinom assoziiert mit 1,00 0,00 0,00 0,00 100,00

einer erworbenen zystischen
Nierenerkrankung

Sammelgang-Karzinom 3,00 0,00 33,33 33,33 33,33
Zystisches Nephrom/ Gemischter 2,00 50,00 50,00 0,00 0,00
epithelialer Stromatumor (MEST)

Multilokularer zystischer 3,00 66,67 33,33 0,00 0,00

Nierenzelltumor mit niedrig
malignem Potential

Renales medullares 1,00 0,00 100,00 0,00 0,00
Nierenzellkarzinom

Metanephrischer Tumor 4,00 75,00 25,00 0,00 0,00
Muzinéses tubulares und 1,00 0,00 100,00 0,00 0,00
spindelzelliges Nierenzellkarzinom

Nephroblastom 20,00 5,00 35,00 30,00 30,00
Neuroendokrines Karzinom 1,00 0,00 100,00 0,00 0,00
Nierenzellkarzinom, NOS 22,00 22,73 40,91 4,55 31,82
Tubulozystisches 1,00 0,00 100,00 0,00 0,00
Nierenzellkarzinom

Xpll-Translokations- 10,00 30,00 60,00 0,00 10,00

Nierenzellkarzinom

Tabelle 8: EZH2 Expression in den weiteren histologischen Nierentumorentitaten

Tabelle 8 zeigt die Zusammenstellung der EZH2 Expression bei den selteneren
Nierentumorarten. Naturgemal sind die seltenen Nierenkarzinomtumortypen auch in
unserem grol3en Patientenkollektiv so selten, dass keine grof3en, statistisch sehr
aussagekraftigen Gruppen gebildet werden konnen. Immerhin zeigt die
Zusammenstellung, dass auch bei diesen Tumorarten das Spektrum der EZH2
Expression von negativ bis zu stark positiv geht. Zwar sind 100% der Nierenkarzinome,
welche mit einer erworbenen multizystischen Nierenerkrankung assoziiert sind EZH2

positiv, doch handelt es sich hier nur um einen einzigen Fall.
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Abbildung 5: Assoziation zwischen EZH2 Expression und allen Tumorentitaten des Nierenzellkarzinoms in Bezug

auf (a) Gesamtiiberleben, (b) rezidivfreien Uberleben und (c) tumorspezifischen Tod
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3.4 EZH2 Expression und Prognose bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen

EZH2 Expression
Parameter Analysierbar (n) negativ (%) schwach (%) moderat (%) stark (%) p-Wert
ISUP

1 275 31,27 66,18 1,82 0,73 <0.0001
2 353 30,03 65,72 3,40 0,85

3 338 17,75 69,23 8,58 4,44

4 78 16,67 44 87 20,51 17,95

Fuhrmann

1 42 35,71 64,29 0,00 0,00 <0.0001
2 574 30,14 66,38 2,61 0,87

3 348 17,82 68,68 9,77 3,74

4 89 17,98 48,31 15,73 17,98

Thoenes

1 342 30,99 64,91 3,22 0,88 <0.0001
2 572 23,95 68,18 5,59 2,27

3 139 16,55 56,12 14,39 12,95

Tumorstadium

pT1 593 24,45 69,98 4,22 1,35 <0.0001
pT2 134 28,36 63,43 5,22 2,99

pT3 307 25,73 59,28 8,79 6,19

pT4 13 15,38 30,77 30,77 23,08
Lymphknotenstatus

pNO 164 22,56 68,90 6,10 2,44 0,019
pN1 10 10,00 60,00 10,00 20,00

pN2 22 13,64 50,00 27,27 9,09

Fernmetastasierung
pMO 138 22,46 73,91 3,62 0,00 <0.0001
pM1 119 25,21 53,78 10,08 10,92

Tabelle 9: EZH2 versus Tumorphantyp (klarzellige Nierenzellkarzinome)

Die Beziehung der EZH2 Expression zum Tumorphanotyp ist fur 1054 klarzellige
Nierenzellkarzinome in Tabelle 9 dargestellt. Die Tabelle macht deutlich, dass eine
eindeutige Assoziation zwischen dem Vorliegen einer EZH2 Uberexpression und

einem ungunstigen Tumorphanotyp besteht. Nur 1,35% der pT1 Tumoren oder 2,99%
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der pT2 Karzinome wiesen eine starke EZH2 Expression auf, wohingegen der Antell
der pT4 mit starker EZH2 Expression bei 23,08% lag (p<0,0001). 0 von 138 nicht-
metastasierten Patienten aber 10,9% von 119 metastasierten Patienten wiesen eine
starke EZH2 Expression auf (p<0,0001). Besonders stark war der statistische
Zusammenhang zwischen dem Differenzierungsgrad und der EZH2 Expression
(p<0,0001 fur ISUP, Fuhrmann und Thoenes). Fiur das dreistufige Thoenes Grading
waren beispielsweise nur 0,88% von 342 Grad 1 Tumoren aber immerhin 12,95% von
139 Grad 3 Tumoren stark EZH2 positiv. Die EZH2 Expression ist signifikant mit der
Prognose der Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinomen assoziiert. Dies gilt
sowohl bei Betrachtung des Gesamtiuberlebens (p=0,0027) als auch bei Betrachtung
des Progressions-freien Uberlebens (p<0,0001). Die entsprechenden Zahlen
erreichten nur fir den Endpunkt tumor-spezifischen Tod keine Signifikanz (p=0,1028).
Fur alle Endpunkte ergab sich eine besonders ungiinstige Prognose flir die stark
positiven Tumoren, wahrend die Unterschiede zwischen Tumoren mit fehlender,

geringer oder mafiger EZH2 Expression nur gering waren.
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Abbildung 6: Assoziation
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3.5 EZH2 Expression und Prognose bei papillaren Nierenzellkarzinomen

EZH2 Expression
Parameter  Analysierbar (n) negativ (%) schwach (%) moderat (%) stark (%) p-Wert
ISUP

1 44 20,45 59,09 20,45 0,00 0.1425
2 108 14,81 60,19 20,37 4,63

3 81 7,41 61,73 20,99 9,88

4 2 0,00 100,00 0,00 0,00
Fuhrmann

1 2 50,00 50,00 0,00 0,00 0.0826
2 151 16,56 60,26 19,87 3,31

3 78 5,13 62,82 23,08 8,97

4 4 25,00 50,00 0,00 25,00
Thoenes

1 59 18,64 62,71 16,95 1,69 0.1139
2 163 11,04 60,74 22,70 5,52

3 13 15,38 53,85 7,69 23,08

Tumorstadium

pT1l 162 11,73 62,96 22,84 2,47 0.0187
pT2 45 20,00 53,33 13,33 13,33

pT3 21 9,52 61,90 14,29 14,29

pT4 3 33,33 0,00 33,33 33,33
Lymphknotenstatus

pNO 28 14,29 60,71 21,43 3,57 0,1611
pN1 2 50,00 0,00 0,00 50,00

pN2 9 22,22 33,33 22,22 22,22

Fernmetastasierung
pMO 33 15,15 66,67 15,15 3,03 0.0243
pM1 10 20,00 20,00 30,00 30,00

