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1. Einleitung

Jedes Jahr erkranken in Deutschland etwa 15.000 Menschen an einem bosartigen Nierentu-
mor. Etwa 5.000 Menschen versterben jéhrlich an den Folgen dieser Krebserkrankung. Damit
gehoren die Nieren sowohl beim Mann als auch bei der Frau zu den 10 h&ufigsten Lokalisa-
tionen bosartiger Neubildungen.

Demzufolge stehen Tumoren der Niere und ihre unterschiedlichen Antigenexpressionen
sowie deren Bedeutung fiir Therapieverfahren und prognostische Aussagen fiir den Patienten
schon seit vielen Jahren im Fokus des wissenschaftlichen Interesses.

Neue Erkenntnisse iiber diese Gruppe von Tumoren, Antigene welche an den komplexen
Vorgéingen der Krebsentstehung beteiligt sind sowie daraus abgeleitete Therapiekonzepte sind
stindig Gegenstand neuer Publikationen.

Ein Antigen, welches in den letzten Jahren im Bereich der Nierentumordiagnostik und
-prognostik eine immer grofere Bedeutung gewonnen hat, ist das 17-1A Antigen (EpCAM),
welches nicht nur eine prognostische Aussagekraft hinsichtlich der Aggressivitit und Metas-
tasierungsneigung von Nierentumoren hat, sondern auch therapeutische Konsequenzen, da
es als Tumormarker und Zielantigen bei Immuntherapien verwendet werden kann. Mehrere
Antikorper gegen dieses Glycoprotein wurden bis heute entwickelt, einige davon sind bereits
zugelassen und werden in klinischen Therapieverfahren eingesetzt.

Unsere Arbeit befasst sich mit der prognostischen Bedeutung der EpCAM-Expression in
Tumoren der Niere. Dabei haben wir retrospektiv 948 Félle von Nierentumoren untersucht,
die in den Jahren 1998 - 2012 im Institut fiir Pathologie der Universitidt Rostock sowie in den
Jahren 1992 - 2004 im Institut fiir Pathologie der Charite Berlin untersucht wurden.

Unter Verwendung der Tissue-Micro-Array (TMA)-Technik haben wir die Expression von
EpCAM in diesen Tumoren immunhistochemisch dargestellt und mit den klinischen follow-

up-Daten der Patienten verglichen.

1.1 EpCAM

Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) ist ein membransténdiges 40 Kilodalton (kDa)
schweres, durch das GA733-2 Gen auf Chromosom 4q kodiertes Glycoprotein [40], welches

calciumunabhéngig homophile interzelluldre Bindungen vermittelt.
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1.1.1 Das EpCAM-Gen

Das EpCAM-Molekiil wird vom GA 733-2 Gen kodiert. Dieses Gen besteht aus 9 Exons und
liegt in der chromosomalen Region 4q [40] (Abbildung 1.1).

Exon 1 kodiert fiir eine Aminosédure-Sequenz, welche eine fiir das Einschleusen von EpCAM
in die Membran des endoplasmatischen Retikulums notwendige Peptid-Sequenz enthélt. Die
Exons 2-6 kodieren fiir die extrazellulire Doméne von EpCAM, die transmembrantse Doméne
wird von Exon 7 kodiert und die zytoplasmatische Doméne von Exon 8 und 9. Exon 9 kodiert

weiterhin fiir das Stopp-Codon und die 3‘untranslatierte Region [10] [47].

Chromosom 4

1 2 3 4 5 6 7 8 9
b -untranslatierte, EGF-like EGF-like Trans- Cyt. Cytoplasmatische
Signalsequenz + repeat | + repeat Il membran +Domﬁne+ Bom:’éne
Doméne 3 -untranslatiert
GA 733-2

Abbildung 1.1: Das GAT733-2-Gen [40].

1.1.2 Das EpCAM-Molekiil

Das EpCAM-Molekiil ist ein aus 314 Aminoséduren bestehendes Polypeptid, aufgebaut aus
einer 23 Aminosduren langen Leadersequenz, einem aus 242 Aminosduren bestehenden ex-
trazelluliren Anteil, einer 23 Aminosduren langen Transmembrandoméne sowie einem 26
Aminoséuren langen zytoplasmatischen Anteil [10] (Abbildung 1.2).

Pulse-Chase Experimente zeigen, dass EpCAM als 34 kDa schweres Protein synthetisiert
wird und anschlieBend durch Glykosylierungen mit Mannose-Oligosacchariden zu drei, 38
kDA, 40 kDA und 42 kDA schweren EpCAM-Formen umgewandelt wird. Desweiteren gibt
es zwel weitere posttranslational modifizierte Varianten. Diese fiinf unterschiedlichen Formen
werden allesamt von unterschiedlichen Geweben und/oder Karzinomen exprimiert, unter-
schiedliche Funktionen der verschiedenen Glykosylierungsformen sowie eventuell unterschied-

liche Gewebeaffinititen der einzelnen Formen sind bis heute noch nicht beschrieben [41] [10].

12



AS-Position

M-Terminus
-— 0
w
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- 21

C-Terminus

EpCAM

Abbildung 1.2: Die Struktur des EpCAM-Proteins [46].

Die extrazellulire Doméine

Die extrazelluldre Doméne beginnt am N-Terminus mit einer aus 11 hydrophoben Aminoséuren
bestehenden Signalsequenz. Darauf folgt, wie Sequenzanalysen zeigen, ein Cystein-reicher An-
teil, dem sich die Cystein-arme Region der extrazelluliren Doméne anschliefit. [10].

Der Cystein-reiche N-Terminus besteht aus zwei sich wiederholenden EGF-ghnlichen (EGF-
like) Sequenzen, EGF-I auf den Positionen 27-59 und EGF-II auf den Postionen 66-135 [10].

Mehrere Studien an M#usen zeigen, dass die extrazellulire Doméne des EpCAM-Molekiils
eine der immundominantesten Regionen der Zelloberfliche ist. Dieses Wissen hatte zur Folge,
dass eine grofle Anzahl Antikorper gegen tumorassoziierte Antigene entwickelt wurden, welche
spezifisch mit der extrazelluliren Doméne des EpCAM-Molekiils reagieren.

So reagieren z.B. die Antikorper 17-1A, KS1/4, GA733, 323/A3, MOC31 mit der ersten

13



EGF-ahnlichen Sequenz, der Antikérper 2G8 mit der zweiten Sequenz und die Antikorper
311-1K1 und MM104 mit der Cystein-armen Region [10].

Diverse weitere, die Zelladhéision und Signaltransduktion beeinflussende Transmembran-
proteine, wie beispielsweise Integrine und Zelladhésionsmolekiile, weisen, wie EpCAM, grofiteils
homologe EGF-&hnliche Wiederholungen auf [21].

Die transmembranose und die intrazellulire Domaéne

Die Transmembrandoméne des EpCAM-Molekiils besteht aus 23 Aminoséuren. Der folgende
intrazellulare Anteil besteht aus 26 Aminosduren und enthilt ein Internalisierungsmotiv
(NPXY), welches schon in mehreren oberfldchlichen Zellrezeptoren, wie z.B. dem LDL-Rezeptor
oder dem Mannose-6-Phosphat-Rezeptor beschrieben wurde [34].

1.1.3 Funktion von EpCAM

EpCAM ist ein epithelspezifisches Zelladhésionsmolekiil, welches calciumunabhéngig homophile
interzellulére Bindungen vermittelt sowie iiber Induktion des Protoonkogen c-myc regulierend

in den Zellzyklus eingreifen kann [10] [47] (siehe Diskussionsteil).

1.1.4 EpCAM-Expression in gesunden Geweben

Immunhistochemische Untersuchungen zeigen, dass EpCAM ein beim Menschen ausschlieflich
epitheliales Molekiil ist, welches an der basolateralen Membran der Epithelzellen exprimiert
wird. Vor allem in Driisenepithelien, aber auch in Urothelzellen wird EpCAM exprimiert.

Gesundes Plattenepithel hingegen exprimiert kein EpCAM [10] [45] [47].

Neoplasien dieser Gewebe gehen stets mit einer gesteigerten Expression von EpCAM ein-
her. Plattenepithelkarzinome zeigen eine de novo Expression, wobei die EpCAM-Proteinmenge
mit dem Grad der Dysplasie korreliert [10] [41].

Sowohl Gewebe mesenchymaler oder neuroendokriner Herkunft, als auch lymphatisches
Gewebe zeigen keine EpCAM-Expression [10] [47].

Die Expressionsstirke kann zwischen den unterschiedlichen Gewebetypen deutlich vari-
ieren, so zeigt z.B. im Gastrointestinaltrakt das Driisenepithel des Magens nur schwache
EpCAM-Konzentrationen, das Driisenepithel des Diinndarms deutlich hohere Expressionen
und das Dickdarmepithel die héchsten EpCAM-Konzentrationen aller epithelialer Zellen. In
den unteren Atemwegen zeigt sich eine EpCAM-Positivitdt der Trachea, der Bronchien und
der Alveolen. Das Driisenepithel der Gallenblase sowie die intrahepatischen Gallengéinge sind
EpCAM-positiv, adulte Hepatozyten zeigen dagegen keine Expression. Im Pankreas wird Ep-
CAM sowohl in Gangepithelien als auch in den Azini und in geringerer Ausprigung auch
in den endokrinen Driisen der Langerhans‘schen Inseln exprimiert. In der Haut zeigen die

Schweifldriisen und Haarfollikel eine geringe Positivitit, wihrend die Keratinozyten nega-
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tiv sind. Die neuroendokrin differenzierten Zellen der Haut sowie das dermale Bindegewebe
zeigen keine EpCAM-Expression. Die Driisen des endokrinen Systems (Schilddriise, Neben-
schilddriise, Hypophyse und Nebenniere) enthalten EpCAM-positive Epithelien. In den Brust-
driisen wurden in den Gangepithelien relativ hohe EpCAM-Level detektiert, im Gegensatz
zu den Driisenzellen der alveoldren Endstiicke. Desweiteren exprimieren auch die Organe
des weiblichen Genitaltraktes (Ovar, Eileiter, Uterus, Cervix) das EpCAM-Molekiil. In den
Geweben des ménnlichen Genitaltraktes zeigen die Prostata und die Samenblasen relativ hohe
Expressionsmuster, wihrend nur wenige epitheliale Zellen des Hodens positiv waren [45] [10].
Die Nieren weisen in den Glomeruli sowie den unterschiedlichen Abschnitten des Tubulusap-
parates unterschiedliche Expressionsmuster von EpCAM auf (siehe Diskussionsteil).

In Phasen der Proliferation und Regeneration zeigen viele Gewebe gesteigerte EpCAM-
Werte.[33].

1.1.5 EpCAM-Expression in malignen Neoplasien

Entsprechend dem Verteilungsmuster in nicht entarteten epithelialen Strukturen exprimieren
fast alle Karzinome EpCAM, wobei die maligne Entartung, wie bereits erwéhnt, meist mit ei-
ner verstiarkten oder de-novo-Expression von EpCAM assoziiert ist [33] [41]. So zeigen sich
beispielsweise in Adenokarzinomen des Magens sehr hohe EpCAM-Konzentrationen obwohl
das normale Driisenepithel des Magens nur geringe Konzentrationen aufweist[10].

Auch zeigt sich ein stetiger Anstieg der EpCAM-Expression in Vorstufen maligner epi-
thelialer Tumoren. So wurden beispielsweise in gering- und méfiggradigen oralen intraepithe-
lialen Neoplasien (OIN I + II) hohe EpCAM-Konzentrationen in den basalen und suprabasalen
Zellen des Epithels festgestellt mit einer deutlichen Grenze zu den nicht dysplastischen,
EpCAM-negativen oberflichlichen Epithelzellen. Intraorale Neoplasien Grad III weisen hinge-
gen bis zu 100% EpCAM-positive Zellen in allen Schichten des Plattenepithels auf [33].
Ahnlich verhilt es sich bei den Vorstufen des Cervixkarzinoms, die Expressionsstéirke von
EpCAM nimmt von CIN I zu CIN IIT kontinuierlich zu [10] [47].

Anders verhilt es sich bei Hepatozyten, die wihrend der Embryonalentwicklung EpCAM-
positiv sind, in der adulten Leber allerdings negativ. Auch bei der malignen Entartung kommt
es zu keiner Expression von EpCAM, sodass das hepatozellulidre Karzinom negativ bleibt [22]
(Tabelle 1.1).

Nichtepitheliale Tumoren sind EpCAM-negativ [10].

Die Hohe der EpCAM-Expression korreliert mit der proliferativen Aktivitat und verhlt
sich reziprok zum Differenzierungsgrad. Dieses zeigte sich z.B. bei Plattenepithelkarzinomen
der Mundhdhle, bei denen gut differenzierte Tumoren negativ fiir EpCAM waren, gering dif-

ferenzierte Tumoren allerdings eine teilweise deutliche Positivitdt aufwiesen [33].

15



Auch die meisten Tumoren der Nieren exprimieren EpCAM, je nach Subtyp in unterschied-

licher Haufigkeit und Intensitét (siehe Diskussionsteil).

Tabelle 1.1: EpCAM-Expression maligner epithelialer Tumoren [mod. nach [10]]

Plattenepithelkarzinom der Mundhohle +
Plattenepithelkarzinom des Larynx +
Plattenepithelkarzinom des Osophagus +
Adenokarzinom des Magens ++
Adenokarzinom des Diinndarms +++
Kolorektale Karzinome +++
Adenokarzinom des Pankreas ++
Adenokarzinom der Lunge +++
Cholangiozelluldres Karzinom ++
Basalzellkarzinom der Haut ++
Nierenzellkarzinome ++
Urothelkarzinome ++
Schilddriisenkarzinome ++
Prostatakarzinome ++
Ovarialkarzinome ++
Endometriumkarzinome ++4
Plattenepithelkarzinom der Cervix uteri +4
Adenokarzinome der Cervix uteri +++
Mammakarzinome ++
Hepatozelluldres Karzinom -
Plattenepithelkarzinom der Haut -

Tabelle 1.1 zeigt die Intensitit der EpCAM-Expression unterschiedlicher Tumoren, die
Intensitdt wird dabei wie folgt codiert: - keine Expression; + geringe Expression; ++ mittel-

gradige Expression; ++4+ hohe Expression
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1.2 Krebserkrankungen

1.2.1 Demographie und Epidemiologie von bosartigen Krebserkrankungen

Im Jahr 2010 wurden laut statistischem Bundesamt in Deutschland bei insgesamt 477.300 Per-
sonen eine Krebserkrankung neu diagnostiziert, 218.258 Personen verstarben in diesem Jahr
an einer malignen Erkrankung [2]. Jeder vierte Todesfall war somit auf eine Krebserkrankung
zuriickzufiithren.

Die héufigste Tumorlokalisation bei Méannern war die Prostata mit 65.830 Neuerkrankun-
gen (26,1 %), bei Frauen die Brustdriise mit 70.340 Neuerkrankungen (31,3 %).

Die haufigste Krebserkrankung mit Todesfolge war bei Mannern das Bronchialkarzinom
mit 29.381 Féllen (24,9 % aller Krebssterbefélle bei Ménnern). Bei den Frauen war die
hiufigste Krebstodesursache das Mammakarzinom mit 17.466 Fillen (17,4 % aller Krebsster-
befille bei Frauen).