Tabelle 10: EZH2 versus Tumorphanotyp (papillare Nierenzellkarzinome)

Die Beziehung zwischen der EZH2 Expression und dem Phanotyp des papillaren
Nierenzellkarzinoms ist in Tabelle 10 dargestellt. Wie bei den Kklarzelligen
Nierenzellkarzinomen fand sich bei fortgeschrittenen Tumoren mit hdherem

Malignitatsgrad und Stadium eine hohere Rate stark EZH2 positiver Karzinome, doch
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waren die Unterschiede statistisch nicht oder kaum signifikant, dies moglicherweise
aufgrund der geringen Fallzahl. Dementsprechend war auch die Beziehung zwischen
der EZH2 Expression und der Patientenprognose fuir die papillaren Karzinome weniger
klar als fur die Kklarzelligen Nierenzellkarzinome. Ein statistisch signifikanter
Unterschied fand sich allein bei Betrachtung der Beziehung zwischen EZH2
Expression und dem Rezidiv-freien Uberleben (Abbildung 7b), p=0,0029. Auch hier
war die statistische Signifikanz bedingt durch eine besonders unglnstige Prognose
bei stark positiven Tumoren. Die Untersuchung der Beziehung EZH2 Expression mit
dem Gesamtiberleben (Abbildung 7a) und dem Tumor-spezifischen Tod (Abbildung
7c) fuhrte nicht zu statistisch signifikanten Befunden.
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Abbildung 7: Assoziation zwischen EZH2 Expression und dem Tumorphdnotyp des papillaren
Nierenzellkarzinoms in Bezug auf (a) Gesamtiiberleben, (b) rezidivireies Uberleben und (c) tumorspezifischen
Tod
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3.6 EZH2 Expression und Prognose bei chromophoben Nierenzellkarzinomen

EZH2

Analysierbar negativ schwach moderat stark p-
Parameter (n) (%) (%) (%) (%) Wert
Tumorstadium
pT1 59 40,68 54,24 5,08 0,00 0.6122
pT2 15 33,33 66,67 0,00 0,00
pT3 14 28,57 57,14 7,14 7,14
pT4 1 0,00 100,00 0,00 0,00
Lymphknotenstatus
pNO 13 38,46 61,54 0,00 0,00 0.1752
pN1 3 0,00 66,67 0,00 33,33
pN2 1 0,00 100,00 0,00 0,00
Fernmetastasierung
pMO 15 40,00 53,33 6,67 0,00 0.5482
pM1 1 0,00 100,00 0,00 0,00

Tabelle 11: EZH2 versus Tumorphéanotyp (chromophobe Nierenzellkarzinome)

Der Zusammenhang zwischen dem Tumorph&notyp und der EZH2 Expression ist fur
chromophobe Nierenzellkarzinome in Tabelle 11 dargestellt. Die Unterschiede sind
hier nicht statistisch signifikant, was angesichts der geringen Zahl von chromophoben
Nierenzellkarzinomen zu bertcksichtigen ist. Ebenfalls tGberrascht es nicht, dass die
Untersuchung beziglich Prognoserelevanz fur die insgesamt 92 Karzinome mit
Verlaufsdaten keine signifikanten Assoziationen ergab. Dies weder bei Betrachtung
des Gesamtiuberlebens (Abbildung 8a) noch der Beziehung zur Tumorprogression
(Abbildung 8b) oder des tumor-spezifischen Uberlebens (Abbildung 8c). Mdgliche
Ursache flr die fehlende statistische Signifikanz ist hier auch das Fehlen von stark
EZH2 positiven Tumoren mit vorhandenen Verlaufsdaten. Auch bei den anderen
Tumorarten waren die Prognoseunterschiede zwischen Tumoren mit fehlender,

geringer oder maRig-gradiger EZH2 Expression nur minimal gewesen.
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Abbildung 8: Assoziation zwischen EZH2 Expression und dem Tumorphanotyp des chromophoben

Nierenzellkarzinoms in Bezug auf (a) Gesamtiiberleben, (b) rezidivfreies Uberleben und (c) tumorspezifischer Tod

4  Diskussion
4.1 Pravalenz der Expression in Bezug zu friheren Studien

Die Ergebnisse unserer Studie decken sich mit bisherigen Forschungsergebnissen zu
der Expression von EZH2, vor allem beim klarzelligen Nierenzellkarzinom. Hinz et al.
untersuchten 2009 die EZH2 Expression an einem kleinerem Patientenkollektiv von
119 Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinomen. Dabei konnte bei einem erhdhten
Expressionslevel ein Risikoanstieg fur einen tumor-assoziierten Tod gezeigt werden
(p=0,029). Aufgrund der geringen Fallzahl konnte zwar keine prognostische Relevanz
demonstriert werden, allerdings vermuteten die Autoren, dass eine hohe EZH2
Expression mit einem weniger aggressiven Tumorphéanotyp einhergeht. Dieser
Vermutung widersprachen die Ergebnisse weiterer Studien. An einem gréRerem
Patientenkollektiv mit 520 Patienten, bei denen 79 % der Tumore eine EZH2 Farbung
aufwiesen, konnten Wagener et al. zeigen, dass die EZH2 Expression als
selbststandiger Prognosefaktor geeignet ist und mit einem signifikant schlechterem
krebsspezifischen Uberleben bei Patienten mit  nicht-metastasiertem
Nierenzellkarzinomen assoziiert war (>25-50% vs. 0%: Hazard Ratio 2.72; p=0,025).

Auf einen Zusammenhang zwischen EZH2 Expression und erhohter
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Tumoraggressivitat liel3en die Ergebnisse von Lee et al. schlie3en, die in 210 Tumoren
eine signifikante Korrelation zu héherem pT Stadium (p=0,001) und h&ufigeren
Fernmetastasen (p=0,024) zeigen konnten. AuRerdem konnte Signifikanz in Bezug auf
ein kiirzeres krankheitsfreies Uberleben bei starker Expression im Vergleich zu einer

niedrigen Expression beobachtet werden (p=0,019).

In diesem Projekt wurden insgesamt 1603 Nierentumoren immunhistochemisch auf
die Expression von EZH2 untersucht. Unter den gewahlten experimentellen
Bedingungen fanden sich 397 Tumoren ohne Expression, 1012 Tumoren mit
geringgradiger Positivitat, 128 Tumoren mit maRiggradiger Positivitdt und 66 Tumoren
mit starker EZH2 Anfarbung. Far die grol3te Untergruppe, die Klarzelligen
Nierenzellkarzinome, fanden sich 25,24 % negative, 65,56 % geringgradig-positive,
5,98 % maliggradig-positive und 3,23 % stark-positive Tumoren. Frihere Studien
haben ebenfalls die EZH2 Expression bei Nierenzelltumoren immunhistochemisch
untersucht und dabei deutlich diskrepante Ergebnisse gefunden, sowohl
untereinander als auch im Vergleich zu unserer Studie. Die friheren Daten sind
bezogen auf jeweils alle in der Studie eingeschlossenen Nierentumoren und fur die
klarzelligen Karzinome in Tabelle 12 dargestellt. Die Tabelle macht deutlich, dass die

Haufigkeit der EZH2 negativen Tumoren zwischen 16 und 22 % variiert.
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Studie Anzahl analysierbarer Tumoren Verteilung der EZH2 Expression
Gesamt | Klarzellige Gesamt Klarzellige
Nierenzellkarzinome Nierenzellkarzinome

Hinz et al. | 119 119 Negativ (16%)

(2009) Positiv (84%)

Wagener et | 520 422 Negativ (21%) Negativ (21%)

al. (2010) Schwach-positiv (51%) Schwach-positiv (54%)
Intermediér-positiv (19%) Intermedi&r-positiv (17%)
stark-positiv (7%) stark-positiv (7%)
sehr stark-positiv (2%) Sehr stark-positiv (1%)

Lee et al | 210 171 k.A. k.A.

(2012)

Sakuraietal. | 110 92 Negativ (56%) Negativ (60%)

(2012) Postivi (44%) Positiv (40%)

Liu et al | 257 241 Schwach-positiv (54%) Schwach-positiv (53%)

(2013) Stark-positiv (46%) Stark-positiv (47%)

Xu et al |185 185 Schwach-positiv (52%)

(2014) Stark-positiv (48%)

Wang et al. | 165 k.A. Negativ (22%) k.A.

(2015) Positiv (78%)

Hirata et al. | 50 50 Schwach-positiv (50%)

(2015) Stark-positiv (50%)

Adelaiye et | 101 101 Niedrig-positiv (k.A.)

al. (2017) Stark-positiv (k.A.)

Ho et al | 1992 1992 k.A. k.A.

(2017)

Tabelle 12: EZH2 Expressionsprofile in bisherigen Studien

Die grol3e Heterogenitat in den beschriebenen Daten durfte durch methodische
Probleme bedingt sein. BekanntermalRen variieren die Resultate unterschiedlicher
immunhistochemischer Verfahren. Insbesondere Farbeprotokolle von in Formalin
fixierten  Gewebe  weisen  Unterschiede in den  Teilschritten  der
Gewebevorbehandlung, der Antikdrperinkubation und in der Visualisierung der
Antikdrper Antigen Bindung auf. Hiermit konnen die fur ein Genprodukt zum Teil
deutlich diskrepanten Ergebnisse immunhistochemischer Messungen erklart werden
(Sauter et al., 2003).

Die hier erwdhnten publizierten Studien verwendeten unterschiedliche Antikérper.
Hinz et al. verwendeten den polyklonalen Ziegen-Antikorper AF4767 (R & D Systems

Inc., MN, USA), Wagener et al. verwendeten den monoklonalen Maus-Antikérper
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Clone 11 (BD Transduction Laboratories, Franklin Lakes, NJ, USA), Lee et al.
verwendeten den polyklonalen Kaninchen-Antikdrper Zymed36-6300 (ThermoFisher
Scientific, San Francisco, CA, USA) und Ho et al. verwendeten den monoklonalen
Kaninchen-Antikorper Ventana SP129 (Spring Bioscience, CA, USA). Die
Publikationen von Liu et al. und Adelaiye et al. verwendeten immerhin den gleichen
Antikorper (monoklonaler Kaninchen-Antikérper Nummer 5246, Cell Signaling
Technology Inc., Danvers, MA, USA), doch unterschieden sich bei diesen Studien die
benutzten Antikorperkonzentrationen (1:100 versus 1:000) beziehungsweise die
Vorbehandlungsmethode (Erhitzen durch Mikrowellen versus Erhitzen im
Dampfkochtopf).

Auch die Art der Vorbehandlung der Schnitte variierte zwischen den Studien. Hinz et
al. verwendeten einen Dampfkochtopf bei pH 9, Adelaiye et al. verwendeten einen
Dampfkochtopf bei pH 6. Liu et al. verwendeten Mikrowellen, allerdings fehlten
Angaben zu Dauer oder Temperatur.

Es existieren verschiedene Methoden, die Antikbrper Antigen Bindung zu
visualisieren. Die jeweils optimale Methode fur jeden Antikorper sollte zun&chst in
Testreihen standardisiert werden. Wie von Adelaiye-Ogala et al. durchgefiuihrt, kann
der indirekte Nachweis durch die zwei Schritt Methode mittels eines
Sekundarantikdrpers erfolgen, der mit Peroxidasemolekilen verbunden ist. Hinz et al.
verwendeten die drei Schritt Methode, bei der mittels eines biotinylierten
Sekundéarantikdrpers ein Streptavidin-Biotin-Enzymkomplex gebunden wird. Bei
beiden Methoden wird im letzten Schritt zur Visualisierung eine Chromogenlésung als
Substrat hinzugegeben.

Ebenso unterschieden sich die Auswertungsverfahren zwischen den verschiedenen
Studien. Xu et al. und Ho et al. definierten zwei unterschiedliche Kategorien von
positiven Tumoren mit schwach- und stark-positiv. Wagener et al. definierten vier
unterschiedliche Positivitdtsgruppen als schwach-, intermediar-, stark- und sehr stark-
positiv. Hinz et al. und Wang et al. unterschieden die Anfarbung nur in die Kategorien
negativ und positiv. In den Studien erfolgte die Auswertung durch einen oder mehrere
Pathologen, deren Erfahrung nicht spezifiziert wurde, mit Ausnahme der Studie von
Ho et al., in der ein Pathologe mit Spezialisierung auf das urogenitale System erwahnt
wird.

Es scheint wahrscheinlich, dass die Tatsache, dass nur sechs verschiedene

Antikdrper, von denen drei formalingangig sein sollen, fir die erwdhnten publizierten
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Studien zum Nierenzellkarzinom verwendet wurden dadurch bedingt ist, dass die Zahl

der Studien so gering war. Die Recherche bestatigt, dass der Vergleich und die

Reproduzierbarkeit durch die verschiedenen immunhistochemischen Protokolle und

Auswertungskriterien erschwert ist.
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Diese Antikorper wurden auch in Studien zu anderen Tumoren eingesetzt. Antikorper
Kategorie Nummer 5246 (Cell Signaling Technology Inc.) bei Projekten an
Tumorzellen des malignen Melanoms (Manning et al., 2015), an Prostatakarzinomen
(Nolan et al.,, 2015) und beim kleinzelligen Lungenkrebs (Poirier et al., 2015);
Antikdrper Clonll (BD Bioscience) an einem Projekt zur Erkennung prékanzerdser
Veranderungen bei Mammakarzinomen (Ding et al., 2006) und AntikOrper Ventana
SP129 (Spring Bioscience) an einem Projekt an Prostata-Tumoren (Jacobs et al.,
2015). Es handelt sich bei den Antikbrpern um monoklonale Antikorper, welche nur ein
einziges Epitop erkennen. Es ist davon auszugehen, dass die verwendeten Epitope
unterschiedlich stark auf eine Formalinfixierung reagieren und deswegen auch

unterschiedlich gut geeignet fir Darstellung an Formalin fixiertem Gewebe sind.