Tumoren der Niere sind im Vergleich hierzu eher selten, mit 8950 (3,5 %) Neuerkrankun-
gen und 3096 (2,6 %) Todesfillen bei Ménnern sowie 5570 (2,5%) Neuerkrankungen und 2151
(2,1%) Todesfillen bei Frauen sind sie aber keinesfalls als Raritéten zu betrachten (Abbildung
1.3).
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Abbildung 1.3: Prozentualer Anteil der h&ufigsten Tumorlokalisationen an allen Krebs-
neuerkrankungen in Deutschland 2010 (ohne nicht-melanotischen Hautkrebs) [2].
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1.3 Tumoren der Niere

Tumoren der Niere machen weltweit etwa 2 % aller Tumoren des Menschen aus und sind zu
iiber 90 % maligne. Etwa 190.000 Neuerkrankungen werden jedes Jahr weltweit neu diagnos-
tiziert [8].

Ménner sind nahezu doppelt so héufig betroffen wie Frauen [3]

1.3.1 Nierenkrebserkrankungen in Deutschland

Laut dem statistischen Bundesamt sowie Veroffentlichungen des Robert Koch Institutes wur-
den im Jahr 2010 wie bereits erwédhnt 14.520 Neuerkrankungen an bosartigen Tumoren der
Niere, davon 8950 bei Ménnern und 5570 bei Frauen verzeichnet. In diesem Jahr verstarben

an Nierenzellkarzinomen 3096 Ménner und 2151 Frauen [6] [3].

1.3.2 Klassifikation der Nierentumoren

Als Nierentumoren werden alle Tumoren zusammengefasst, die in der Niere lokalisiert sind.

Dazu gehoren die Tumoren die vom Nierenparenchym ausgehen sowie die Tumoren des
Nierenbeckens (Urothelkarzinome des Nierenbeckens). Auch Metastasen anderer Tumoren
(z.B. Bronchialkarzinome, maligne Melanome) kénnen sich in der Niere absiedeln.

Die Tumoren, die primér vom Nierenparenchym ausgehen, werden nach der Weltgesund-
heitsorganisation (WHO) eingeteilt in die epithelialen Nierenzelltumoren, zu denen die Nieren-
zellkarzinome (NZK), die > 90% aller Nierentumoren ausmachen, die papilldren Nierenzellade-
nome sowie die Onkozytome gehoren. Desweiteren gehéren hierzu noch die metanephrischen
Tumoren, die nephroblastischen Tumoren mit dem Nephroblastom des Kindesalters sowie eine
Vielzahl an, jeweils d&uflerst seltenen, mesenchymalen, gemischt mesenchymal und epithelialen,
neuroendokrinen und Keimzelltumoren. Auch maligne Lymphome kénnen sich im Bereich der

Nieren manifestieren [8].

1.3.3 Nierenzellkarzinome

Nierenzellkarzinome sind maligne epitheliale Tumoren die sich von unterschiedlichen Ab-
schnitten des Nierentubulussystems oder den Sammelrohren ableiten. Man unterscheidet
klarzellige, papilldre, chromophobe, unklassifizierbare Nierenzellkarzinome sowie die seltenen
Sammelrohrkarzinome.

Desweiteren gibt es diverse seltene Formen des Nierenzellkarzinoms, wie das multilokulér-
zystische, das medulldre, das muzinos-tubulédre und das Spindelzellkarzinom der Niere.

Nierenzellkarzinome sind hauptséichlich Tumoren des Erwachsenenalters, das mittlere Er-
krankungsalter bei Diagnose betragt 55-60 Jahre, im Kindesalter sind sie fast ausschliefllich

in Verbindung mit spezifischen chromosomalen Translokationen zu beobachten [19][14].
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Zu den Risikofaktoren zéhlen Lebensgewohnheiten, Umwelteinfliisse und genetische Faktoren.
So gilt Nikotinkonsum als wichtigster Risikofaktor. Ein Zusammenhang von Adipositas und
dem Auftreten von Nierenkrebs scheint vor allem bei Frauen zu bestehen. Auch Alkohol erwies
sich in Studien als moglicher Risikofaktor. Eine chronische Niereninsuffizienz mit langjahriger
Dialysebehandlung begiinstigt unabhéngig von ihrer Ursache die Krebsentstehung. Auch
konnen berufsbedingte dauerhafte Expositionen gegeniiber nierenschidigenden Substanzen,
wie zum Beispiel Halogenkohlenwasserstoffen und Cadmium, das Erkrankungsrisiko erhéhen.
Die adulte polyzystische Nierendysplasie (Typ III nach Potter) geht ebenfalls mit einem
erhohten Entartungsrisiko einher. Eine familifire Belastung spielt bei den Nierentumoren eine
vergleichsweise geringe Rolle, wenn, dann meist im Zusammenhang mit erblichen Tumor-
erkrankungssyndromen wie zum Beispiel der von-Hippel-Lindau-Erkrankung [8] [3] [12][20].

Nierenzellkarzinome verursachen iiblicherweise erst spit Beschwerden, zu den haufigsten
Symptomen zdhlen dann Hématurie und Flankenschmerz. Desweiteren kénnen Nierenzell-
karzinome, da sie hdufig sehr grofl werden koénnen, als tastbarer Tumor im Bereich der Flanke
auffallen. Nicht selten allerdings werden Tumoren der Niere auch als Zufallsbefund bei radio-
logischen Untersuchungen anderweitiger Fragestellungen entdeckt.

Im fortgeschrittenen Stadium kénnen dann auch die Allgemeinsymptome von Tumor-
erkrankungen, wie Gewichtsverlust, Miidigkeit, An&émie und Fieber beobachtet werden.

Gelegentlich fallen Nierenzellkarzinome erst durch die durch Metastasen verursachten
Symptome auf. Die hdufigsten Lokalisationen von Metastasen sind die Lungen (75%), Knochen
(40%), Leber (30%), Nebennieren (20%) und Gehirn (15%).

Weiterhin kénnen systemische und paraneoplastische Syndrome, hervorgerufen durch die
durch den Tumor gebildeten Hormone (z.B. Renin, Erythropoetin, ACTH), beobachtet wer-
den. Hier sind unbeherrschbare hypertensive Erkrankungszustédnde, sekundére Polycythidmien
oder sekundére Cushing-Syndrome zu nennen [4] [19] [8].

In Abhéngigkeit von Tumorgréfie und -stadium ist die radikale Entfernung der Niere mit
umgebender Fettkapsel, Gerotafaszie und gegebenenfalls Nebenniere die Therapie der Wahl
des nicht metastasierten Nierenzellkarzinoms. Bei kleineren Tumoren sowie vorbestehender
Einnierigkeit steht die nierenerhaltende Tumorentfernung als Therapieoption zur Verfiigung.
Weder mit Tumorbestrahlungen oder chemotherapeutischen Behandlungen konnten entschei-
dende Vorteile fiir die betroffenen Patienten erzielt werden [3].

In der Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms galt bis 2006 die radikale Nephrek-
tomie mit anschlieBender Immuntherapie als Therapie der Wahl. Mit Einfiihrung diverser sys-
temischer Therapeutika als primére Therapie des metastasierten Nierenzellkarzinoms konnten
signifikante Verbesserungen des progressionsfreien- und Gesamtiiberlebens erzielt werden.
Hierzu gehoren u.a. die beiden Tyrosinkinaseinhibitoren Sunitinib und Sorafenib, sowie der
VEGF-Hemmstoff Bevacizumab, die einzelnd oder in Kombination mit immunstimulierenden

Medikamenten (Interleukin-2; a-Interferone) als first-line-Therapie, speziell beim klarzelligen

19



NZK eingesetzt werden. Bei Nichtansprechen dieser Therapie, sowie bei Hochrisikopatienten
und bei Patienten mit nicht-klarzelligen NZK steht mit Temsirolimus ein Hemmstoff des m-
TOR-pathways zur Verfiigung. Weitere Studien mit anderen Chemotherapeutika wie beispiels-
weise 5-Floururacil und Gemcitabine zeigten keinen signifikanten therapeutischen Effekt. In
Einzelfillen konnte eine Hochdosis-Immuntherapie (Interleukin-2-Bolus) einen kurativen Ef-
fekt aufweisen [4] [32] [44] [43] [51].

Die Prognose des Nierenzellkarzinoms ist im Vergleich zu vielen anderen malignen Tu-
morerkrankungen recht gut. In Abhéngigkeit von unterschiedlichen Faktoren, wie dem Tu-
morstadium und der Metastasierung bei Diagnosestellung, dem histologischer Tumortyp, dem
Differenzierungsgrad des Tumors und patientenspezifischen Faktoren wie Alter und Geschlecht

liegt die 5 Jahres-Uberlebensrate aller Nierenzellkarzinome bei insgesamt etwa 70% [8].

Das klarzellige Nierenzellkarzinom

Klarzellige Karzinome sind mit iiber 80% der hiufigste Nierenzellkarzinomtyp und werden
deshalb von einigen Autoren als konventionelle Nierenzellkarzinome bezeichnet. Sie kommen
in beiden Nieren gleich hdufig vor, multizentrisches oder bilaterales Wachstum ist mit unter
5% selten und dann meist assoziiert mit dem von-Hippel-Lindau-Syndrom.

Klarzellige Nierenzellkarzinome zeigen sich makroskopisch meist als ein grofler, pseu-
dokapsular gut gegen das angrenzende Nierenparenchym abgrenzbarer, die Nierenoberfléche
meist deutlich vorbuckelnder Tumor mit inhomogener wei-gelblicher Schnittfliche. Nicht
selten zeigen die Tumoren regressive Veréinderungen wie Einblutungen, Kalzifikationen oder
Nekrosen, auch zystische Wuchsmuster kommen vor [7] [8] (Abbildung 1.4). Grofie Tumoren
konnen in das perirenale Fettgewebe, das Nierenbecken oder die Nierenvene einbrechen. In
Einzelfillen entstehen Tumorthromben in der Vena cava, die bis in den rechten Herzvorhof
reichen kénnen.

Der histologische Aspekt ist, wie der Name schon sagt, geprigt durch groflie Tumorzellen
mit hellem Zytoplasma. Die Zellgrenzen sind meist duflerst scharf, wodurch sich ein Bild
mit pflanzenzellartigem Aspekt (,,vegetable cells“) ergibt (Abbildung 1.5). Dieser hellzellige
Aspekt der Tumorzellen resultiert aus einem hohen Glycogen- und Lipidgehalt [7] [8].

In den meisten Fillen sowohl sporadischer als auch hereditirer klarzelliger Karzinome,
nicht aber bei den anderen Subtypen, wurde eine endsténdige Deletion auf dem kurzen Arm
von Chromosom 3, beginnend bei 3p13 entdeckt [42]. Das VHL-Gen ist hier lokalisiert (3p25-
26), aber auch andere hier lokalisierte Gene (z.B.: FHIT; RASSF1A; DRR1) spielen bei der

Entstehung klarzelliger Karzinome eine entscheidende Rolle [8].
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Abbildung 1.4: Makroskopischer Aspekt eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms

Abbildung 1.5: Histologischer Aspekt eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms

Das papillire Nierenzellkarzinom

Papilliére Nierenzellkarzinome liegen in etwa 15 % der Fille vor. Sie treten meist sporadisch
auf, aber auch hereditire Formen wurden beobachtet, diese sind assoziiert mit einer Keimbahn-
mutation des c-MET-Onkogens. Bilaterales oder multifokales Wachstum ist beim papilldren
Nierenzellkarzinom héufiger zu beobachten als bei anderen Nierentumoren [8]. Nierenzell-

karzinome bei Himodialysepatienten sind gehéuft vom papilldren Subtyp [35].
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Makroskopisch sind papillare Nierenzellkarzinome meist rundlich und von einer fibrésen
Pseudokapsel begrenzt. Auch papilldre Karzinome sitzen meist direkt unter der Capsula fi-
brosa, grofle Tumoren kénnen die Nierenoberfliche deutlich vorbuckeln. Nicht selten treten
Einblutungen und ausgedehnte Nekrosen auf [7] [8].

Histologisch sind die Tumoren papillidr aufgebaut, die Papillen sind ausgekleidet durch
ein-oder mehrreihige Tumorzelllagen. Anhand ihrer Zytoplasmafirbung lassen sich diese Tu-
moren weiter unterteilen in Typ I (basophiler Typ) und Typ II (eosinophiler Typ). Beim
basophilen Subtyp sind die Papillen durch eine einzige Lage von Tumorzellen mit sparlichem
blassen Zytoplasma ausgekleidet. Ein begleitendes Infiltrat neutrophiler Granulozyten und
schaumzellig umgewandelten Makrophagen ist bei diesem Subtyp h#ufig zu beobachten. Der
deutlich seltenere eosinophile Subtyp ist dadurch gekennzeichnet, dass die Papillen durch
mehrreihig geschichtete Tumorzellen mit reichlich eosinophilem Zytoplasma ausgekleidet sind
[8] [7] (Abbildung 1.6). Der eosinophile Subtyp scheint im Vergleich zum basophilen Subtyp
mit einer schlechteren Prognose fiir den Patienten einherzugehen. Zusammenfassend haben
papilldre Nierenzellkarzinome aber eine bessere Prognose als klarzellige Nierenzellkarzinome,
die 5-Jahresiiberlebensrate liegt in Abh#ngigkeit vom Differenzierungsgrad und dem Stadium
des Tumors bei Erstdignose zwischen 49% und 84% [8].
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Abbildung 1.6: Histologischer Aspekt eines papilléren Nierenzellkarzinoms Typ 11

Die wichtigsten chromosomalen Aberrationen beim papilliren Nierenzellkarzinom sind
Trisomie 7, Trisomie 17 und Verlust des Y-Chromosoms. Auch Trisomien diverser anderer
Chromosomen (3q, 8, 12, 16, 20) wurden in wenigen Féllen beobachtet [36] [8].
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Das chromophobe Nierenzellkarzinom

Chromophobe Nierenzellkarzinome machen nur etwa 5% aller Nierenzellkarzinome aus, auch
hier existieren sowohl sporadische als auch hereditdre Formen. Das mittlere Erkrankungsalter
liegt in der sechsten Lebensdekade. Im Gegensatz zu den anderen Nierenzellkarzinomen liegt
beim chromophoben Karzinom eine ausgeglichene Geschlechterverteilung vor.

Chromophobe Karzinome zeigen sich makroskopisch als gut umschriebene solitire Knoten
mit feinlobulierter homogener Schnittfliche, welche im unfixierten Zustand rot-bréunlich, nach
Formalinfixierung dann eher hellgrau imponieren. Blutungen oder Zystenbildungen sind sel-
ten, Nekrosen kommen nicht vor [8] [7].

Histologisch wachsen chromophobe Nierenzellkarzinome meist in soliden Formationen, die
Tumorzellen sind grof, polygonal mit feinretikuldrem eosinophilem Zytoplasma und deut-
lich akzentuierten Zellgrenzen. Die grofien Zellkerne zeigen eine typische perinukledre Aufhel-
lungszone (Abbildung 1.7). Elektronenmikroskopisch zeigen die Karzinomzellen jeweils mehrere
zytoplasmatische Vesikel. Die Vesikel lassen sich mit der Hale-Féarbung fiir kolloidales Eisen
anfirben, ihre zytoplasmatische Anfirbbarkeit gilt als pathognomisch fiir das chromophobe
Nierenzellkarzinom [13].

Histologisch weisen chromophobe Karzinome Ahnlichkeiten mit Onkozytomen (s.u.) auf,

was nicht selten zu diagnostischen Schwierigkeiten fithren kann.

Abbildung 1.7: Histologischer Aspekt eines chromophoben Nierenzellkarzinoms
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Mehrere Chromosomenverluste (1,2,6,10,13,17,21) wurden mittels vergleichender Genomhy-
bridisierung detektiert [8] [55] [1].