Ein Studium der Kataloge von Antikoérper-produzierenden Firmen in der online
verfugbaren Datenbank www.antibodypedia.com erlaubte 606 verschiedene
Antikorper gegen humanes EZH2-Protein von 37 verschiedenen Herstellern zu
identifizieren. Nach Spezifizierung auf immunhistochemische Untersuchungen blieben
230 Antikorper (Tabelle 14). Die grof3e Anzahl verfugbarer AntikGrper mit
unterschiedlichen Charakteristika veranschaulicht den Bedarf an standardisierten

Untersuchungsprotokollen.

Hersteller Antikorper Spezies Reaktivitat Typ
Abgent AP2512d Kaninchen Human Polyklonal
AM1836A Maus Human Monoklonal
Abnova MAB9542 Maus Human Monoklonal
CorpoRatteion
Acris Antibodies AM33207PU-M Kaninchen Human, Maus, Ratte, Affe Polyklonal
GmbH (Antigen
gereinigt)
AM33207PU-N Kaninchen Human, Maus, Ratte, Affe Polyklonal
(Antigen
gereinigt)
AM33207PU-S Kaninchen Human, Maus, Ratte, Affe Polyklonal
(Antigen
gereinigt)
AP12230PU-N Kaninchen Human, Maus Polyklonal
AP23212PU-M Kaninchen Human Polyklonal
AP23212PU-N Kaninchen Human Polyklonal
AP23212PU-S Kaninchen Human Polyklonal
antibodies-online ABIN2158767 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN2161066 Maus Human Monoklonal
ABIN2486993 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
ABIN2026310 Kaninchen Human Monoklonal
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https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1563903/AP2512d
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1570726/AM1836A
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/353264/MAB9542
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2058580/AM33207PU-M
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2058581/AM33207PU-N
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2058582/AM33207PU-S
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/671011/AP12230PU-N
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/646592/AP23212PU-M
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/645609/AP23212PU-N
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/645610/AP23212PU-S
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1893152/ABIN2158767
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1895176/ABIN2161066
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2318923/ABIN2486993
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1981894/ABIN2026310

ABIN2668956 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
ABIN438771 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1876720 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1858745 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN970654 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal
Huhn/Vogel, Krallenfrosch, Zebrafisch
ABIN1688284 Kaninchen Human Monoklonal
ABIN1689244 Kaninchen Human Monoklonal
ABIN1689245 Kaninchen Human Monoklonal
ABIN337251 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1687877 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1687878 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1687879 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1687906 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1689256 Kaninchen Human Monoklonal
ABIN1953461 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1954329 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1955548 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1956749 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1957866 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1959089 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN2263398 Maus Human Monoklonal
ABIN2263403 Maus Human Monoklonal
ABIN2263405 Maus Human Monoklonal
ABIN615589 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN615590 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN717641 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal
Huhn/Vogel, Schwein
ABIN747578 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal
Huhn/Vogel, Schwein
ABIN783029 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN959637 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1714918 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
ABIN1813889 Maus Human Monoklonal
ABIN1894415 Kaninchen Human Monoklonal
ABIN1894417 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1894418 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1894419 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1894420 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1894421 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1894422 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1953539 Maus Human Monoklonal
ABIN1954433 Maus Human Monoklonal
ABIN1955618 Maus Human Monoklonal
ABIN1956852 Maus Human Monoklonal
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https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2358596/ABIN2668956
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/728907/ABIN438771
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1558622/ABIN1876720
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1548902/ABIN1858745
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/763159/ABIN970654
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1483949/ABIN1688284
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1484403/ABIN1689244
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1484404/ABIN1689245
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/780309/ABIN337251
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1483741/ABIN1687877
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1483742/ABIN1687878
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1483743/ABIN1687879
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1483761/ABIN1687906
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1484414/ABIN1689256
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1941940/ABIN1953461
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1942715/ABIN1954329
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1943700/ABIN1955548
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1944776/ABIN1956749
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1945786/ABIN1957866
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1946896/ABIN1959089
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2248860/ABIN2263398
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2248862/ABIN2263403
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2816957/ABIN2263405
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/713625/ABIN615589
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1468312/ABIN615590
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/904360/ABIN717641
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/916914/ABIN747578
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1472056/ABIN783029
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/810289/ABIN959637
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2026759/ABIN1714918
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1517453/ABIN1813889
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2035870/ABIN1894415
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2035872/ABIN1894417
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2035873/ABIN1894418
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2035874/ABIN1894419
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2035875/ABIN1894420
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2035876/ABIN1894421
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2035877/ABIN1894422
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1942004/ABIN1953539
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1942803/ABIN1954433
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1943757/ABIN1955618
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1944864/ABIN1956852

ABIN1957904 Maus Human Monoklonal
ABIN1959168 Maus Human Monoklonal
ABIN2119450 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN2263382 Maus Human Monoklonal
ABIN2263394 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN2263399 Maus Human Monoklonal
ABIN2263404 Maus Human Monoklonal
ABIN2263406 Maus Human Monoklonal
ABIN2263419 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN2406547 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
ABIN2600896 Maus Human Monoklonal
ABIN2600905 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN717643 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal
Huhn/Vogel, Schwein
ABIN717650 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal
Huhn/Vogel, Schwein
ABIN747580 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal
Huhn/Vogel, Schwein
ABIN747587 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal
Huhn/Vogel, Schwein
ABIN962164 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1101404 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1701416 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
ABIN1712433 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
ABIN1734197 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
ABIN1959425 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN2263395 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN2263397 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN2263420 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN925901 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN1894416 Kaninchen Human Polyklonal
ABIN2600902 Maus Human Monoklonal
ABIN2600903 Maus Human Monoklonal
Arigo ARG54703 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
ARG54700 Maus Human Monoklonal
ARG53004 Kaninchen Human Polyklonal
ARG53005 Kaninchen Human Polyklonal
Atlas Antibodies HPA029131 Kaninchen Human Polyklonal
Aviva Systems OAAB01352 Kaninchen Human Polyklonal
Biology
OAAB06686 Maus Human Monoklonal
ARP38470 P05 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal
0 Schwein, Pferd, Kaninchen, Zebrafisch
Bethyl A304-197A Kaninchen Human, Maus Polyklonal
LaboRatteories
IHC-00388 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
Biorbyt orb229775 Maus Human Monoklonal
orb33913 Kaninchen Human Polyklonal