Chromophobe Nierenzellkarzinome haben die beste Prognose aller Nierenzellkarzinome,
die Mortalitét liegt deutlich unter 10 % [8]. Die Vielzahl der chromophoben Karzinome (86%
[8]) werden in Stadium 1 oder Stadium 2 diagnostiziert und lymphogene oder hiamatogene
Metastasen sind selten. Dennoch ist die Differentialdiagnose des dhnlich aussehenden gutar-
tigen Onkozytoms von grofler Bedeutung, da das chromophobe Karzinom in sarkomatoid-
dedifferenzierte Varianten iibergehen kann und dann ein deutlich aggressiveres Tumorwachs-

tum sowie eine hohere Metastasierungsneigung aufweist [8].

Das Sammelrohrkarzinom - Bellini-Gang Karzinom

Tumoren, die ihren Ursprung im Sammelrohrsystem der Nieren haben sind mit <1% der
Nierenzellkarzinome selten. Es handelt sich um sehr aggressiv wachsende Tumoren, die sich
vornehmlich in der Markzone aus dysplastischen Epithelien der Sammelrohre entwickeln [8]
[7].

Makroskopisch présentiert sich das Sammelrohrkarzinom als multilobulierter, unscharf
begrenzter, meist solitérer, knotiger Tumor von fester Konsistenz mit grau-weiflicher Schnitt-
flaiche, der vom Zentrum der Niere nach peripher wéchst. Héufig zeigen sich ausgepragte
Tumornekrosen und Einblutungen.

Histologisch kann sich das Sammelrohrkarzinom recht vielgestaltig présentieren, klas-
sischerweise zeigt es tubulopapillire Wuchsmuster mit ausgeprigter Infiltration des Nieren-
parenchyms durch irregulér aufgebaute Driisen mit begleitender, stark ausgeprigter desmo-
plastischer Stromareaktion. Die Tumorzellen haben meist ein breit entwickeltes eosinophiles
Zytoplasma und hochgradig pleomorphe Kerne. Sowohl zystische Verdnderungen als auch
sarkomatoide Dedifferenzierungen konnen vorkommen [8] [7]. PAS-positive intrazytoplasma-
tische Schleimbildung, teilweise assoziert mit einer siegelringzelligen Morphologie, kann in
Sammelrohrkarzinomen, im Gegensatz zu den konventionellen Nierenzellkarzinomen beobach-
tet werden [7].

Genetische Aberrationen sind aufgrund der sehr geringen Fallzahlen beim Sammelrohrkarzi-
nom noch wenig bekannt, diverse Chromosomenverluste (1,6,14,15,22) [28] sowie Deletionen
[56] [8] wurden in einigen Féllen beobachtet. Im Gegensatz zu klarzelligen Nierenzellkarzi-
nomen wurden HER2/neu Amplifikationen beim Sammelrohrkarzinom beschrieben [54] [8].

Die Prognose von Sammelrohrkarzinomen ist duflerst schlecht, die meisten Tumoren wach-
sen aggressiv und haben zum Zeitpunkt der Diagnosestellung bereits himatogene Fernmetas-
tasen gesetzt. Etwa zwei Drittel der Patienten versterben innerhalb von 2 Jahren nach Diag-

nosestellung [8].
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Das sarkomatoide Nierenzellkarzinom

Sarkomatoide Karzinome (spindelzellig-pleomorphe, dedifferenzierte Areale) werden in gegen-
wirtigen Klassifikationen von Nierenzelltumoren, bei fehlendem Nachweis einer de-novo-Genese,
nicht mehr als eigensténdiger Subtyp des Nierenzellkarzinoms angesehen, sondern als begleiten-
de Komponente, die bei allen histologischen Varianten des Nierenzellkarzinoms vorkommen
kann [8] [7]. Meist kommen sarkomatoide Areale nur fokal begrenzt in den oben genannten
Tumorentititen vor, reine sarkomatoide Karzinome sind sehr selten (< 1 %). Aber auch
deren Ursprung kann meist mittels immunhistochemischer Methoden nachgewiesen werden
und auch diese Tumoren werden als dedifferenzierte Varianten einer der beschriebenen Tu-
morentitéiten zugeordnet. Ist auch mittels immunhistochemischer Farbungen keine Zuordnung
zum Ursprungsgewebe mehr zu treffen, werden diese Tumoren als unklassifizierbare Nieren-
zellkarzinome eingeordnet [8].

Tumoren mit sarkomatoiden Anteilen sind in der Regel lokal weit fortgeschritten und
weisen ein ausgeprigtes invasives Wachstum auf. Die sarkomatoiden Areale sind weifilich,
von derber Konsistenz, hiufig mit schlecht definierten Tumorgrenzen [7] [8].

Histologisch sind diese Tumoren aufgebaut aus in Wirbeln angeordneten Faszikeln spin-
deliger Zellen, meist mit ausgepriagten Zell- und Kernpleomorphien. Mehrkernige Tumor-
riesenzellen konnen vorkommen. Dadurch kénnen diese dedifferenzierten Anteile morpho-
logisch bosartigen mesenchymalen Tumoren (Sarkomen) sehr dhnlich sehen, woher die Be-
zeichnung sarkomatoid (sarkoméhnlich) stammt. Sowohl der immunhistochemische Nachweis
epithelialer Marker als auch elektronenmikroskopischer Nachweis von Desmosomen belegen
die epitheliale Natur der Spindelzellen und erkléren somit die Einordnung als Karzinom [7].
Sarkomatoide Karzinome sind extrem proliferationsaktiv mit einem rapiden Wachstums- und
Metastasierungsverhalten.

Das Verhéltnis von differenzierten Anteilen zu dedifferenziert-sarkomatoiden Anteilen
kann in Nierenzellkarzinomen erheblich variieren und beeinflusst die Prognose stark. Je grofler
die sarkomatoiden Anteile, desto schlechter die Prognose [7].

Immunhistochemisch kénnen sarkomatoide Karzinome sehr unterschiedliche Antigen-
expressionen zeigen. Einige Karzinome konnen unveridndert das Antikorperprofil der differen-
zierten Tumoranteile, aus denen sie entstanden sind, aufweisen. Nicht selten verlieren diese
Tumoren aber ihre Positivitét fiir die epithelialen Marker (Zytokeratine), meist bei weiterhin

bestehender stark positiver Reaktivitdt fiir Vimentin [11].

1.3.4 Onkozytome

Onkozytome sind seltene gutartige epitheliale Tumoren der Niere, die weniger als 5 % aller
Nierentumoren des Erwachsenen ausmachen. Das mittlere Erkrankungsalter liegt in der 7.Lebens-
dekade. Ménner sind doppelt so hiufig betroffen wie Frauen. [8].

Onkozytome sind meist aus soliden Nestern aufgebaut, der vorherrschende Zelltyp sind
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sog. Onkozyten (oncozyt = geschwollene Zelle), grole Zellen mit mitochondrienreichem, granu-
ldrem eosinophilem Zytoplasma und kleinen, runden, monomorphen Kernen [7] [8] (Abbildung
1.8).

Abbildung 1.8: Histologischer Aspekt eines Onkozytoms

Die Ursprungszellen der Onkozytome scheinen die Zwischenzellen (intercalated cells) des
distalen Tubulussystems und der Sammelrohre zu sein. Diese spezialisierten Wandzellen die-
nen der Aufrechterhaltung des pH-Wertes [8] [7].

Makroskopisch sind Onkyzytome meist solitédre, nicht bekapselte aber gut umschriebene
Tumoren mit rehbrauner Schnittfliche und zentraler Narbe. Einblutungen und Nekrosen sind
selten.

Verschiedene chromosomale Aberrationen wurden beschrieben, die haufigsten sind Ver-
luste der Chromosomen 1 und y sowie Deletionen auf Chromosom 14 und Rearrangements
auf Chromosom 11q13 [7] [29].

Obwohl in Einzelfillen ein mikroskopisches kapseliiberschreitendes Wachstum in das perire-
nale Fettgewebe und sogar mikroskopische Angioinvasionen beschrieben wurden, wird das
Onkozytom den gutartigen Tumoren zugeordnet, da es weltweit keinen einzigen dokumen-
tierten Fall eines metastasierten Onkozytoms oder an einem Onkozytom verstorbenen Pa-

tienten gibt [8].

1.3.5 Das Fuhrman-Grading

Die Tumorzellkerne von Nierenzellkarzinomen konnen in Gréfle, Form, Chromatinstruktur

und Nukleolengréfie von Fall zu Fall deutlich variieren. Die Kernmorpholgie ist neben dem
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Tumorstadium bei Diagnosestellung der wichtigste Prognosefaktor und wird durch das Kern-

grading nach Fuhrman wiedergegeben.

Tabelle 1.2: Das Kerngrading nach Fuhrman [27]

Grad 1 < 10pm rund, monomorph kompakt unauffillig
Grad 2 15um rund, monomorph fein granulér nicht sichtbar bei x10
Grad 3 20pm rund, teilweise irregulér grob granulér sichtbar bei x10
Grad 4 > 20pum pleomorph, gelappt, bizarr | hyperchromatisch riesig

In Tabelle 1.2 werden die typischen Charakteristika der 4 Grade nach Fuhrman gezeigt.
Grad 1-Tumoren haben kleine, runde und chromatindichte (kondensierte) Kerne ohne sicht-
bare Nukleolen. Die Kerne von Grad 2-Tumoren sind etwas gréfler als von Grad 1-Tumoren
und nicht mehr ,,perfekt rund“. Das Chromatin ist fein granulér. Die Nukleolen sind rudi-
mentér und wenn iiberhaupt, dann nur bei grofler Vergrofierung (40x), auf keinen Fall aber
bei 10x sichtbar. Die Kerne von Grad 3-Tumoren sind noch gréfier, nun schon mehr als dop-
pelt so grofl wie in Grad 1-Tumoren, und méfig pleomorph. Das Chromatin ist grob granulér
und Nukleolen sind schon in der 10x-Vergréflerung deutlich zu erkennen. Der Tumorgrad 4
zeichnet sich durch eine deutliche Kernpleomorphie aus, die Kerne sind hyperchromatisch,
das Chromatin teilweise klumpig. Die Kerne haben riesige ,,Makronukleolen“, auch mehrere
Nukleolen pro Zellkern kénnen vorkommen.

Mitosen kommen in den Kerngraden 1 und 2 so gut wie nicht vor, wahrend sie in den
Kerngraden 3 und 4 regelméfig zu finden sind [27] [7].

Viele Tumoren zeigen eine ausgepriagte Heterogenitét hinsichtlich ihres Kerngrades, hier
bestimmen die am schlechtesten differenzierten Areale den entsprechenden Kerngrad, wobei
die Grofe eines solchen schlecht differenzierten Areals mindestens ein hochauflésendes Gesichts-
feld betragen sollte [7].

In einer Studie von Ficarra et al. 2001 konnte belegt werden, dass der Kerngrad einen
bedeutenden Prognosefaktor fiir das Nierenzellkarzinom darstellt. Es wurden retrospektiv
von 333 Patienten, welche im Zeitraum von 1983-1999 an einem Nierenzellkarzinom erkrank-
ten, die Uberlebenszeiten in Abhiingigkeit vom Kerngrad nach Fuhrman untersucht. Die
krankheitsspezifischen 5-Jahresiiberlebensraten betrugen bei G1-Tumoren 94%, bei G2-Tumoren
86%, bei G3-Tumoren 59% bei G4-Tumoren 31% [24] [7].
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1.4 Zielstellung der Arbeit

Die Erforschung der prognostischen Bedeutung der Expression des Zelladhésionsmolekiils Ep-
CAM in Nierenzellkarzinomen findet sich in der internationalen Literatur kaum. Die weni-
gen Arbeiten zu diesem Thema wurden in der Mehrzahl an kleineren Tumorkollektiven
durchgefiihrt.

Die Zielstellung der vorliegenden Arbeit bestand daher in der Analyse eines grofien Kollek-
tivs aller histologischen Varianten von Nierenzellkarzinomen hinsichtlich ihrer EpCAM-abhéngigen

Prognose.
Hierbei wurde die Tissue-Micro-Array-Technik verwendet.

28



2. Material und Methoden

2.1 Patienten- und Tumorkollektiv

Da EpCAM ein epitheliales Molekiil ist (s.0.), welches von nichtepithelialen Tumoren nicht
exprimiert wird, haben wir in unserer Arbeit ausschliellich epitheliale Nierentumoren (Nieren-
zellkarzinome, Onkozytome) untersucht.

Nichtepitheliale Tumoren, intrarenale Urothelkarzinome des Nierenbeckens sowie Metas-
tasen anderer Tumoren in der Niere waren nicht Gegenstand unserer Arbeit.

Es wurden insgesamt 948 Patienten mit priméren epithelialen Nierentumoren auf insge-
samt 28 Tissue-Micro-Arrays untersucht. 523 Tumoren davon wurden in den Jahren 1998 bis
2012 in Rostock operiert und im Institut fiir Pathologie der Universitéit Rostock diagnos-
tiziert. 425 Tumoren stammten aus der Charite Berlin, wo sie in den Jahren 1992 bis 2004
operiert und diagnostiziert wurden.

Dieses Patientenkollektiv besteht aus 632 (67,1 %) Méannern und 310 (32,9%) Frauen (in 6
Féllen keine Angabe zum Geschlecht) im Alter von 16 - 89 Jahren (mittleres Erkrankungsalter
63,5 Jahre). Bei 703 (87,4%) Patienten wurde eine Tumornephrektomie durchgefiihrt, bei 194
(21,6%) Patienten eine nierenerhaltende Tumorexzision. Bei den restlichen 51 Patienten lagen
uns keine Angaben iiber die durchgefiihrten chirurgischen Mafinahmen vor.

Von diesen 948 Tumoren waren 649 (68,5%) klarzellige NZK, 155 (16,4 %) papillire NZK,
69 (7,3%) chromophobe NZK und 45 (4,7 %) Onkozytome. Die restlichen 30 (3,2 %) Tumoren
wurden den nicht weiter klassifizierbaren Nierenzellkarzinomen sowie seltenen Entitéten (z.B.
Sammelrohrkarzinome) zugeordnet.

Die Tumoren hatten eine Grofle von 5 mm bis 220 mm (im Mittel 54,3 mm) und wurden
in den meisten Fillen im Stadium I oder II operiert. Fast 80% aller Tumoren entsprachen
dem Fuhrman Kerngrad 2 oder 3.

Das Staging der untersuchten Tumoren anhand der TNM-Klassifikation ist der Tabelle
2.1 zu entnehmen, welche die absoluten und die prozentualen H#ufigkeiten der einzelnen
Tumorentitéiten, die Stadien der TNM-Klassifikation, den jeweiligen R-Status, den Kerngrad
nach Fuhrman sowie die Groéflen der untersuchten Tumoren zum Zeitpunkt der Operation

zeigt.
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Tabelle 2.1: Tumorkollektiv

klarzellige NZK

649 (68,5%)

papillare NZK

155 (16,4%)

chromophobe NZK 69 (7,3%)
Onkozytome 45 (4,7%)
seltene + unklassifizierbare NZK 30 (3,2%)

532 (59,4%)

60 (6,7%)

281 (31,4%)

=W N | =

22

~ |||

2,5%)

0 390 (88,4%)
1 32 (7,3%)
2 19 (4,3%)

291 (83,1%)

59 (16,9%)

0 822 (94,6%)
1 45 (5,2%)
2 2 (0,2%)

99 (10,4%)

544 (57,4%)

210 (22,2%)

=W N =

95 (10,0%)

gesamt

S5mm - 220mm

im Mittel

54,3mm
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2.2 Die Tissue-Micro-Array-Technik

Ein Tissue-Micro-Array (TMA) dient der gleichzeitigen Untersuchung mehrerer Gewebeproben.
Dabei werden aus unterschiedlichen Paraffinblocken Gewebezylinder ausgestanzt und in einem
neuen Paraffinblock wieder zusammengesetzt. Je nach Durchmesser der Stanzen kénnen bis
tiber 400 Proben auf einem Standardobjekttriger (76cm x 26cm [5]) aufgebracht und gleich-
zeitig histomorphologisch untersucht werden. Auch immunhistochemische Farbungen sind
moglich, die Untersuchungen mehrerer Proben mit nur einmaliger Antikorpergabe spart dabei
sowohl Material als auch Zeit des Untersuchenden[39][15].