42


https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1945822/ABIN1957904
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1946970/ABIN1959168
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1872006/ABIN2119450
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2248857/ABIN2263382
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2248859/ABIN2263394
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2248861/ABIN2263399
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2248863/ABIN2263404
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2248864/ABIN2263406
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2816958/ABIN2263419
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2293728/ABIN2406547
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2339346/ABIN2600896
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2339355/ABIN2600905
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/904361/ABIN717643
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/904368/ABIN717650
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/916915/ABIN747580
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/916922/ABIN747587
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/811918/ABIN962164
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/814450/ABIN1101404
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2016133/ABIN1701416
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2025174/ABIN1712433
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1491332/ABIN1734197
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1947148/ABIN1959425
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2816955/ABIN2263395
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2816956/ABIN2263397
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2816959/ABIN2263420
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/842159/ABIN925901
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2035871/ABIN1894416
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2339352/ABIN2600902
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2339353/ABIN2600903
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2230132/ARG54703
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2230129/ARG54700
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2371058/ARG53004
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2371059/ARG53005
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2080554/HPA029131
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/191793/OAAB01352
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1296895/OAAB06686
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/208021/ARP38470_P050
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/208021/ARP38470_P050
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3460166/A304-197A
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1015999/IHC-00388
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2092280/orb229775
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1611251/orb33913

orb97663 Maus Human Monoklonal
orb178642 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
orb305708 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
orb329985 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Hund, Schwein, Polyklonal
Pferd, Kaninchen, Zebrafisch
orb5975 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
orb227802 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
orb95656 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
orb157761 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Schwein Polyklonal
orb192922 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
Bioss bs-3521R Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
bs-6529R Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
bs-3521R-Biotin | Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
bs-3521R-HRP Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
bs-6529R-Biotin | Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
bs-6529R-HRP Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
Bioworld BS7830 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
Technology, Inc.
Cell Signaling 5246 | Kaninchen Human, Maus, Ratte, Affe Monoklonal
Technology, Inc.
Creative Diagnostics | CPBT-38735RH Kaninchen Human, Maus Polyklonal
DPABH-25376 Kaninchen Human Polyklonal
EMD Millipore MABS160 Kaninchen Human, Maus, Ratte Monoklonal
MABE362 Maus Human Monoklonal
GeneTEx GTX82503 Kaninchen Human Polyklonal
GTX60811 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
Invitrogen 36-6300 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
Antibodies
PA5-24594 Kaninchen Human Polyklonal
MA5-18108 Maus Human Monoklonal
14-9867-80 Maus Human, Maus, Ratte Monoklonal
14-9867-82 Maus Human, Maus, Ratte Monoklonal
50-9867-82 Maus Human, Maus, Ratte Monoklonal
PA5-32398 Kaninchen Human Polyklonal
LifeSpan LS-B7096 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
BioSciences, Inc.
LS-C167873 Maus Human Monoklonal
LS-C210372 Kaninchen Human Monoklonal
LS-C334257 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
LS-C336768 Maus Human Monoklonal
LS-C338617 Maus Human Monoklonal
LS-B2528 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C286624 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal
Huhn/Vogel, Krallenfrosch
LS-C416971 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
LS-B6702 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C210577 Kaninchen Human Polyklonal
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https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1648641/orb97663
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1625793/orb178642
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2902130/orb305708
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3406103/orb329985
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1831799/orb5975
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2076573/orb227802
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1648287/orb95656
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2071402/orb157761
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1844520/orb192922
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1711697/bs-3521R
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1713859/bs-6529R
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1779957/bs-3521R-Biotin
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1779958/bs-3521R-HRP
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1803897/bs-6529R-Biotin
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1803898/bs-6529R-HRP
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1699959/BS7830
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/167141/5246
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2157733/CPBT-38735RH
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2123149/DPABH-25376
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/553217/MABS160
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/611509/MABE362
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/235361/GTX82503
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1865780/GTX60811
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2159291/36-6300
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/623510/PA5-24594
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2161173/MA5-18108
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3581704/14-9867-80
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3581705/14-9867-82
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3582003/50-9867-82
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/623512/PA5-32398
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1034685/LS-B7096
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1071857/LS-C167873
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1327319/LS-C210372
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1694412/LS-C334257
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1730309/LS-C336768
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1732082/LS-C338617
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/109771/LS-B2528
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1582047/LS-C286624
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2983298/LS-C416971
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1034315/LS-B6702
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1327511/LS-C210577

LS-C212438 Maus Human Monoklonal
LS-C212439 Maus Human Monoklonal
LS-C212440 Maus Human Monoklonal
LS-C212441 Maus Human Monoklonal
LS-C212442 Maus Human Monoklonal
LS-C214079 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C214080 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C214081 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C214082 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C214083 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C214084 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C221204 Maus Human Monoklonal
LS-C321238 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C214085 Kaninchen Human, Kaninchen Polyklonal
LS-C214086 Kaninchen Human, Kaninchen Polyklonal
LS-C214087 Kaninchen Human, Kaninchen Polyklonal
LS-C214088 Kaninchen Human, Kaninchen Polyklonal
LS-C214091 Kaninchen Human, Kaninchen Polyklonal
LS-C214093 Kaninchen Human, Kaninchen Polyklonal
LS-C319151 Maus Human Monoklonal
LS-C321240 Kaninchen Human, Kaninchen Polyklonal
LS-C550558 Maus Human Monoklonal
LS-C552989 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
LS-C570212 Maus Human Monoklonal
LS-C572640 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
LS-C589862 Maus Human Monoklonal
LS-C592295 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
LS-C609513 Maus Human Monoklonal
LS-C611941 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
LS-C629165 Maus Human Monoklonal
LS-C631595 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
LS-C151203 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal

Huhn/Vogel, Schwein, Hamster, Pferd,

Schwein, Kaninchen, Affe,

Krallenfrosch, Zebrafisch
LS-C347718 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
LS-C437051 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal

Huhn/Vogel, Schwein, Hamster, Pferd,

Schwein, Kaninchen, Affe,

Krallenfrosch, Zebrafisch
LS-C437052 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal

Huhn/Vogel, Schwein, Hamster, Pferd,

Schwein, Kaninchen, Affe,

Krallenfrosch, Zebrafisch
LS-C437053 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal

Huhn/Vogel, Schwein, Hamster, Pferd,

Schwein, Kaninchen, Affe,

Krallenfrosch, Zebrafisch
LS-C552992 Kaninchen Human Polyklonal
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https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1328999/LS-C212438
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1329000/LS-C212439
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1329001/LS-C212440
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1329002/LS-C212441
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1329003/LS-C212442
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330456/LS-C214079
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330457/LS-C214080
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330458/LS-C214081
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330459/LS-C214082
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330460/LS-C214083
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330461/LS-C214084
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1337037/LS-C221204
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1681862/LS-C321238
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330462/LS-C214085
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330463/LS-C214086
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330464/LS-C214087
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330465/LS-C214088
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330466/LS-C214091
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1330467/LS-C214093
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1679869/LS-C319151
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1681864/LS-C321240
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3256279/LS-C550558
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3311040/LS-C552989
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3307925/LS-C570212
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3322739/LS-C572640
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3244694/LS-C589862
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3247090/LS-C592295
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3327407/LS-C609513
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3343438/LS-C611941
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3329684/LS-C629165
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3326308/LS-C631595
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1060142/LS-C151203
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2083564/LS-C347718
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3003188/LS-C437051
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3003176/LS-C437052
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3003181/LS-C437053
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3311042/LS-C552992