2.3 Herstellung der Tissue-Micro-Arrays der Rostocker Fille

Zuerst erfolgte die Erfassung der untersuchungsrelevanten Fille aus dem institutsinternen
Archivierungs- und Dokumentationssystem Pathix sowie das Heraussuchen der Schnitt- sowie
der Blockpriparate aus den jeweiligen Archiven.

Da mit der Zeit die Qualitét der Farbungen der Schnittpriaparate zum Teil deutlich nachge-
lassen hatte, wurden von einigen Blockprédparaten neue HE-gefirbte Grofiflichenschnitte
angefertigt. Bei Notwendigkeit erfolgte eine Reevaluierung der Nierenzellkarzinome hinsichtlich
des histologischen Gradings durch einen erfahrenen Facharzt der Pathologie (Frau Dr. A.
Zimpfer - Institut fiir Pathologie der Universitit Rostock). Die Tumorareale, welche spéter
ausgestanzt werden sollten, wurden auf diesen Schnitten gekennzeichnet. Diese Kennzeich-
nung ermoglichte eine Orientierung auf dem dazugehorigen Paraffinblock, an welcher Stelle
im Block sich am Ehesten verwertbares Tumormaterial befindet (Abbildung 2.1). Dadurch
sollte vermieden werden, dass versehentlich nekrotische oder stark eingeblutete Tumorareale
oder Areale mit tumorfreiem Normalgewebe, welche jeweils fiir die immunhistochemische
Auswertung ungeeignet gewesen wéren, gestanzt wurden.

Aus den passenden Gewebeblocken wurden dann aus dem Bereich der gekennzeichneten
Tumorareale 0,6 mm durchmessende Gewebestanzen mittels des Manual Tissue Arrayers (Ab-
bildung 2.2) ausgestanzt und in vorher definierte Positionen in einem Empféngerparaffin-
block eingebracht (Abbildung 2.3 - 2.6). Von jedem Tumor wurden, soweit mdoglich, vier
Stanzen Tumorgewebe sowie eine Stanze tumorfreies Normalgewebe entnommen.

War kein Normalgewebe mehr vorhanden, wurden fiinf Stanzen Tumorgewebe gestanzt.

Bei den vorbestehenden 14 Arrays aus dem Institut fiir Pathologie der Charite Berlin
wurden 1,0 mm durchmessende Gewebestanzen verwendet und dreimal Tumorgewebe und

zweimal tumorfreies Nierenparenchym pro Patient gestanzt.
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Abbildung 2.1: Grofflachenschnitt eines Nierenzellkarzinoms (links), mit Markierung eines
geeigneten Tumorareals (Mitte) sowie der dazugehorige Paraffinblock (rechts)

Kommentar zu den Abbildungen 2.2 - 2.6: Die Abbildung 2.2 zeigt den Manual Tis-
sue Arrayer MTA-1 der Firma Beecher Instruments Inc. Der Grundplatte aufliegend ist die
Haltevorrichtung fiir den Empfiingerblock (hier bereits eingespannt) zu sehen. Dariiber, befes-
tigt am Stanzenarm, zwei Hohlnadeln (Stanzen) mit definiertem Durchmesser. Die linke, rote
Stanze dient dem Ausstanzen eines Paraffinzylinders aus dem Empfangerblock. Die rechte,
blaue Stanze dient dem Ausstanzen eines Gewebezylinders aus dem Donorblock und dem
Einbringen dieses Zylinders in den vorher geschaffenen Stanzenkanal im Empféngerblock.
Dazu wird der Stanzenarm mit den Stanzen manuell nach unten in die jeweiligen Paraffin-
blocke gedriickt und danach iiber einen Spannfedermechanismus wieder in die alte Position
gebracht. Der gesamte Stanzenarm kann sowohl nach rechts und links als auch nach vorne
und hinten millimetergenau mittels der seitlichen (rechts im Bild) und der hinteren (vom
Stanzenarm verdeckt) Stellschraube bewegt werden.

Die Abbildungen 2.3 - 2.6 zeigen die einzelnen Arbeitsschritte bei der Anfertigung eines
TMA. Abbildung 2.3 und 2.4 zeigen das Ausstanzen des Stanzenkanals im Empféngerblock,
Abbildung 2.5 zeigt den Donorblock und das Ausstanzen der Gewebestanze, Abbildung 2.6

das Einbringen dieser Gewebstanze in den Empfiangerblock.
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Abbildung 2.2: Manual-Tissue-Arrayer

Kommentar zur Abbildung 2.7 - 2.9: Die Abbildung 2.7 zeigt schematisch die Anord-
nung der einzelnen Gewebestanzen bei einem Array mit 25 untersuchten Tumoren. Unten
links befindet sich die Position 1.1, wo die erste Tumorstanze des ersten zu untersuchenden
Tumors eingebracht wird. Dann folgen dariiber drei weitere Positionen (1.2 - 1.4) fiir Tu-
morgewebe dieses Patienten und eine Position (1.5) fiir Normalgewebe. Dariiber folgen dann
mit etwas Abstand, die nichsten 5 Positionen (2.1 - 2.5) fiir den néchsten Patienten. Danach
wird wieder von unten angefangen mit dem 3. Patienten. Zur besseren Orientierung am spéter
angefertigten Schnittpriparat wird die Nummer 25 ausgelassen um ein nicht-symmetrisches
Schema zu erhalten.

Die Abbildungen 2.8 und 2.9 zeigen den fertigen Paraffinblock sowie das dazugehorige

Schnittpraparat eines TMA mit 41 gestanzten Tumoren.
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Abbildung 2.6: Arbeitsschritte bei der Anfertigung eines TMA
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Abbildung 2.7: Schema der Nieren-TMA Rostock und Berlin

Abbildung 2.9: HE-geférbtes Schnittpriparat eines TMA mit 41 gestanzten Tumoren
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2.4 Anfertigung der Schnittpriparate

Vor dem Schneiden wurden die angefertigten Tissue-Micro-Array-Blocke fiir ca. 60 Minuten
bei 40°C erwérmt, wodurch das Paraffin etwas weicher wurde und die eingebrachten Gewebe-
stanzen besser am Paraffinmaterial haften konnten. Danach wurden mittels Gewebemikrotom
4um dicke Schnitte angefertigt, wobei die Schnitte direkt auf beschichtete Objekttriger (IHC
Microscope Slides, FLEX - Dako) aufgezogen und eingedeckelt wurden.

Nach der Fertigstellung der Schnittpriparate wurden diese mit Himatoxylin-Eosin (HE)
gefrbt und lichtmikroskopisch hinsichtlich der Verwertbarkeit der einzelnen Stanzen ausge-
wertet.

Mindestens 10 % reprisentatives Tumorgewebe musste in den drei bzw. vier Tumorstanzen
vorhanden sein damit der entsprechende Fall von uns analysiert und ausgewertet werden

konnte.

2.5 EpCAM-Immunhistochemie

Das Prinzip immunhistochemischer Féarbemethoden beruht darauf, dass spezielle Proteine
(Antigene) sichtbar gemacht werden. Dieses wird mit Antikérpern, welche eine moglichst hohe
Affinitdt zum gesuchten Antigen aufweisen und mit diesem einen Antigen-Antikérperkomplex
bilden, erreicht. Diese Antikorper werden Primérantikorper genannt. Das Sichtbarmachen
wird durch ein Férbereagenz (spezielle Enzyme oder andere meist fluoreszierende Farbstoffe)
erreicht, welches entweder direkt am priméren Antikorper gebunden ist (direkte Immun-
floureszenz) oder an einen sekundéren Antikorper gebunden ist, welcher dann an den Antigen-
Antikoérper-Komplex bindet (indirekte Immunfloureszenz). Nur wenn das nachzuweisende
Antigen auch wirklich vorhanden ist und mit dem priméiren Antikérper Komplexe bildet,
wird ein spezifisches Farbsignal ausgelost. Die heutzutage verwendeten Antikérper werden
meist aus M#usen (monoklonal) oder aus Kaninchen (polyklonal) gewonnen. So auch die
Antikorper gegen das Antigen EpCAM.

Die immunhistochemischen Farbungen wurden im Institut fiir Pathologie der Universitét
Rostock durchgefiihrt. Dazu wurde der Antikérper FLEX Monoclonal Mouse Anti-Human
Epithelial Antigen; Klon: Ber-EP4; Isotyp: IgG1l, Kappa der Firma Dako verwendet. Die
Farbung erfolgte im Autostainer LINK 48 unter Verwendung des Envision FLEX K8000 -
Systems der Firma Dako. Vor der Farbung wurden die paraffineingebetteten Gewebeschnitte
20 Minuten lang bei 97°C mit der EnVision FLEX Target Retrieval Solution, High ph (ph9)-
Arbeitslosung (DM828) entparaffinisiert, rehydriert und demaskiert. Endogene Peroxidase
wurde mit EnVision FLEX Peroxidase-Blocking Reagent (SM801) geblockt.

Zur Farbung wurde ein Sustratsystem, bestehend aus einer konzentrierten Diaminoben-
zidinlésung (EnVision FLEX DAB + Chromogen (DM827)) verdiinnt mit EnVision FLEX
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Substrat Buffer (SM803) verwendet. Die Gegenfiarbung der Zellkerne erfolgte mit Envision
FLEX Hematoxylin (K8008).

2.5.1 Definition EpCAM-Expression

Als EpCAM-Expression wurde eine spezifische membranose Farbreaktion in mindestens 5%
der Tumorzellen definiert.

Als EpCAM-Uberexpression wurde ein Firbescore von >4 festgelegt. Das Scoringsystem
setzt sich aus dem prozentualen Anteil der Tumorzellen mit positiver Farbreaktion sowie der

jeweiligen Férbeintensitit zusammen (Tabelle 2.2).

Tabelle 2.2: Farbescore EpCAM-Immunhistochemie

0% der Tumorzellen 0
<10% der Tumorzellen 1 schwache Farbeintensitét 1
10-50% der Tumorzellen 2 méifige Farbeintensitit 2
51-80% der Tumorzellen 3 starke Farbeintensitét 3
4

>80% der Tumorzellen

Das Produkt der Punkte des prozentualen Anteils der positiven Tumorzellen sowie der
Férbeintensitit ergibt den letztendlichen Firbescore (Tabelle 2.3).

Tabelle 2.3: Farbescore EpCAM-Immunhistochemie

0 keine EpCAM-Expression
1-4 schwache EpCAM-Expression
5-8 moderate EpCAM-Expression
9-12 starke EpCAM-Expression

Hierbei wurden, wie oben bereits erwidhnt, Tumoren mit moderater und starker Expression
(Farbescore >4), als Tumoren mit EpCAM-Uberexpression zusammengefasst und teilweise

separat von Tumoren mit schwacher Expression untersucht.
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Abbildung 2.10: Stanzen (EpCAM) mit Geweben zweier klarzelliger Nierenzellkarzinome

Kommentar zur Abbildung 2.10: Die Abbildung zeigt zwei Stanzen unterschiedlicher
Tumoren, die linke Stanze zeigt eine starke membrandse Férbung nahezu aller Tumorzellen
(Farbescore 12 - starke EpCAM-Expression (EpCAM-Uberexpression)), die rechte Stanze
zeigt eine méfige membrandse Firbeintensitét in etwa 10 % der Tumorzellen (Férbescore 4 -
schwache EpCAM-Expression).

2.6 Klinische Verlaufe

Nach Herstellung der Tissue-Micro-Arrays, Anfertigung und Auswertung der immunhisto-
chemisch gefiarbten Schnittpriparate wurden die klinischen Verldufe, das progressionsfreie
Uberleben und die Gesamtiiberlebenszeit der Patienten aus dem klinischen Krebsregister
Rostock herausgesucht (Frau A. Litzenberger) und mit der EpCAM-Expression korreliert.

Es wurde gepriift, wieviele Patienten zum Zeitpunkt der Auswertung noch lebten. Bei be-
reits verstorbenen Patienten, unabhingig davon, ob sie an den Folgen ihrer Tumorerkrankung
verstarben oder nicht, wurden die Monate zwischen Diagnosestellung und letztmaligem Lebens-
nachweis als Gesamtiiberlebenszeit gewertet.

Von den meisten Féllen aus dem Institut fiir Pathologie an der Berliner Charite lagen uns

keine klinischen Daten vor.
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2.7 Statistische Analysen

Statistische Analysen wurden mittels SPSS (Statistical Package of Social Sciences 22.0) durch-
gefiihrt.

Das progressionsfreie Uberleben und die Gesamtiiberlebenszeit wurden mittels Kaplan-
Meier-Methode analysiert und mittels log-rank-test verglichen.

Cox-Regressions-Analysen deckten Zusammenhénge unterschiedlicher Faktoren und der
Expression von EpCAM auf, welche das progressionsfreie Uberleben sowie die Gesamtiiberlebens-
zeit der Patienten beeinflufiten.

Korrelationen zwischen der EpCAM-Expression der Nierentumoren und verschiedenen
klinischen und pathologischen Parametern wurden mittels des Pearsonschen Chi-Quadrat-
Tests demonstriert.

P<0,05 wurde als signifikant festgelegt.
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3. Ergebnisse

3.1 Morphologische Auswertung

Zuerst wurden die HE-geféirbten Schnittpriparate der 28 Tissue-Micro-Arrays lichtmikrosko-
pisch hinsichtlich der Menge und Verwertbarkeit des Tumorgewebes untersucht. Mindestens
10% Tumorgewebe wurden als notwendig erachtet, um eine addquate Bearbeitung und Auswer-
tung des Falles durchfithren zu kénnen und fiir diesen Tumor représentative Ergebnisse zu
erlangen. In 927/948 Fillen (97,8%) lag 10 % oder mehr Tumorgewebe vor. In 21 Fillen
war nicht ausreichend reprisentatives Tumormaterial vorhanden, urséchlich hierfiir waren
Nekrosen oder Fibrosierungen des Tumors, stédrkergradige Einblutungen sowie komplettes

Fehlen von Tumorgewebe in den Stanzen (empty-spots).

3.1.1 EpCAM-Expression der unterschiedlichen Entititen

Insgesamt zeigten 443 unser 948 untersuchten Tumoren (46,7%) eine EpCAM-Expression, 497
Tumoren zeigten keinerlei Féarbereaktion. Acht Tumoren (sieben klarzellige NZK, ein nicht
klassifizierbares NZK) konnten nicht ausgewertet werden.

Bei den klarzelligen Nierenzellkarzinomen zeigten 233/642 (36,3 %) Tumoren eine EpCAM-
Expression (Abbildung 3.1 - 3.2), bei den papilldren Nierenzellkarzinomen 126/155 (81,3%),
bei den chromophoben Nierenzellkarzinomen 54/68 (79,4%) und bei den seltenen bzw. un-
klassifizierbaren Nierenzellkarzinomen 13/30 (43,3%) (Tabelle 3.1).

Papillare Nierenzellkarzinome vom eosinophilen bzw. basophilen Subtyp hatten keine sig-
nifikanten Unterschiede hinsichtlich ihrer EpCAM-Expression.

Bei den Onkozytomen wiesen 17/45 (37,8%) eine membrandse Anférbbarkeit auf.

Mit p<0,001 sind die Unterschiede der EpCAM-Expression in den unterschiedlichen Tumoren-

titdten der Niere statistisch signifikant.

40



Abbildung 3.2: Stanze (EpCAM) mit Gewebe eines klarzelligen Nierenzellkarzinoms

Kommentar zur Abbildung 3.1 - 3.2: Die Abbildungen 3.1 und 3.2 zeigen jeweils
Stanzen des gleichen klarzelligen Nierenzellkarzinoms. Die erste Stanze (3.1) ist HE-gefirbt,
die zweite Stanze (3.2) zeigt die dazugehorige EpCAM-Immunhistochemie mit deutlicher

membrandser Farbereaktion nahezu aller Tumorzellen.
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Tabelle 3.1: EpCAM-Expression der unterschiedlichen Nierentumoren

Klarzellige NZK 233/642 (36,3%) | 409/642 (63,7%)
papillire NZK 126/155 (81,3%) 29/155 (18,7%)
chromophobe NZK 54/68 (79,4%) 14/68 (20,6%)
Onkozytome 17/45 (37,8%) 28/45 (62,2%)
seltene + unklass. NZK | 13/30 (43,3%) 17/30 (56,7%)

Das tumorfreie Nierengewebe zeigte die typische Expression von EpCAM in den Tubuli
und im Sammelrohrsystem mit Negativitdt in den Glomeruli mit den Kapillarschlingen (siehe

Diskussionsteil).

3.1.2 Expressionsstirken der einzelnen Entitéiten

Die papillaren und chromophoben Nierenzellkarzinome waren nicht nur die Entitéten mit den
prozentual haufigsten EpCAM-Expressionen, auch die Stéarke der jeweiligen Ausprigung war
in diesen Entitdten am hochsten. So zeigten 93 der insgesamt 126 EpCAM-positiven papilldren
Nierenzellkarzinome eine moderate bis starke Farbeintensitét, dieses entspricht einem prozen-
tualen Anteil von 74,6% (60,0 % aller papilliren NZK), bei den chromophoben Karzinomen
waren es sogar 75,9% (41/54) der EpCAM-positiven Tumoren (60,3% aller chromophoben
Karzinome).

Bei den klarzelligen NZK, bei denen mit 233/642 (36,3%) ansich schon nur etwa ein
Drittel der Tumoren iiberhaupt eine Farbereaktion zeigte, war diese bei den meisten dieser
Tumoren dann auch nur schwach ausgeprigt (144/233 = 61,8%). Nur 28 klarzellige NZK
zeigten eine starke Expression, dieses entspricht 12,0% der positiven Tumoren und nur 4,4%
aller untersuchten klarzelligen NZK.

Auch bei den Onkozytomem zeigte der Grofiteil der positiven Tumoren eine schwache bis
allenfalls méBige Farbeintensitit (12/17 positiven Tumoren = 70,6%).

Tabelle 3.2 fithrt die unterschiedlichen Expressionsstéirken der einzelnen Nierentumoren

und den prozentualen Anteil zum Gesamtkollektiv der einzelnen Tumorentititen auf.
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Tabelle 3.2: EpCAM-Expressionsstéirke der unterschiedlichen Nierentumoren

Klarzellige NZK 144 (22,4%) 61 (9,5%) 28 (4,4%)
papillire NZK 33 (21,3%) 48 (31,0%) 45 (29,0%)
chromophobe NZK 13 (19,1%) 18 (26,5%) 23 (33,8%)
Onkozytome 8 (17,8%) 4 (8,9%) 5 (11,1%)
seltene + unklass. NZK 3 (10,0%) 7 (23,3%) 3 (10,0%)

3.1.3 EpCAM-Expression in Bezug zum Differenzierungsgrad

Hinsichtlich des Differenzierungsgrades der Tumoren, dargestellt durch das Kerngrading nach
Fuhrman, zeigte sich, unabhingig von der Tumorentitit, ein prozentualer Anstieg der EpCAM-
Expression von Grad I nach Grad III, hier auch mit prozentualem Anstieg der méfligen und
starken Expressionsintensititen. So zeigten 21 der 96 auswertbaren Grad I-Tumoren (21,9
%) eine EpCAM-Expression, von denen lediglich 7 Tumoren (33,3%) eine méBige bis starke
Expression aufwiesen. Bei Grad II-Tumoren waren es 269 der 542 auswertbaren Fille (49,3%),
von denen 150 Tumoren (55,8%) eine mifBige oder starke Expression zeigten. Bei Grad III-
Tumoren waren es sogar 119 der 208 auswertbaren Félle (57,2 %), die eine EpCAM-Expression
aufwiesen, 71 hiervon (59,7%) eine miflige oder starke.

Bei weiterer Dedifferenzierung (Fuhrman Grad IV) war dann ein deutlicher Abfall der
EpCAM-Expressionen und deren Intensitéiten zu verzeichnen. 34 der 94 auswertbaren Tu-
moren (36,2%) zeigten eine Expression, 20 (58,8%) hiervon dann auch nur mit schwacher
Férbeintensitiat (Abbildung 3.3).

Mit p<0,01 sind auch die Unterschiede zwischen der EpCAM-Expression und dem Dif-

ferenzierungsgrad des Tumors signifikant.
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Abbildung 3.3: EpCAM-Expression aller Nierentumorentititen in Bezug zum Differen-
zierungsgrad (nach Fuhrman)

3.1.4 EpCAM-Expression in Bezug zur regionalen Ausdehnung des Primér-

tumors

Hinsichtlich der Ausdehnung des Tumors zeigte sich ein signifikanter Abfall der EpCAM-
Expressionen in den als pT3 und pT4 klassifizierten Tumoren, also denjenigen Tumoren, die
nicht mehr ausschliellich auf die Niere begrenzt waren, sondern ins perirenale Fettgewebe, ins
Nierenbecken oder peripelvine Fettgewebe, in grofiere Nierenveneniste oder iiber die Gerota-
Fascie hinaus infiltrierten.

So zeigten 295 der 586 (50,3 %) auswertbaren pT1- und pT2-Tumoren eine EpCAM-
Expression, 161 hiervon (54,6%) mit méBiger oder starker Intensitét. Bei den 280 auswert-
baren pT3-Tumoren zeigten nur noch 121 (43,2%) eine Expression von EpCAM, 67 hiervon
(55,4 %) mit méBiger oder starker Intensitét. Bei den 22 auswertbaren pT4-Tumoren waren
nur noch 6 (27,3%) positiv fir EpCAM, die Hélfte hiervon zeigte noch eine méBige Intensitét,
kein einziger Fall eine stark ausgepréigte Expression (Abbildung 3.4).

Mit p=0,011 sind die Unterschiede zwischen der EpCAM-Expression und der Ausdehnung

des Primértumors statistisch signifikant.
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Abbildung 3.4: EpCAM-Expression aller Nierentumorentitidten in Bezug zur Ausdehnung des
Tumors bei Diagnosestellung

3.1.5 EpCAM-Expression in Bezug zum Nodalstatus sowie dem Vorhan-

densein von Fernmetastasen

Es zeigten sich keine signifikanten Unterschiede in der Expression nodal positiver Tumoren
oder Tumoren mit Fernmetastasen zum Operationszeitpunkt im Vergleich zum Gesamtkollek-

tiv.
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3.2 Uberlebensanalyse

3.2.1 Uberlebenszeit, unabhiingig von der EpCAM-Expression

Klinische Follow-up Daten lagen uns insgesamt von 686 der 948 Fille vor.

Zum Zeitpunkt unserer Analyse waren 246 der 686 Patienten bereits verstorben, 440
Patienten lebten noch zum Zeitpunkt der letzten Abfrage.

Wie bereits erwdhnt, wurden als Gesamtiiberlebenszeit die Monate zwischen Diagnose-
stellung und Tod bzw. zwischen Diagnosestellung und letztmaligem Lebensnachweis gewertet.

Die Gesamtiiberlebenszeit nach Diagnosestellung betrug zwischen 1 und 177 Monaten (im
Mittel 54 Monate), das progressionsfreie Uberleben zwischen 2 und 153 Monaten (im Mittel
51,9 Monate)(Tabelle 3.3). Es ergab sich kein signifikanter Unterschied der Gesamtiiberlebens-
zeit in Abhéngigkeit von der Entitdt des Primértumors, einzig bei Patienten mit unklassifizier-
baren Nierentumoren war ein deutlicher Abfall der Uberlebenszeit zu verzeichnen. So betrug
bei Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinomen die mittlere Gesamtiiberlebenszeit 70,5
Monate, 61,9 Monate bei Patienten mit papillaren Nierenzellkarzinomen und 65,3 Monate bei
Patienten mit chromophoben Nierenzellkarzinomen. Patienten mit unklassifizierbaren Nieren-
zellkarzinomen lebten durchschnittlich nur noch 22,5 Monate nach Diagnosestellung. Lediglich
bei 4 Patienten mit der Diagnose eines Onkozytoms lagen uns klinische Follow-up Daten hin-
sichtlich des Uberlebens vor, aus denen sich eine durchschnittliche Uberlebenszeit von 54,8
Monaten ergab.

Hinsichtlich des Differenzierungsgrades der Tumoren ergab sich ein kontinuierlicher Abfall
der mittleren Gesamtiiberlebenszeit von Fuhrman-Grad I- und II -Tumoren (75,4 Monate) zu
Grad 3-Tumoren (57,9 Monate) bzw. Grad IV-Tumoren (30,3 Monate).

Tabelle 3.3: Progressionsfreies Uberleben und Gesamtiiberlebenszeit aller Patienten

gesamt 1 Monat - 177 Monate
im Mittel 54 Monate

gesamt | 2 Monate - 153 Monate
im Mittel 51,9 Monate
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3.2.2 Uberlebenszeitanalyse in Abhiingigkeit von der EpCAM-Expression

Unabhéngig von der Tumorentitit zeigten Kaplan-Meier-Analysen sowie univariate Cox-
Regressionsanalysen eine signifikant verlingerte Gesamtiiberlebenszeit bei Patienten mit EpCAM-
positiven Tumoren (Farbescore 1-12) (p= 0,047; 95% Konfidenzintervall 0,596 - 0,998, HR
0,772), wihrend das progressionsfreie Uberleben zwar auch eine Tendenz zur Verlingerung
bei EpCAM-positiven Tumoren zeigte, allerdings ohne statistische Signifikanz zu erreichen
(p=0,065; 95% Konfidenzintervall 0,414 - 1,037, HR 0,655).

Ebenfalls zeigte sich eine schwache, statistisch nicht signifikante Tendenz zur ldngeren
Gesamtiiberlebenszeit bei Patienten mit Tumoren mit EpCAM-Uberexpression (Farbescore
6-12) (p=0,161; 95% Konfidenzintervall 0.580 - 1,102, HR 0,799).

Das progressionfreie Uberleben bei Patienten mit Tumoren mit EpCAM-Uberexpression
(Farbescore 6-12) war signifikant verldngert (p= 0,011; 95% Konfidenzintervall 0,222 - 0,886,
HR 0,444)(Tabelle 3.4).

Dieses Ergebnis wurde mittels multivariater Cox-Regressionsanalyse bestétigt (p=0,009;
95% Konfidenzintervall 0,075 - 0,688; HR 0,227).

Tabelle 3.4: Kaplan-Meier Analyse der Gesamtiiberlebenszeit sowie des progressions-
freien Uberlebens von Patienten mit Nierenzellkarzinomen mit EpCAM-Expression und -
Uberexpression.

p=0,047 0,596 - 0,998 0,772
p=0,065 0,414 - 1,037 0,655
p=0,161 0,580 - 1,102 0,799
p=0,011 0,222 - 0,886 0,444

Hinsichtlich der einzelnen Tumorentitéiten zeigten sich geringgradig verldngerte (nicht sig-
nifikant) Gesamtiiberlebenszeiten bei EpCAM-positiven Tumoren (Férbescore 1-12) oder Tu-
moren mit EpCAM-Uberexpression (Firbescore 6-12)(Tabelle 3.5 - 3.6).
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Tabelle 3.5: Kaplan-Meier Analyse der Gesamtiiberlebenszeit bei EpCAM-Expression in den
Hauptentitdten von Nierenzellkarzinomen.

p=0,557 0,680 - 1,231 0,915
p=0,112 0,224 - 1,187 0,516
p=0,098 0,120 - 1,239 0,385

Tabelle 3.6: Kaplan-Meier Analyse der Gesamtiiberlebenszeit bei EpCAM-Uberexpression in
den Hauptentitdten von Nierenzellkarzinomen.

p=0,476 0,775 - 1,726 1,156
p=0,110 0,248 - 1,166 0,538
p=0,101 0,113 - 1,264 0,378

In univariaten Analysen konnte ein signifikant verlingertes progressionsfreies Uberleben
bei Patienten mit EpCAM-exprimierenden chromophoben Nierenzellkarzinomen (Abbildung
3.5) sowie bei papilliren und chromophoben Nierenzellkarzinomen mit EpCAM-Uberexpression
(Tabelle 3.7 - 3.8) nachgewiesen werden.

Eine Bestétigung mittels multivariater Regressionsanalysen war aufgrund der niedrigen

Fallzahlen chromophober und papilldrer Nierenzellkarzinome nicht moglich.

Tabelle 3.7: Kaplan-Meier Analyse des progressionsfreien Uberlebens bei EpCAM-Expression
in den Hauptentitdten von Nierenzellkarzinomen.

p=0,872 0,553 - 1,654 0,956
p=0,367 0,132 - 2,142 0,533
p=0,010 0,028 - 0,773 0,148
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Tabelle 3.8: Kaplan-Meier Analyse des progressionsfreien Uberlebens bei EpCAM-
Uberexpression in den Hauptentititen von Nierenzellkarzinomen.

p=0,691 0,456 - 2,462 1,059
p=0,025 0,042 - 0,966 0,200
p=0,043 0,0 - 12,326 0,025
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Abbildung 3.5: Signifikant verlingertes progressionsfreies Uberleben von Patienten mit
EpCAM-exprimierenden chromophoben NZK

3.2.3 Uberlebenszeitanalyse in Abhiingigkeit von der EpCAM-Expression

und dem Differenzierungsgrad der Nierenzellkarzinome

Sowohl in der Kaplan-Meier Analyse als auch mittels univariater und multivariater Cox-

Regressionsanalyse zeigte sich bei Patienten mit niedriggradig differenzierten Nierenzellkar-
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zinomen (Fuhrman-Grad 3 und 4) ein signifikant verlingertes progressionsfreies Uberleben
EpCAM-iiberexprimierender Tumoren (Féarbescore 6-12) im Vergleich zu EpCAM-exprimierenden
(Farbescore 1-4) und EpCAM-negativen Tumoren (univariat: p= 0,003; 95% Konfidenzinter-
vall 0,121 - 0,650, HR 0,280 / multivariat: p= 0,011; 95% Konfidenzintervall 0,139 - 0,770,
HR 0,327)(Abbildung 3.6).