LS-C572641 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C592294 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C611944 Kaninchen Human Polyklonal
LS-C631596 Kaninchen Human Polyklonal
MyBioSource MBS2005756 Kaninchen Human Polyklonal
MBS9127489 Kaninchen Human Polyklonal
MBS9200515 Maus Human, Affe Monoklonal
MBS9211332 Kaninchen Human, Maus, Affe, Krallenfrosch Polyklonal
MBS835503 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal
Huhn/Vogel, Zebrafisch
MBS302054 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Hund, Polyklonal
Kaninchen
Novus Biologicals NBP2-52463 Maus Human Monoklonal
23560002 | Kaninchen Human Polyklonal
NBP1-18935 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
NBP2-29965 Maus Human Monoklonal
NBP2- Maus Human Monoklonal
52463AF405
NBP2- Maus Human Monoklonal
52463AF488
NBP2- Maus Human Monoklonal
52463AF647
NBP2- Maus Human Monoklonal
52463AF700
NBP2-52463C Maus Human Monoklonal
NBP2-52463FR Maus Human Monoklonal
NBP2-52463G Maus Human Monoklonal
NBP2-52463IR Maus Human Monoklonal
NBP2-52463R Maus Human Monoklonal
NBP2-52463UV Maus Human Monoklonal
NBP2-52463V Maus Human Monoklonal
23560002- Kaninchen Human Polyklonal
0.1mg
NBP2-52463B Maus Human Monoklonal
NBP2-52463F Maus Human Monoklonal
NBP2-52463H Maus Human Monoklonal
NBP2-38143 Kaninchen Human Polyklonal
NBP2-45547 Maus Human Monoklonal
NSJ Bioreagents F48073 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
F40221 Maus Human Monoklonal
F53753 Kaninchen Human, Maus, Ratte Polyklonal
OriGene AM33207PU-M Kaninchen Human, Maus, Ratte, Affe Monoklonal
AM33207PU-N Kaninchen Human, Maus, Ratte, Affe Monoklonal
AM33207PU-S Kaninchen Human, Maus, Ratte, Affe Monoklonal
TA324333 Maus Human, Affe Monoklonal
TA353810 Kaninchen Human Monoklonal
TA343463 Kaninchen Human, Maus, Ratte, Rind, Hund, Polyklonal

Schwein, Pferd, Kaninchen, Zebrafisch
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https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3322740/LS-C572641
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3247094/LS-C592294
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3343443/LS-C611944
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3326311/LS-C631596
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2738132/MBS2005756
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2776745/MBS9127489
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2777867/MBS9200515
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2786062/MBS9211332
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2772237/MBS835503
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2752216/MBS302054
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3203684/NBP2-52463
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/592450/23560002
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/67011/NBP1-18935
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1256452/NBP2-29965
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212109/NBP2-52463AF405
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212109/NBP2-52463AF405
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212110/NBP2-52463AF488
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212110/NBP2-52463AF488
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212111/NBP2-52463AF647
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212111/NBP2-52463AF647
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212112/NBP2-52463AF700
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212112/NBP2-52463AF700
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212115/NBP2-52463C
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212117/NBP2-52463FR
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212118/NBP2-52463G
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212120/NBP2-52463IR
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212123/NBP2-52463R
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212124/NBP2-52463UV
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212125/NBP2-52463V
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3184026/23560002-0.1mg
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3184026/23560002-0.1mg
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212114/NBP2-52463B
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212116/NBP2-52463F
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3212119/NBP2-52463H
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2102079/NBP2-38143
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2369471/NBP2-45547
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2940122/F48073
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2940123/F40221
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2940124/F53753
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3098754/AM33207PU-M
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3098753/AM33207PU-N
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3098755/AM33207PU-S
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2180870/TA324333
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3098756/TA353810
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2195574/TA343463

TA802907 Maus Human Monoklonal
TA803011 Maus Human Monoklonal
CF802907 Maus Human Monoklonal
CF803011 Maus Human Monoklonal
AP23212PU-M Kaninchen Human Polyklonal
AP23212PU-N Kaninchen Human Polyklonal
AP23212PU-S Kaninchen Human Polyklonal
TA353809 Kaninchen Human Polyklonal
ProSci 28-874 Kaninchen Human, Hund, Zebrafisch Polyklonal
RabMAbs 3368-1 Human Monoklonal
ab109398 Human Monoklonal
RayBiotech,Inc. 119-17274 Kaninchen Human Polyklonal
119-16221 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
Rockland 200-401-W53 Kaninchen Human, Maus Polyklonal
Immunochemicals,
Inc.
Sigma-Aldrich AV38470 Human Polyklonal

Tabelle 14: Immunhistochemische Antikdrper gegen humanes EZH2 (antibodypedia, 2018)

Die wesentliche Fragestellung unserer Untersuchung ist, ob die immunhistochemische
Anfarbung von EZH2 beim Nierenzellkarzinom klinisch relevant sein kénnte. Diese
Fragestellung gliedert sich in zwei Unterfragen, namlich in die diagnostische oder
prognostische Relevanz. Eine diagnostische Relevanz bei der Abgrenzung der
verschiedenen Nierenkarzinomentitaten konnten wir nicht erkennen. Zwar finden sich
signifikante Unterschiede zwischen einzelnen Tumorentitaten, doch sind diese zu
wenig eindeutig, als dass die EZH2 Expression als Indiz fur die eine oder andere
Nierentumorentitdt verwendet werden konnte. Es gibt zahlreiche andere
immunhistochemische Marker, welche alleine oder in bestimmten Pattern mit anderen
Markern fur den Zweck der Differenzierung von Nierentumoren besser geeignet sind.
So findet sich eine c-Kit (CD117) Expression ausschlieRlich in chromophoben
Karzinomen und Onkozytomen aber nicht in klarzeligen oder papillaren
Nierenzellkarzinomen (Shen et al., 2012). Zytokeratin 7 findet sich vornehmlich in
chromophoben Karzinomen und kann zur Unterscheidung vom Onkozytom und
klarzelligen Nierenzellkarzinom dienen (Zhao et al.,, 2015). Die charakteristische
immunhistochemisch nachweisbare Anfarbung der membranstandigen
Carboanhydrase IX (CA-1X) in klarzelligen Nierenzellkarzinomen eignet sich hingegen
zur  diagnostischen  Differenzierung von papillaren  und  chromophoben

Nierenzellkarzinomen und vom Onkozytom (Buscheck et al., 2018).
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https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2202558/TA802907
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2202614/TA803011
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3098752/CF802907
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3098751/CF803011
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3098745/AP23212PU-M
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3098746/AP23212PU-N
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3098747/AP23212PU-S
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3098748/TA353809
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/3486920/28-874
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/105340/3368-1
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/705734/ab109398
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1453165/119-17274
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/1452221/119-16221
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/2359946/200-401-W53
https://www.antibodypedia.com/gene/32761/EZH2/antibody/76594/AV38470