Bei hoch- und méfBiggradig differenzierten Nierenzellkarzinomen zeigte sich hingegen kein
signifikant verlingertes progressionsfreies Uberleben bei EpCAM-exprimierenden- oder iiber-

exprimierenden Tumoren.
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Abbildung 3.6: Progressionsfreies Uberleben von Patienten mit EpCAM-iiberexprimierenden
high-grade NZK

3.2.4 Uberlebenszeitanalyse in Abhingigkeit klinischer Parameter

Kaplan-Meier Analysen hinsichtlich klinischer Parameter wie Geschlecht und Alter in Bezug
zur EpCAM-Expression der Tumoren zeigten allenfalls Tendenzen zur verliangerten progres-

sionsfreien - und Gesamtiiberlebenszeit, aber keine signifikanten Korrelationen.
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4. Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurden 948 Tumoren der Niere untersucht, 425 aus dem Institut
fiir Pathologie an der Charite Berlin, welche bereits als fertiger Tissue-Micro-Array vorlagen,
523 der Fille aus dem Institut fiir Pathologie der Universitdt Rostock. Letztgenannte Félle
wurden reevaluiert und ebenfalls auf Tissue-Micro-Arrays zusammengefasst, bevor dann alle
Tumoren immunhistochemisch mit Antikérpern gegen das epitheliale Zelladhdsionsmolekiil
(EpCAM) geféirbt wurden.

Nach Erfassung der zur Verfiigung stehenden postoperativen klinischen Verldufe (Tumor-

register Rostock) konzentrierten wir uns auf folgende Untersuchungsschwerpunkte:

e Allgemeine EpCAM-Expression von Nierengewebe und Nierentumoren.
e EPCAM-Expression der unterschiedlichen Entitédten der Nierentumoren.
e EpCAM-Expression von Nierentumoren in Abhéngigkeit vom Differenzierungsgrad.

e Progressionsfreie Uberlebenszeit der Patienten in Abhingigkeit der EpCAM-Expression

des jeweiligen Tumors.

e Gesamtiiberlebenszeit der Patienten in Abhéingigkeit der EpCAM-Expression des je-

weiligen Tumors.
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Die TMA-Technik erwies sich hierbei als praktische Methode, da sie es uns ermoglichte,
viele Tumoren gleichzeitig auf einem Objekttriger mit einer spezifischen Fiarbung zu unter-
suchen, auszuwerten und miteinander zu vergleichen. Dadurch konnten alle 948 Tumoren
auf insgesamt 28 Arrays zeitlich effektiv untersucht werden. Auch die Materialeinsparungen
hinsichtlich der immunhistochemischen Farbungen sollen hierbei nicht aufler Acht gelassen
werden, ein weiterer Vorteil diese Arbeitsmethode.

Bei kritischer Betrachtung der Arbeitsmethode ergibt sich allerdings die Frage, ob die
winzigen Tumoranteile, die in den Arraystanzen erfasst werden kénnen, immer ein fiir den
Gesamttumor repréisentatives Material darstellen kénnen. Eine sorgfiltig Auswahl und Kenn-
zeichnung der zu stanzenden Tumorareale ist notwendig, damit das in den Stanzen erfasste
Material mit grofitmoglicher Wahrscheinlichkeit dem iiberwiegenden Differenzierungsgrad des
Tumors entspricht und demzufolge auch die EpCAM-Expression der erfassten Tumorzellen
repriasentativ fiir die EpCAM-Expression aller Tumorzellen ist.

Auch lasst es sich bei dieser Methode nicht immer verhindern, dass unbrauchbares Tu-
morgewebe gestanzt wird (z.B. Einblutungen oder Tumornekrosen) oder iiberhaupt kein Tu-
morgewebe mit der Stanze erfasst wird.

So war auch in unserer Arbeit in 21 der 948 gestanzten Fillen aus den oben genannten

Griinden nicht ausreichend reprisentatives Tumormaterial in den Stanzen vorhanden.

4.1 Funktion von EpCAM

EpCAM ist ein epithelspezifisches Zelladhésionsmolekiil, welches calciumunabhéngig homophile
interzelluldre Bindungen vermittelt. Dies wurde in tierexperimentellen Studien mit M&usen
aufgezeigt, in denen sich sogenannte L-Cells (M&usefibroblasten, die unféhig zur interzel-
luldren Adhésion sind) bei EGP40-Expression (EpCAM) auf der Oberfliche zu Zellaggre-
gaten verbanden. Die EpCAM-Konzentrationen waren hier im Bereich der Zell-Zell-Grenzen
am hochsten [41] [10]. Dabei ist die cytoplasmatische Doméne von EpCAM fiir die Adhésion
notwendig, da mutierte EpCAM-Proteine, denen dieser Anteil fehlte, keine interzelluldren
Adhésionen mehr vermittelten [10].

EpCAM ist unabdingbar fiir dauerhafte Zelladhisionen, dhnlich den durch Zelladhésions-
molekiile wie den Cadherinen, dem Carcinoembryonalen Antigen (CEA) oder ICAM-1 ver-
mittelten Zell-Zell-Interaktionen [10].

Die genauen Mechanismen dieser Funktion sind noch nicht ausreichend geklart und wei-
terhin Bestandteil des wissenschaftlichen Interesses [16].

Desweiteren interagiert EpCAM mit seiner cytoplasmatischen Doméne mit dem Aktin-
Zytoskelett und spielt eine Rolle in der Regulation cadherinvermittelter interzelluldrer Verbindun-
gen [10].
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Da EpCAM in malignen Tumoren vermehrt oder de novo exprimiert wird, lag die An-
nahme nahe, dass dieses Protein an der Entstehung von Karzinomen durch direkte Auswirkun-
gen auf den Zellzyklus beteidigt ist. Muenz et al. [47] zeigten 2004, dass EpCAM zum
einen iiber die Induktion der zellzyklusregulierenden Gene Cyclin A und Cyclin B direkte
Auswirkung auf den Zellzyklus sowie auf Proliferation und Metabolismus epithelialer Zellen
und Fibroblasten hat, zum anderen die F&ahigkeiten besitzt, das Protoonkogen c-myc zu in-
duzieren. Damit konnte belegt werden, dass EpCAM direkt in die Mechanismen der Tu-
morentstehung involviert ist. Das wurde zusétzlich dadurch verdeutlicht, dass eine Hemmung
von EpCAM eine deutliche Reduktion der Proliferation von Karzinomzellen bewirkte. Das
erklirt auch die in Kapitel 1.1.5. erwdhnte deutlich erhthte Expression von EpCAM in ma-
lignen Neoplasien und Préneoplasien.

Auch im Verlauf der Entwicklung der Langerhans-Inseln der Bauchspeicheldriise spielt
EpCAM eine entscheidende Rolle. Cirulli et al. [18] 1998, konnten nachweisen, dass es durch
Losung EpCAM-vermittelter Zell-Zell-Interaktionen in fetalen Pankreaszellen zu einem sig-
nifikanten Anstieg der Transkription der Insulin- und Glucagongene kommt, was die Annahme
stiitzt, dass die Inaktivierung oder Losung von EpCAM von Zelloberflichen ein Signal fiir die

Differenzierung von Langerhans-Zellen darstellt.

4.2 EpCAM-Expression der Nieren

In der Niere exprimieren besonders die Epithelien des Tubulusapparates (mit ansteigender
EpCAM-Expression von proximal nach distal [57] [10]) sowie der Sammelrohre EpCAM. Die
Epithelzellen der Henle‘schen Schleife sowie der Bowman‘schen Kapsel exprimieren geringere
Mengen EpCAM.

Die Kapillarschlingen der Nierenglomeruli sind negativ (Abbildung 4.1 und 4.2).

Das Urothel des Nierenbeckens und der ableitenden Harnwege zeigt jeweils nur eine gering-
fiigige Positividt [45] [10] [59].
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Abbildung 4.2: Stanze (EpCAM) mit tumorfreiem Normalgewebe aus der Niere

Kommentar zur Abbildung 4.1 - 4.2: Die Abbildungen zeigen jeweils eine Stanze mit
tumorfreiem Nierenrindengewebe. Die erste Stanze ist HE-gefiarbt, die zweite Stanze zeigt
die dazugehorige EpCAM-Immunhistochemie. Sehr gut ist hier die oben erwdhnte EpCAM-
Expression im tumorfreien Nierengewebe zu sehen, mit einer deutlichen Farbung im Bereich
der distalen Tubuli und der Sammelrohre, allenfalls geringer Férbung im Bereich der proxi-

malen Tubuli und fehlender Férbung der Glomeruli mit den Kapillarschlingen.
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4.3 EpCAM-Expression in Nierentumoren

Zwei Arbeiten, welche sich mit der Expression von EpCAM in den unterschiedlichen Entitéiten
der Nierentumoren beschiftigt haben, sind von Went, P. et al. 2005 [57] und von Eichelberg
et al. 2013 [23]

Went et al. [57] untersuchten 182 Tumoren der Niere hinsichtlich ihrer EpCAM-Expression
auf Tissue-Micro-Arrays. Bei den Tumoren handelte es sich um 147 klarzellige, 20 papillére
und 12 chromophobe Nierenzellkarzinome sowie 3 Onkozytome. Desweiteren wurden in dieser
Studie 21 chromophobe Karzinome und 15 Onkozytome auf Grofiflichenschnitten untersucht.

Eichelberg et al.[23] untersuchten insgesamt 1088 Tumoren der Niere mittels Tissue-Micro-
Array-Technik. Hierbei waren 657 klarzellige NZK, 131 papilliren NZK, 56 chromophobe
NZK und 48 Onkozytome fiir eine immunhistochemische Auswertung der EpCAM-Expression

geeignet.

Genau wie in unserer Arbeit wurde auch in diesen Studien ausschliefllich eine membranose
Anfirbbarkeit als positiv gewertet und die Graduierung wurde aus der Féarbeintensitét sowie

der prozentualen Anzahl der geféirbten Zellen berechnet.

Bei Went et al. [57] zeigten 8% der klarzelligen NZK eine starke EpCAM-Expression, 9% eine
moderate und 12% eine schwache Expression. 71% der klarzelligen Karzinome waren negativ.
Bei Eichelberg et al.[23] zeigten 36% der klarzelligen NZK eine starke EpCAM-Expression,
15% eine moderate und 16% eine schwache Expression. 34% der klarzelligen Karzinome waren

negativ.

Tabelle 4.1: EpCAM-Expression klarzelliger Nierenzellkarzinome - ein Literaturvergleich

Went et al. [57] 8 9 12 71
(n=147)
Eichelberg et al.[23] 36 15 16 34
(n=767)
Eigene Arbeit 4.4 9,5 224 63,7
(n= 642)
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Hinsichtlich der EpCAM-Expression der klarzelligen Nierenzellkarzinome im Allgemeinen
sowie der Intensitdten der EpCAM-Expression zeigen sich in unserer Arbeit dhnliche Werte,
verglichen mit der Arbeit von Went et al. [57].

Bei Eichelberg et al.[23] war der Anteil der klarzelligen NZK mit EpCAM-Expression
im Allgemeinen und mit starker Farbeintensitdt im Speziellen deutlich hoher als in den bei-
den anderen Arbeiten. Mogliche Erkldrungen hierfiir konnen bei Verwendung des gleichen
Antikorpers bei Went [57] und Eichelberg [23] (jeweils Clone VU-1D9, Novocastra), die un-
terschiedlichen Arbeitsschritte und die Verwendung unterschiedlicher Substrate zur Entparaf-
finierung, Rehydrierung, Demaskierung und Farbung sein. Und trotz des deutlich geringeren
Anteils der negativen klarzelligen NKZ bei Eichelberg im Vergleich zu Went oder unserer
Arbeit, zeigt sich auch hier, dass die klarzelligen Karzinome signifikant haufiger kein EpCAM
exprimieren als die anderen Nierentumorentitéiten.

Hinsichtlich der anderen Entitéten zeigten sich bei Went et al. [57], dass 90% der 20 pa-
pilliren NZK EpCAM exprimierten, wovon 35% eine starke, 20% eine moderate und 35% eine
schwache Expression von EpCAM aufwiesen. Es gab keine Unterschiede hinsichtlich der Ex-
pressionsmuster zwischen papilldren Karzinomen Typ I und Typ II. Bei den 12 chromophoben
Karzinomen exprimierten 78% EpCAM, davon 62% stark, je 8% moderat bzw. schwach.

Bei Eichelberg et al.[23] sahen die Ergebnisse dhnlich aus: 89% der 131 papilliren NZK
exprimierten EpCAM und 79% wiesen hierbei eine hohe Férbeintensitit auf. 93% der 56
chromophoben Karzinome waren in dieser Arbeit positiv, 89% mit starker Firbeintensitiit.

Hinsichtlich der Antigenexpression im Allgmeinen ergaben sich auch in unserer Arbeit
wieder dhnliche Zahlen, papillire NZK waren in 81,3% positiv, chromophobe NZK in 79,4%
positiv, allerdings waren bei uns die prozentualen Anteile der Tumoren mit starker Ex-
pression deutlich geringer (papillire NZK: 29,0%; chromophobe NZK: 33,8%). Dies kann
moglicherweise auf den unterschiedlichen Antikoérper, den wir im Vergleich zu den anderen
beiden Studien verwendet haben, aber auch auf unterschiedliche Arbeitsschritte und Reagen-
zien wihrend der Entparaffinierung, Rehydrierung, Demaskierung und Farbung zuriickgefiihrt
werden. Und sicherlich spielen hierbei auch subjektive Faktoren hinsichtlich der Einschétzung
von Férbeintensitdten und Verteilungen sowie die bei diesen Entitédten recht geringen Fall-
zahlen eine nicht zu vernachléssigende Rolle.

Desweiteren muss erwéhnt werden, dass wir keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich
der EpCAM-Expression zwischen den beiden Subtypen des papilliren Nierenzellkarzinoms
gefunden haben. Hier korrespondiert unser Ergebnis mit den Ergebnissen von Went et al.,
wéhrend Eichelberg et al. diese Unterteilung nicht vornahmen.

Eine weitere Arbeit zeigte dann doch Unterschiede in den Expressionsmustern dieser bei-
den Tumorsubentitéiten auf. Seligson et al.[53] untersuchten 2004 unter anderem 42 papillére
NZK hinsichtlich ihrer EpCAM-Expression, wobei der eosinophile Subtyp deutlich stérkere

Férbeintensititen aufwies als der basophile Subtyp.
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Die drei Onkozytome, die Went et al. auf einem Array untersuchten, waren allesamt ne-
gativ, bei den 48 Onkozytomen, die Eichelberg et al. untersuchten, exprimierten 70% EpCAM,
davon wiesen 35% starke, 25% moderate und 10% schwache Féarbeintensititen auf. Verglichen
mit unseren Werten, zeigen sich auch bei den Onkozytomen bei Eichelberg et al. hiufigere und
intensivere immunhistochemische Reaktionen, wobei auch bei dieser Entitéit die Fallzahlen
ziemlich gering sind.

Die Untersuchung von Went et al. hinsichtlich der EpCAM-Expression von chromophoben
Karzinomen und Onkozytomen auf Grofiflichenschnitten zeigte in 90% der 21 chromophoben
NZK eine starke Expression in > 90% der Zellen. Dieses deckt sich mit den Ergebnissen der
Array-Untersuchungen von Went und Eichelberg. In unserer Arbeit wiesen nur 33,8% eine
starke Expression auf.

Ein Karzinom auf dem Grofiflichenschnitt von Went zeigte eine fokale Positivitéit und nur
ein Karzinom war komplett negativ.

Bei den Onkozytomen zeigten zwar 87% der 15 Onkozytome eine EpCAM-Expression,
allerdings meist nur partiell in wenigen, teils diffus verteilten Zellen, sodass insgesamt weniger
als 10 % aller Tumorzellen positiv waren.