Zumindest bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen findet sich eine eindeutige
prognostische Relevanz der EZH2 Expression. Je mehr EZH2 exprimiert wird, desto
ungunstiger ist der Phanotyp (héhere Entdifferenzierung, hoherer Tumorgrad) und je
ungunstiger ist die Prognose. Dieser Befund passt gut zu den Untersuchungen
friherer Studien, welche zwar kleine Fallzahlen untersuchten aber prinzipiell &hnliche
Ergebnisse erzielten (Lee und Choe, 2012, Wagener et al., 2010, Xu et al., 2015).
Interessant ist die Frage, ob die Bestimmung der EZH2 Expression prognoserelevant
genug ist um diese Untersuchung regelhaft, oder doch zumindest in begriindeten
Einzelfallen durchzufihren. Wahrscheinlich ist die Prognoserelevanz der EZH2
Expression zu gering um einzig aufgrund dieses Befundes eine adjuvante Therapie
vorzunehmen oder nicht. Mdglich ist aber, dass EZH2 Messungen in der Zukunft
zusammen mit der Messung von anderen Prognosemarkern bessere,
aussagekraftigere Voraussagen uber den zu erwartenden klinischen Verlauf treffen
konnten.

In anderen Tumorarten wie dem Mammakarzinom oder dem Prostatakarzinom gibt es
bereits etablierte mehrparametrische Untersuchungen, wobei zwischen 21
(OncotypeDX®©, GenomicHealth, Redwood City, CA, USA) und 70 Gene
(MammaPrint©, Agendia, Irvine, CA, USA) auf der RNA Ebene gemessen werden
kénnen und die Resultate dieser Tests klinisch relevante Prognosevoraussagen
ergeben (Schmidt, 2017). Die am weitesten verbreiteten Tests der Mammakarzinome
wie Oncotype DX© und MammaPrint© wurden vor allem in den Vereinigten Staaten
regelhaft zur Anwendung gebracht und haben die Zahl der adjuvant behandelten
Mammakarzinom-Patientinnen signifikant reduziert (Cardoso et al., 2016).
Mittlerweile gibt es auch beim Prostatakarzinom derartige Tests wie der Prolaris© Test
(Myriad Genetics, Salt Lake City, UT, USA) oder der Oncotype DX Prostate©-Test der
Firma GenomicHealth (Cucchiara et al., 2017). Die Nutzung dieser Tests ist noch
wenig verbreitet, doch gibt es vielversprechende Studien, die darauf hindeuten, dass
auch hier fur die Patienten ein klinischer Nutzen besteht (Klein et al., 2014, Cuzick et
al., 2012).

4.2 Klinische Relevanz der Expression in Bezug zu friheren Studien

Ein weiterer wesentlicher Befund dieser Studie ist die Tatsache, dass die klinische
Relevanz, beziehungsweise die prognostische Bedeutung, der EZH2 Expression

letztich  nur bei einer einzigen Nierentumorentitat, dem  klarzelligen
47



Nierenzellkarzinom, ausreichend getestet werden konnte. Fur papillare und
chromophobe Karzinome, den beiden nachsthaufigsten Tumorentitaten, reichte die
Zahl der Falle auch in unserem Kollektiv nicht fur signifikante Ergebnisse aus. Dies ist
auch deswegen bedenklich, weil unser Kollektiv eines der grof3ten an molekular
untersuchten  Nierenzellkarzinomen darstellt. Da diese nicht-klarzelligen
Nierenzelltumoren aber doch fast 30% der Nierenzellkarzinome ausmachen, zeigen
diese Daten indirekt, dass Strukturen geschaffen werden missen, die derartige
Untersuchungen erlauben, um die klinische Bedeutung molekularer Parameter bei
nicht-klarzelligen Nierenzellkarzinomen zu testen. In Frage kdmen nationale Register,
welche nicht nur klinische Daten, sondern auch Tumorgewebe sammeln oder aber
groBe multinationale Studien. In den vergangenen Jahrzehnten sind solche
Grol3projekte oft daran gescheitert, dass sich grof3e Institutionen nicht auf eine
Zusammenarbeit einigen konnten. Zuletzt ist es gerade in den Vereinigten Staaten,
aber auch International, vermehrt zu Grol3kollaborationen gekommen, zum Beispiel im
Rahmen des ,International Cancer Genome Projekt’, bei dem Gruppen aus
zahlreichen Landern in einem koordinierten Projekt Tumoren der wichtigsten Entitaten
vergleichend mittels Sequenzierung der néchsten Generation untersuchen
(International-Cancer-Genome-Consortium, 2018). Ein anderes beispielhaftes Projekt
ist das Projekt ,GENIE" (Genomics Evidence Neoplasia Information Exchange),
welches von der amerikanischen Krebsgesellschaft (,American-Association-of-
Cancer-Research” (AACR)) lanciert wurde und die gemeinsame Sammlung von NGS-
Daten von Tumoren beinhaltet, welche chemotherapiert wurden. Dieses Projekt
verfolgt das Ziel, durch Poolen von Daten molekulare Veranderungen zu identifizieren,
die das Ansprechen auf existierende Chemotherapien voraussagen kdénnen (AACR,
2018). Angesichts dieser zunehmenden Tendenz der nationalen und internationalen
Vernetzung im Zusammenhang mit wichtigen Technologien, vor allem NGS, musste
es moglich sein, dass internationale Anstrengungen, Tumoren und Verlaufsdaten zu
sammeln, alleine mit dem Ziel moéglich gemacht wiirden, Tumoren, die eine Therapie
bendtigen und Tumoren, die neben der Chirurgie keine weitere Therapie bendtigen
durch Entwicklung molekularer Prognosemarker besser voneinander unterscheiden zu

koénnen.

Die wahrscheinlich bedeutendste Anwendung der EZH2 Messung wére die

Indikationsstellung fir spezifische Therapien mit EZH2 als Target. Derartige Therapien
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befinden sich in klinischer Entwicklung, wobei mittlerweile ein Préaparat bereits in
klinischen Phase 2 Studien getestet wird (Tabelle 4). Allerdings ist festzuhalten, dass
fur den Fall einer Wirksamkeit eines solchen Medikamentes die Frage entstehen wird,
wie ein standardisierter EZH2 Test erfolgen sollte, mit welchem AntikGper und unter
welchen Bedingungen. Die Individualitat, die bei der Durchfihrung von
immunhistochemischen Studien bisher besteht misste dann ersetzt werden durch
einen streng reglementierten von der ,Federal Drug Administration (FDA)
zugelassenen Test. Zur Entwicklung eines solchen Test ware wahrscheinlich

notwendig, die existierenden Antikbper systematisch zu vergleichen.