In unserer Untersuchung waren mit 28/45 (62,2%) die Mehrzahl der Onkozytome negativ
fiir EpCAM, auf den Grofflichenschnitten bei Went, P. et al. waren 87% positiv, allerdings
meist nur in kleinen Arealen oder nur partiell in Einzelzellen. Nicht auszuschlieSen bleibt
hierbei, dass wenn Onkozytome nur inhomogene Farbemuster in einzelnen Arealen aufweisen,
diese Areale auf Arraystanzen nicht erfasst sein konnten. Diese Hypothese korrespondiert auch
mit den Ergebnissen von Went et al. selbst, deren drei separat auf einem Array untersuchte
Onkozytome allesamt negativ waren.

Desweiteren zeigten Went et al., dass die meisten Tumoren, unabhéngig davon welcher
histologischen Entitét sie zuzuordnen waren, eine inhomogene Farbung zeigten und dass sarko-
matoid entdifferenzierte Areale, ebenfall unabhéngig von der priméren Entitét, ausnahmslos
negativ waren.

Eine Korrelation zwischen Differenzierungsgrad, Stadium bei Diagnosestellung und EpCAM-
Expression konnte bei Went et al. nicht belegt werden.

In unserer Arbeit zeigte sich ein zwar geringer aber stetiger Anstieg der EpCAM-Expressionen
von hochdifferenzierten Tumoren (G1) hin zu niedriger differenzierten Tumoren (G3) mit
deutlichen Abfall bei weiterer Entdifferenzierung (Fuhrman Grad 4). Im Gegensatz hierzu
waren bei Eichelberg et al. die schlechter differenzierten (Fuhrman-Grad 3 + 4) klarzelligen
NZK haufiger EpCAM-negativ.

Die bereits erwdhnte Studie von Seligson et al. [53] zeigte vergleichbare Ergebnisse. Von
404 Nierenzellkarzinomen und Onkozytomen zeigten sich auch hier die stdrksten Expres-
sionen in chromophoben Karzinomen, etwas weniger in papilliren Karzinomen. Klarzellige

Karzinome sowie sarkomatoide Anteile zeigten die schwichsten Expressionsmuster. Die un-
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tersuchten Onkozytome zeigten Anfirbbarkeiten einzelner, diffus verteilter Zellen.

Desweiteren beinhaltete diese Studie 4 Sammelrohrkarzinome, welche allesamt starke
EpCAM-Expressionen zeigten.

Wiéhrend wir in unserer Arbeit keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der EpCAM-
Expression nodal-positiver Tumoren oder Tumoren mit Fernmetastasen nachweisen konnten,
zeigten Went et al. dass Metastasen von klarzelligen Nierenzellkarzinomen signifikant hdufiger
EpCAM-negativ waren als die zugehorigen priméren klarzelligen NZK (p=0,0075), Eichelberg
et al. zeigten, dass klarzellige NZK mit Lymphknotenmetastasen signifikant hiufiger EpCAM-
negativ waren als klarzellige NZK ohne Lymphknotenmetatsasen (p=0,018).

Es stellt sich nun die Frage, ob sich diese Erkenntnisse {iber die Expressionsmuster von
EpCAM in normalen Geweben bzw. Tumorgeweben und dem verlédngerten progressionsfreien
Uberleben (seltenere Metastasierung) nicht widerspricht?

Zum einen wird EpCAM in neoplastischen Geweben und prakanzerdsen Vorstufen deutlich
vermehrt exprimiert als in den korrespondierenden tumorfreien Geweben und diese Expression
steigt bis zu einem gewissen Punkt mit abnehmender Differenzierung weiter an, zum anderen
zeigen Patienten mit EpCAM-exprimierenden Tumoren ein verldngertes progressionsfreies
Uberleben.

Dieser vermeintliche Widerspruch ldsst sich gut mit den oben erwédhnten Funktionen von
EpCAM erkldren. Zum einen hat EpCAM durch Induktion des Protoonkogens c-myc di-
rekte Auswirkungen auf den Zellzyklus und daraus resultierend auch auf die Tumorentste-
hung, wodurch sich die vermehrte Expression in neoplastischen Geweben und prikanzertsen
Vorstufen erkliaren 1aft. Zum anderen ist es aber auch ein interzelluldres Adhésionsmolekiil,
welches Zell-/ Tumorzellverbénde festigt und das Herauslosen einzelner Tumorzellen
erschwert. Die geringere Metastasierung EpCAM-exprimierender Tumoren kann so erklért

werden.

4.4 Uberlebenszeitanalysen

In der Literatur finden sich mehrere Arbeiten zu dem Thema Uberlebenszeit EpCAM-ex-
primierender Nierenzellkarzinome, wobei sich viele Autoren allerdings auf die Analyse der
klarzelligen Nierenzellkarzinome beschrankten.

Went et al.[57] untersuchten die Gesamtiiberlebenszeit von Patienten mit klarzelligen
Nierenzellkarzinomen. Mittels Multivariater Cox-Regressionsanalyse (Variablen: Tumor-Stage,
Tumor-Grading, EpCAM-Expression und Vorhandensein von Tumornekrosen) von 147 Tu-
moren wurde zum einen erwartungsgemif aufgezeigt, dass ein niedriger Differenzierungsgrad,
das Vorhandensein von Nekrosen und eine fortgeschrittene Ausdehnung des Primértumors
(pT-Stage) mit einer signifikant schlechteren Prognose und verkiirzter Gesamtiiberlebenszeit

assoziiert sind. Zum anderen konnte eine verldngerte Gesamtiiberlebenszeit bei Patienten mit
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EpCAM-exprimierenden klarzelligen NZK aufgezeigt werden, allerdings ohne statistische Sig-
nifikanz zu erreichen (p=0,2) (Tabelle 4.2). Zum progressionsfreien Uberleben von Patienten
mit EpCAM-exprimierenden Tumoren machen Went et al. keine Aussagen.

Kim et al.[37] und Klatte et al. [38] untersuchten ausschlieBlich klarzellige Nierenzellkar-
zinome. Kim et al. wiesen mittels multivariater Cox-Regressionsanalyse von 318 klarzelligen
NZK eine nicht signifikante Tendenz (p=0,49) zur verldngerten Gesamtiiberlebenszeit bei
EpCAM-exprimierenden Tumoren nach (Tabelle 4.2). Klatte et al. zeigten ein verldngertes
progressionsfreies Uberleben EpCAM-exprimierender klarzelliger Nierenzellkarzinome mittels
univariater Cox-Regressionsanalyse von 170 Tumoren, ohne statistische Signifikanz (p=0,173)
zu erreichen (Tabelle 4.2).

Diese Ergebnisse der Arbeiten von Went, Kim und Klatte decken sich mit den Ergebnissen
unserer Arbeit, auch wir haben verlangerte Gesamtiiberlebenszeiten und verldngerte progres-
sionsfreie Uberlebenszeiten bei Patienten mit klarzelligen Nierenzellkarzinomen nachgewiesen,
ebenfalls ohne statistische Signifikanz zu erreichen.

Eichelberg et al. [23] und Seligson et al.[53] wiesen jeweils signifikant verldngerte Gesamt-
iiberlebenszeiten bei Patienten mit EpCAM-exprimierenden klarzelligen Nierenzellkarzinomen
nach (Tabelle 4.2).

Eichelberg et al. untersuchten hierfiir sowohl mittels univariater als auch multivariater
Regressionsanalysen 657 klarzellige Nierenzellkarzinome hinsichtlich des Uberlebens der Pa-
tienten in Abh#ngigkeit von der EpCAM-Expression der einzelnen Tumoren.

Seligson et al. untersuchten 318 klarzellige Nierenzellkarzinome.

Sowohl Went et al. als auch Eichelberg et al. untersuchten in ihren Arbeiten jeweils die
EpCAM-Expression in allen Hauptentitéiten von Nierentumoren. Hinsichtlich der Auswer-
tung der Uberlebenszeiten in Abhéngigkeit von der EpCAM-Expression beschriinkten sie sich
allerdings ebenfalls auf die klarzelligen Karzinome bzw. das Gesamtkollektiv. Demzufolge gibt
es fiir unsere Ergebnisse der Uberlebenszeiten der chromophoben und papilliren Nierenzell-
karzinome keine Vergleichsdaten.

Wie in Kapitel 3.2.2 beschrieben, haben wir in univariaten Analysen ein signifikant verléin-
gertes progressionsfreies Uberleben bei Patienten mit EpCAM-exprimierenden chromophoben
Nierenzellkarzinomen sowie EpCAM-iiberexprimierenden chromophoben und papilldren Nieren-
zellkarzinomen aufzeigen konnen. Eine bestéitigende Darstellung unserer Ergebnisse mittels
multivariater Analyse war jedoch aufgrund der geringen Fallzahlen chromophober und pa-
pilldrer Karzinome nicht moglich. Studien mit gréfleren Fallzahlen dieser Tumoren sind hierfiir
notwendig.

Alle anderen Untersuchungen klarzelliger, chromophober und papilldrer NZK hinsichtlich
Gesamtiiberlebenszeiten und progressionsfreien Uberlebenszeiten bei EpCAM-Expression bzw.
- Uberexpression zeigten jeweils Tendenzen zur Verlingerung ohne statistische Signifikanz zu

erreichen.
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Tabelle 4.2: Uberlebenszeitanalysen EpCAM-exprimierender NZK - ein Literaturvergleich.

Seligson et al.[53] 318 41% EpCAM-positive klarzellige NZK
klarzellige NZK

Signifikant verléingertes Gesamtiiberleben bei
EpCAM-positiven Tumoren
(p=0,017)

Eichelberg et al.[23] 657 66% EpCAM-positive klarzellige NZK
klarzellige NZK

Signifikant verlédngertes Gesamtiiberleben bei
EpCAM-positiven Tumoren
(p=0,001)
Kim et al.[37] 318 Keine Angaben zur EpCAM-Expressionshiufigkeit
klarzellige NZK

Verldngertes Gesamtiiberleben bei
EpCAM-positiven Tumoren
ohne statistische Signifikanz
(p=0,49)
Klatte et al. [3§] 170 Keine Angaben zur EpCAM-Expressionshiufigkeit
klarzellige NZK

Verlingertes progressionsfreies Uberleben bei
EpCAM-positiven Tumoren
ohne statistische Signifikanz
(p=0,173)
Went et al.[57] 147 28,6% EpCAM-positive klarzellige NZK
klarzellige NZK

Verldngertes Gesamtiiberleben bei
EpCAM-positiven Tumoren

ohne statistische Signifikanz
(p2072)

60



Tabelle 4.3: Fortsetzung Tabelle 4.2

Eigene
Untersuchungen Signifikant verléingerte Gesamtiiberlebenszeit
642 bei Patienten mit EpCAM-
klarzellige NZK positiven Tumoren (p=0,047)
155 Signifikant verléngertes progressionsfreies
papillare NZK Uberleben bei Patienten

mit EpCAM-iiberexprimierenden
69 Tumoren (p= 0,011)
chromophobe NZK
Signifikant verldngertes progressionsfreies
45 Uberleben bei Patienten mit
Onkozytome EpCAM-exprimierenden chromophoben
Karzinomen (p= 0,01)
oder EpCAM-iiberexprimierenden
chromophoben (p=0,043) und
papilldren (p=0,025) NZK

4.5 Diagnostische Relevanz von EpCAM

Auch in der téglichen pathologischen Routinediagnostik erweist sich EpCAM als niitzlicher
Marker.

Als rein epitheliales Antigen kann man bei Tumoren unbekannten Ursprungs bei posi-
tiver immunhistochemischer Farbereaktion die epitheliale Herkunft belegen. Auch bei der
Unterscheidung zwischen einem nichtepithelialen Primértumor und Metastasen eines andern-
orts gelegenen epithelialen Tumors kann EpCAM hilfreich sein. Als Beispiel sollen hier neu-
ropathologische Untersuchungen von Tumoren des Gehirns genannt werden, wo mittels eines
epithelialen Markers wie EpCAM unterschieden werden kann, ob ein Hirntumor primér vom
Hirnparenchym ausgeht (EpCAM-Negativitét) oder ob es sich um Metastasen epithelialer
Tumoren wie z.B. einem Bronchial- oder Mammakarzinom (EpCAM-Positivitét) handelt.

Auch in der Differenzialdiagnostik der einzelnen Nierentumorentititen kann EpCAM hilf-
reich sein. Wenn man beispielsweise einen hellzellig differenzierten Tumor der Niere unter-

sucht, kann die Unterscheidung zwischen einem klarzelligen Nierenzellkarzinom und beispiels-

61



weise einem chromophoben Nierenzellkarzinom mit hellzelliger Differenzierung schwierig sein.
Aufgrund der deutlich héheren Expression von EpCAM in chromophoben Karzinomen kann
eine immunhistochemische Untersuchung mit diesem Marker hier wegweisend sein.

Eine der wohl wichtigsten diagnostischen Moglichkeiten, die uns EpCAM bietet, ist die
schwierige Differentialdiagnose zwischen einem chromophoben Nierenzellkarzinom und einem
Onkozytom. Diese Differentialdiagnose ist von grofier Bedeutung fiir den Patienten, da es hier-
bei auch um die Unterscheidung eines gutartigen von einem bosartigen Tumor geht. Wie wir
in unserer Arbeit aufzeigen konnten, haben diese beiden Tumorentitéten aber unterschiedliche
Expressionsmuster hinsichtlich EpCAM. 79,4% aller chromophoben Karzinome waren posi-
tiv, weit mehr als die Héilfte hiervon mit moderater oder starker Expression, wihrend nur
37,8% der Onkozytome eine in den meisten Fillen dann auch nur schwache Expression von
EpCAM aufwiesen. Dadurch kann die immunhistochemische Untersuchung mit EpCAM bei

der schwierigen Unterscheidung dieser beiden Tumoren hilfreich sein.

4.6 Das Antigen EpCAM als Ziel immuntherapeutischer In-

terventionen

Nachdem nun gezeigt wurde, dass das Membranprotein EpCAM durchaus eine prognostische
Bedeutung bei einigen Nierentumoren hat und auch in der téglichen Diagnostik hilfreich sein
kann, bleibt abschliefend die Frage zu kldren, ob denn mit entsprechenden immuntherapeu-
tischen Interventionen mit Anti-EpCAM-Antikorpern ein therapeutischer Nutzen erzielt wer-
den kann.

Bereits 1986 erkannten Gottlinger et al. [30], dass EpCAM ein bedeutender Zielpunkt fiir
eine antikorpervermittelte Tumortherapie sein kann.

Einer der ersten Antikorper gegen EpCAM war Edrecolomab, ein monospezifischer Anti-
EpCAM-Antikérper. Uber Bindung an EpCAM wird eine endogene Signalkaskade aktiviert
mit dem Zielpunkt der Zerstérung der betroffenen Zelle. Zwar liel sich mit dieser alleinigen
antikorperbasierten Therapie eine Zytotoxizitéit gegeniiber EpCAM-exprimierenden Zellen
nachweisen, allerdings konnte kein groflerer Effekt als mit den bis dahin eingesetzten adjuvan-
ten Chemotherapeutika erreicht werden. [50] [52] [9] [25]. Es mussten andere Wege gefunden
werden um diesen monospezifischen Antikorper und dessen Wirkung zu verbessern.

Im Jahr 2000 zeigten Flieger et al. [26] in vitro an EpCAM-positiven Kolonkarzinomzellen
(Zelllinie HT29), dass ein gegen EpCAM und gegen CD3 gerichteter doppelspezifischer An-
tikorper die Zytotoxizitdt von CD-3-exprimierenden zytokin-induzierten Killerzellen (CIK)
gegeniiber EpCAM-exprimierenden Tumorzellen deutlich erhthen kann. Dazu wurden die
Killerzellen (CIK) in vitro aus mononukledren Zellen des peripheren Blutes unter Zugabe
von Interferon--, Interleukin-2, Interleukin-1 und einem monoklonalen CD3-Antikorper gene-

riert und deren Zytotoxizitéit allein mit der Zytotoxizitat unter Zugabe des doppelspezi-
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fischen EpCAM /CD3-Antikorpers (dsAK) verglichen. Die generierten Killerzellen (CIK) wiesen
an sich schon eine deutlich hohere Zytotoxizitiat auf als nicht modifizierte mononukleédre
Zellen des peripheren Blutes. Unter Zugabe des doppelspezifischen Antikorpers kam es zur
Verbindung der CD3-positiven Killerzellen (CIK) mit den EpCAM-exprimierenden Tumorzellen
und eine nochmals deutlich gesteigerte Zytotoxizitdt konnte belegt werden. Unter nochma-
liger Zugabe von IFN-« und IL-2 zum CIK-AK-Komplex konnte die Toxizitdt gegeniiber den
Tumorzellen weiterhin gesteigert werden.

Die hier aufgezeigte Zytotoxizitdt war deutlich hoher als die Toxizitét monospezifischer
Anti-EpCAM-Antikérper gegen Tumorzellen.

Desweiteren kombinierten Flieger et al. den doppelspezifischen Antikérper mit anderen
monospezifischen Anti-EpCAM-Antikorpern, welche an anderen Doménen des Adhésionsmole-
kiils angreifen, um zu schauen, ob eine weitere Erhéhung der Toxizitdt gegeniiber den Tu-
morzellen erreicht werden kann. Es zeigte sich eher ein gegenteiliger Effekt, die Toxizitét
beider Antikérper zusammen war geringer als die Zytotoxizitit des doppelspezischen An-
tikorpers alleine.

Diese Studie zeigte eindrucksvoll auf, dass eine antikérperbasierte Therapie in Verbindung
mit Immuntherapeutika (doppelspezifische Antikoérper) bei Tumorzellen einen deutlich héheren
zytoreduktiven Effekt haben kann als monospezifische Anti-EpCAM-Antikorper.

Basierend auf diesen Erfahrungen wurden in den letzten Jahren diverse Studien hin-
sichtlich Antikorpern gegen EpCAM durchgefiihrt, mit dem Ziel, eine nochmals verbesserte
Wirkung zu erzielen und vor allem auch um die klinische Wirkung und eventuelle Neben-
wirkungen besser beurteilen zu konnen.

So wurde in den letzten Jahren als Weiterentwicklung des doppelspezifischen Antikorpers
der trispezifische Antikorper Catumaxomab entwickelt und in diversen Studien auf seine Wirk-
samkeit getestet.

Catumaxomab hat drei Bindungsstellen: Eine fiir EpCAM auf Tumorzellen, eine fiir
CD3 auf T-Zellen und eine fiir den Fecvy-Rezeptor auf akzessorischen Immunzellen, wie z.B.
Makrophagen, dendritischen Zellen oder natiirlichen Killerzellen [52]. Die Wirkung dieses
Antikorpers basiert zum einen auf einer direkt antikorpervermittelten Zytotoxizitéit, zum
anderen auf T-Zell-vermittelter Zytotoxizitit sowie auf Phagozytose der Tumorzellen durch

Aktivierung der Fcy-Rezeptor-positiven akzessorischen Immunzellen[52] (Abbildung 4.3).
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Abbildung 4.3: Schematische Darstellung des trispezifischen Antikérpers Catumaxumab.

Kommentar zur Abbildung 4.3: Die Abbildung zeigt schematisch den Antikérper Catu-
maxumab mit seinen drei Bindungsstellen fiir EpCAM auf Tumorzellen (links oben), fiir CD3

auf T-Zellen (rechts oben) und fiir den Fcy-Rezeptor auf akzessorischen Immunzellen (unten).

Einige klinische Studien belegen die Wirksamkeit und Vertréglichkeit von Catumaxomab.
2009 legten Heiss et al [31] die Ergebnisse einer prospektiven, randomisierten Phase II/III-
Studie, hinsichtlich der Wirksamkeit und Vertréglichkeit von Catumaxomab gegen malig-
nen Ascites durch EpCAM-positive Karzinome vor. Es wurden 258 Karzinompatienten mit
malignem Ascites untersucht, 129 hiervon mit EpCAM-positiven Ovarialkarzinomen. Die
restlichen 129 Patienten waren an anderen EpCAM-positiven Karzinomen, v.a. Magen-,
Mamma-, Pankreas-, Kolon- und Endometriumkarzinomen, erkrankt. Catumaxomab wurde
mittels intraperitonealer Infusion verabreicht und es konnten signifikant verliangerte parazen-
tesefreie Intervalle (hazard ratio = 0,254: p<0,0001) sowie eine signifikant verlingerte Gesamt-
iiberlebenszeit bei Patienten mit EpCAM-positivem Magenkarzinom (p=0,0313) nachgewiesen
werden. Bei den iibrigen Tumorentititen zeigte sich lediglich eine Tendenz zur léngeren
Gesamtiiberlebenszeit ohne das Niveau statistischer Signifikanz zu erreichen [31].

FEine weitere Studie richtete dann das Augenmerk auf malignen Ascites bei Patienten
mit Nierenzellkarzinomen mit sarkomatoider Differenzierung. Obwohl wir in unserer Arbeit

aufgezeigt haben, dass sarkomatoid dedifferenzierte Nierenzellkarzinome eher selten EpCAM-
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exprimieren, zeigten Pilanci et al. [48], dass Catumaxomab auch bei malignem Ascites durch
Nierenzellkarzinome einen deutlichen Behandlungseffekt bei niedrigem Nebenwirkungsprofil
aufweist. Bereits nach zweimaliger Anwendung (intraperitoneale Applikation) waren weitere
Parazentesen bei den Patienten nicht mehr notwendig.

Bleibt abschliefend noch zu kliren, inwieweit es immuntherapeutische Ansétze zur Be-
handlung EpCAM-exprimierender Primértumoren gibt. Herrmann et al. [32] zeigten 2010
in experimentellen Versuchen an M&usen, dass MT110, ein EpCAM-/CD3-bispezifischer An-
tikorper, durch T-Zellaktivierung zur Zerstérung tumorinitiierender Zellen des kolorektalen
Karzinoms fithren kann und dadurch ein Tumorwachstum hemmen kann.

Gleichartige Beobachtungen machten Zhang et al. [58] 2013 bei EpCAM-positiven Stamm-
zellen des hepatozelluldaren Karzinoms. Mittels T-Zellaktivierung durch bispezifische Antikorper
konnten Tumorstammzellen zerstért und ein Tumorwachstum gehemmt werden.

Ahnliche Ergebnisse mit bi- bzw. trispezifischen Antikérpern zur Aktivierung von T-Zellen
gegen EpCAM-exprimierende Tumor- bzw. Tumorstammzellen zeigten Cioffi et al. [17] 2012
anhand des Pankreaskarzinoms und Riesenberg et al. [49] 2001 anhand des Prostatakarzinoms.

Die Notwendigkeit einer antikorperbasierten Chemotherapie vor oder als Ersatz einer
chirugischen Intervention ist hauptséchlich bei grofen Tumoren, die wegen ihrer Lage oder
der Inoperabilitdt des betroffenen Organs nicht einfach chirurgisch entfernt werden kénnen,
gegeben. Dieses ist bei Nierenzellkarzinomen selten der Fall, die Niere ist paarig angelegt und
operativ gut zugingig, sodass bei Tumorbefall eine ganze Niere oder zumindest Anteile davon,
chirurgisch reseziert werden kénnen, ohne gleich eine lebenslange Organersatztherapie fiir den
Patienten notwendig zu machen. Bei vorbestehender Einnierigkeit ist der Nutzen einer an-
tikérperbasierten Chemotherapie zur Bekdmpfung eines Tumors im Vergleich zur operativen
Tumortherapie deutlich grofler, weil somit dem Patienten eine lebenslange Dialysebehandlung
erspart werden kann.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf} es auch im therapeutischen Bereich enorme
Fortschritte beziiglich unseres Wissens iiber EpCAM und vor allem betreffs einer geziel-
ten Bekiampfung EpCAM-exprimierender Tumorzellen gibt. Und vielleicht kann eines Tages
die Expression von EpCAM in Nierentumoren sowie auch in Tumoren anderer Organe als
pradiktiver Marker das Ansprechen eines Medikamentes gegen die antigentragenden Tu-
morzellen vorhersagen, dhnlich dem Her-2-neu-Rezeptorstatus beim Mammakarzinom oder

der EGFR-Mutation beim nichtkleinzelligen Bronchialkarzinom.
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5. Zusammenfassung

Epithelial cell adhesion molecule (EpCAM) ist ein membransténdiges Glykoprotein, wel-

ches als Zelladhdsionsmolekiil homophile interzelluldre Bindungen vermittelt. Es wird an der
basolateralen Membran vieler epithelialer Zellen exprimiert, vor allem in Driisenepithelien
und Urothelzellen. Neoplasien epithelialer Gewebe gehen stets mit einer vermehrten EpCAM-
Expression einher, so auch die Tumoren der Niere, je nach Entitét in unterschiedlicher Haufigkeit
und Intensitat.

An insgesamt 948 Nierentumoren wurden mittels der Tissue-Micro-Array-Technik die
Haufigkeiten und Intensitéiten der EpCAM-Expressionen primérer Nierentumoren untersucht
und mit klinischen follow-up Daten verglichen.

Hierbei zeigte sich, dass 46,7 % aller Nierentumoren EpCAM exprimierten, davon papillire
und chromophobe Nierenzellkarzinome am h&ufigsten und mit hochster Intensitét, wahrend
die klarzelligen Nierenzellkarzinome nur in 36 % positiv waren und hiervon die meisten Tu-
moren dann auch nur eine geringe Intensitit aufwiesen.

Desweiteren stellten wir eine erhohte EpCAM-Expression bei schlechter differenzierten
Tumoren fest.

Hinsichtlich der prognostischen Bedeutung von EpCAM zeigte sich ein signifikant verlan-
gertes Gesamtiiberleben bei Patienten mit EpCAM-exprimierenden Tumoren gegeniiber EpCAM-
negativen Tumoren.

Ebenfalls statistisch signifikant verlingert waren das progressionsfreie Uberleben von Pa-
tienten mit EpCAM-iiberexprimierenden Tumoren der Niere unabhiingig von der Entitét
sowie das progressionsfreie Uberleben von Patienten mit EpCAM-exprimierenden bzw. -
iiberexprimierenden chromophoben Karzinomen und EpCAM-iiberexprimierenden papilldren
Karzinomen.

Niedriggradig differenzierte EpCAM-iiberexprimierende Tumoren (Fuhrman-Grad 3 + 4)
zeigten ein signifikant verlingertes progressionsfreies Uberleben im Vergleich zu EpCAM-
exprimierenden oder EpCAM-negativen niedriggradig differenzierten Tumoren.

In der Diagnostik ist der Nachweis des Antigens EpCAM hilfreich, z.B. bei der Differen-
tialdiagnose eines epithelialen von einem nichtepithelialen Tumor oder bei der Differential-

diagnose zwischen einem Onkozytom und einem chromophoben Karzinom der Niere.
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Auch bei antikérperbasierenden Therapien spielt EpCAM als Zielantigen eine immer be-
deutendere Rolle bei der Bekdmpfung verschiedenster Tumoren. Fiir den klinischen Gebrauch
bereits zugelassen ist Catumaxomab zur Behandlung von malignem Ascites EpCAM-positiver
Tumoren.

Abschlielend kann festhalten werden, dass EpCAM ein sehr interessantes Oberflichenmolekiil
epithelialer Zellen ist, dessen Nachweis auf Tumorzellen zum einen eine Aussage hinsichtlich
der Prognose der Tumorerkrankung treffen kann, zum anderen in der pathologischen Rou-
tinediagnostik eingesetzt werden kann sowie dariiber hinaus zukiinftig vielleicht auch als

pradiktiver Marker das Ansprechen therapeutischer Interventionen vorhersagen kann.
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Thesen zur Dissertation

Tumoren der Niere sind hiufige Neoplasien und zu iiber 90 % maligne.

Als Tumoren der Niere werden alle in der Niere lokalisierten Tumoren zusammengefasst,
den grofiten Anteil macht hierbei das Nierenzellkarzinom mit seinen verschiedenen his-

tologischen Subtypen aus.

Nierentumoren sind sowohl klinisch als auch histopathologisch heterogene Tumoren. Die
richtige Diagnosestellung und Zuordnung zu den einzelnen Entitéiten ist fiir den Patien-
ten duflerst wichtig, da die unterschiedlichen Subtypen teilweise erhebliche Unterschiede
im Wachstumsverhalten und der Metastasierungsneigung haben und demzufolge auch

erhebliche Unterschiede hinsichtlich der Prognose fiir den Patienten aufweisen kénnen.

EpCAM ist ein Glycoprotein auf Zellmembranen epithelialer Zellen, welches einerseits
homophile interzelluldre Bindungen vermittelt, andererseits {iber Induktion von Zellzyk-
lusgenen und Protoonkogenen direkt in Mechanismen der Tumorentstehung eingreifen

kann.

EpCAM wird in unterschiedlicher Intensitéit auf nahezu allen epithelialen Zellen ex-

primiert. Nichtepithelialen Zellen exprimieren kein EpCAM.

Nahezu alle malignen epithelialen Tumoren und deren Vorstufen exprimieren EpCAM.
Die Expressionsstéirke ist hierbei im Vergleich zum nichtentarteten Ursprungsgewebe

meistens erhoht.

Auch Nierenzellkarzinome exprimieren EpCAM, die unterschiedlichen Subtypen weisen
deutliche Unterschiede in der Expressionsstiarke und -haufigkeit auf. Papilldre und chro-
mophobe Karzinome exprimieren deutlich hiufiger EpCAM als klarzellige Karzinome

oder Onkozytome.

Schlechter differenzierte Nierentumoren weisen hohere EpCAM-Expressionen auf,

dedifferenzierte (sarkomatoide) Tumoren verlieren EpCAM.

Die EpCAM-Expression von Nierentumoren erlaubt Aussagen hinsichtlich der Prog-

nose von Nierentumoren. Zum einen zeigen die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit
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eine statistisch signifikant verlingerte Gesamtiiberlebenszeit von Patienten mit EpCAM-
positiven Nierentumoren sowie ein statistisch signifikant verlingertes progressionsfreies
Uberleben von Patienten mit Nierentumoren mit ausgeprigter EpCAM-Expression im
Vergleich zum Restkollektiv. Zum anderen zeigen die Untersuchungen ein statistisch sig-
nifikant verlingertes progressionsfreies Uberleben von Patienten mit EpCAM-positiven
chromophoben Karzinomen sowie von Patienten mit papilliren Karzinomen mit starker
EpCAM-Expression.

EpCAM ist in der téglichen pathologischen Diagnostik ein niitzliches Antigen, vor allem
bei der Unterscheidung epithelialer und nichtepithelialer Zellen, aber auch in der Dif-

ferentialdiagnostik der einzelnen Nierentumorentitéten.

Anti-EpCAM-Antikorper konnen gezielt EpCAM-exprimierende Tumorzellen zerstéren
und sind in der Therapie von malignem Aszites EpCAM-positiver Tumoren klinisch

bereits zugelassen.

Die Tissue-Micro-Array Technik erlaubt eine zeit- und materialsparende Untersuchung
mehrerer Tumoren. Eine sorgfiltige Vorauswahl des Materials ist aber notwendig um
mit moglichst hoher Sicherheit ein fiir den Gesamttumor reprisentatives Material in

den kleinen Tumorstanzen zu untersuchen.
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