Zusammengefasst zeigen die Daten unserer Studie, dass bei verschiedenen
Nierentumorentitdten eine unterschiedliche Haufigkeit einer gesteigerten EZH2
Expression besteht und dass die Expressionsunterschiede nicht prognostische
genutzt werden kénnen. Zumindest beim klarzelligen Nierenzellkarzinom ist die EZH2
Uberexpression ein ungiinstiger Prognosefaktor, der vielleicht in Zukunft, wohl aber
zusammen mit anderen Markern, fur die Identifikation von hoch Risiko- und niedrig
Risiko-Nierentumoren genutzt werden konnte. Unser grof3es Tumorkollektiv von 1805
Patienten erwies sich als ausreichend um die klinische Relevanz dieses
Prognosemarkers beim klarzelligen Nierenzellkarzinom zu evaluieren, war aber
unzureichend fur die Untersuchung aller anderen Tumorentitdten. Es besteht ein
dringender Bedarf an deutlich groReren Tumorserien, um auch fur die weniger

haufigen Tumorentitdten Prognosemarker zu identifizieren.
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5 Zusammenfassung/ Summary

Das Nierenzellkarzinom ist der acht haufigste maligne Tumor und wird in Deutschland
jahrlich mehr als 15000 Mal diagnostiziert. Circa 70 % aller malignen Nierentumoren
sind klarzellige Karzinome, danach folgen das papillare (15 %) und das chromophobe
Nierenzellkarzinom (5 %). Zusatzlich sind zahlreiche weitere, teils sehr seltene
Tumorentitaten definiert worden. Zuletzt wurde die Liste der offiziellen Tumorentitaten
in der WHO Klassifikation von 2016 um die Entitaten des tubulozystischen
Nierenzellkarzinoms, des Nierenzellkarzinoms assoziiert mit erworbener zystischer
Nierenerkrankung, dem klarzellig-papillaren Nierenzellkarzinom, dem Translokations-
assoziierten Nierenzellkarzinomen und dem Nierenzellkarzinom assoziiert mit einer
hereditdren Leiomyomatose erweitert. Ein Teil der Nierenzellkarzinome weist eine
vermehrte Expression von EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2) auf, jedoch ist die
Bedeutung dieser Expression nicht vollends verstanden. Diese Dissertation verfolgt
deswegen das Ziel zu klaren, ob der Nachweis einer gesteigerten EZH2 Expression
dabei hilft, verschiedene Subtypen von Nierenzellkarzinomen voneinander zu
unterscheiden oder ob die EZH2 Expression prognostisch relevant ist. Untersucht
wurden 1805 Tumoren, welche nach den aktuellen Kriterien der WHO 2016
nachbeurteilt und teilweise reklassifiziert wurden. Zur immunhistochemischen
Untersuchung wurde ein Gewebemikroarray, bestehend jeweils aus einem 0,6 mm
messenden Gewebefragment von 1805 Tumoren erstellt. Die immunhistochemische
Untersuchung ergab in 397 (24,7%) Tumoren keine Anfarbung, in 1012 (63,1%)
Tumoren eine schwache Anfarbung, in 128 (7,9%) Tumoren eine maliggradige
Anfarbung und in 66 (4,1%) Tumoren eine starke Anfarbung. Die Tumorentitaten
unterschieden sich teilweise in der Expressionshéaufigkeit, so fand sich eine starke
EZH2 Expression in 5,88% der papillaren aber nur in 3,23% der klarzelligen
Nierenzellkarzinome, doch war das Ausmald der Unterschiede nicht ausreichend um
eine Unterscheidung dieser Tumorentitaten wirklich zu erleichtern. Die EZH2
Expression war bei der Gruppe der klarzelligen Nierenzellkarzinome signifikant mit
einem ungunstigen Phanotyp (hoher Grad, hohes Tumorstadium, Fernmetastasen)
und einer ungunstigen Patientenprognose assoziiert (jeweils p<0,0001). Keine
signifikanten Zusammenhdnge zwischen Malignitatsparametern und der EZH2
Expression konnten indessen bei papillaren und chromophoben Nierenzellkarzinomen
gefunden werden. Unser Kollektiv ist eine der grof3ten in einem Gewebemikroarray auf

Prognosemarker untersuchte Nierentumorsammlung. Die Befunde machen deutlich,
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dass auch derart grof3e Tumorkollektive nicht ausreichend sind um andere
Tumorentitaten aufler dem klarzelligen Nierenzellkarzinom zuverlassig auf
Prognoserelevanz von einzelnen Biomarkern zu untersuchen. Insgesamt zeigten und
bestatigten unsere Ergebnisse, dass EZH2 ein geeigneter Biomarker mit

prognostischer Aussagekraft fir klarzellige Nierenzellkarzinome ist.



Summary

Renal cell carcinoma is the eight most common malignant tumor in Germany and is
diagnosed annually in more than 15000 cases. Approximately 70 % of renal tumors
are clear cell renal cell carcinoma, followed by papillary (15 %) and chromophobe renal
cell carcinomas (5 %). In addition, several new and rare tumor entities have been
defined by the new 2016 WHO classification. Among these, tubulocystic renal cell
carcinoma, renal cell carcinoma associated with acquired cystic renal disease,
translocation-associated renal cell carcinoma and renal cell carcinoma associated with
hereditary leiomyomatosis have been added. Some of these carcinomas show
elevated expression of EZH2 (Enhancer of Zeste Homolog 2), but the significance of
the expression has yet not been fully understood. This dissertation aims to discuss
whether elevated EZH2 expression is suitable to differentiate different subtypes of
renal cell carcinomas or if EZH2 expression has reliable prognostic impact. In this
study, 1805 tumor probes were reviewed and newly classified according to WHO 2016
criteria. To conduct immunohistochemical staining, a tissue microarray consisting of
0,6 mm fragments of each tumor probe was used. The immunohistochemical staining
showed no staining in 397 (24,7 %) tumors, weak staining in 1012 (63,1 %) tumors,
moderate staining in 128 (7,9%) and strong staining in 66 (4,1 %) tumors. The different
tumor entities differ in their expression profile. The EZH2 staining was strong in 5,88
% of papillary but only 3,23 % of clear cell renal cell carcinoma. This difference in
expression was not sufficient to differentiate the two entities from each other. EZH2
expression in the group of clear cell renal cell carcinoma was significantly linked to
unfavourable tumor phenotype such as advanced tumor stage, metastasis and an
unfavourable patient prognosis (p<0,0001). There was no significant connection
between EZH2 expression and parameters of malignancy in papillary and
chromophobe renal cell carcinomas, mainly due to the small number of tumor samples.
Our collective of tumor probes analysed for prognostic markers in tissue microarray
format belongs to the largest collections of renal tumors. These data emphasize that
even this largely sized tumor collections are not sufficient to show significant prognostic
relevance in renal tumor entities other than clear cell renal cell carcinoma. Our results
demonstrate and confirm that EZH2 is a useful biomarker providing prognostic

information for renal cell carcinoma.
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