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1. Einleitung

Mit einer Inzidenz von ca. 60.000 Neuerkrankungen in Deutschland im Jahr 2016
gehort das kolorektale Karzinom zu einer der haufigsten malignen Erkrankungen
in Deutschland. Bei Frauen ist es nach dem Mammakarzinom die haufigste
Krebserkrankung, wahrend es bei Mannern die dritthaufigste Tumorentitat nach
dem Prostata- bzw. Lungenkarzinom darstellt. 90% der Karzinome werden nach
dem 55 Lebensjahr diagnostiziert. Funf Jahre nach Diagnosestellung ist mit einer
Mortalitatsrate von ca. 37% der Manner bzw. 38% der Frauen zu rechnen (Robert
Koch-Institut und die Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister in
Deutschland e.V. 2019).

Die meisten Adenokarzinome des Kolorektums entstehen aus einer gutartigen
Vorlauferlasion, dem Adenom, das eine monoklonale Proliferation dysplastischer
und benigner Epithelzellen ist. Die daraus resultierende Adenom-
Adenokarzinom-Sequenz stellt den vorherrschenden Weg der Pathogenese
beim Kolonkarzinom dar (Hamilton 1992). Als Ursprung kommen dabei tubul0se,
villose, tubulovillose und serratierte Adenome in Frage (Kalimuthu et al. 2016). In
der klinischen Praxis gelten Adenome mit einer Grélke von =210 mm, villGser
Komponente und/oder hochgradiger Dysplasie, die als fortgeschrittene Adenome
bezeichnet werden, als Hochrisiko-Adenome (Carvalho et al. 2018).

Demnach zahlt vor allem die familiare adenomatdse Polyposis (FAP) als
erheblicher Risikofaktor. Die FAP ist eine autosomal-dominante Erkrankung, die
durch die Entwicklung von hunderten kolorektalen Adenomen bei jungen
Erwachsenen charakterisiert ist. Erfolgt keine prophylaktische Kolektomie
erfahren nahezu alle betroffenen Patienten maligne Entartungen spatestens im
funften Lebensjahrzehnt (Offerhaus et al. 1992). Das heriditare non-polypdse
Kolonkarzinom oder auch Lynch Syndrom, welches ca. 2-3% aller kolorektaler
Karzinome ausmacht, wird durch eine Mutation auf einem der vier Gene des
DNA-Mismatch-Reparatur Systems verursacht und stellt einen beachtlichen
Risikofaktor flr die Entwicklung verschiedener Krebsarten dar, insbesondere
aber des Kolons und Endometriums (Steinke et al. 2013). Ferner gilt eine
allgemeine familiare Pradisposition von Darmkrebserkrankungen als erhdhter
Risikofaktor selbst zu erkranken (Johns und Houlston 2001). Chronisch
entzundliche Darmerkrankungen wie Colitis ulcerosa oder Morbus Crohn
erhdhen das Darmkrebsrisiko um das Funf- bis Siebenfache (Shacter und
Weitzman 2002), wobei das Risiko einer Entartung ansteigt, desto langer die
chronische Erkrankung besteht (Okayasu 2012).

Die Karzinogenese wird auch durch einen Diabetes mellitus Typ 2 beeinflusst.
So stellt unter anderem die Hyperinsulinamie der Erkrankung einen nicht zu
unterschatzenden Risikofaktor dar (Engin et al. 2015). Insulin ist ein wichtiger
Wachstumsfaktor von Kolonepithelzellen und stellt in vitro ein Mitogen des
Tumorzellwachstums dar (Giovannucci 1995). Auch der Lebensstil tragt zum
Risikomanagement bei. Eine fleischhaltige (insbesondere rotes Fleisch)
Ernahrung, tierische Fette und verarbeitete Lebensmittel erhdhen das
Darmkrebsrisiko, ebenso wie groRere Mengen an Alkohol und Nikotin sowie
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korperliche Inaktivitat. Protektiv hingegen wirkt der Konsum von Frichten,
Gemuse und Ballaststoffen (Waluga et al. 2018).

Der tagliche Konsum von Acetylsalicylsaure hat glaubhaft gezeigt, dass das
kolorektale Karzinomrisiko und das Wiederauftreten von adenomatosen Polypen
reduziert wird, allerdings Uberwiegt diese Feststellung nicht die Nutzen-Risiko-
Bewertung des Aspirin-induzierten Blutens (Thun et al. 2012).

Zu den signifikanten primaren Symptomen des kolorektalen Karzinoms zahlen
rektale Blutungen, Mdudigkeit, verringerter Appetit, Anderungen der
Stuhlgewohnheiten, Bauchschmerzen und Gewichtsverlust, wobei Letzteres ein
Indiz fir den Fortschritt der Erkrankung darstellt (Smith et al. 2006). Darlber
hinaus werden Anamien als eines der allgemeinsten Symptome beschrieben
(Hatch et al. 2016). Vor dem Hintergrund der Pravention stellt die koloskopische
Polypektomie das Mittel der Wahl dar, mit dem Ziel der Entfernung adenomatdser
Polypen, damit maligne Entartungen verhindert werden konnen (Winawer et al.
1993).

Eine Therapieentscheidung zur Behandlung des kolorektalen Karzinoms erfolgt
immer auf der Grundlage einer histologischen Diagnose (Leitlinienprogramm
Onkologie 2019a), wobei die UICC Klassifikation (International Union against
Cancer) Auskunft Gber das Stadium des Tumors gibt (Abbildung 1).

Stadium Ausbreitung

la Beschrinkung der Tumorinfiltration auf die

Mukosa und Tela submucosa

Ib Beschrankung der Tumorinfiltration bis auf

die Tunica muscularis propria

1 T3 oder T4 ohne

Lymphknotenmetastasierung
Il Lymphknotenmetastasierung

v Fernmetastasen

Abb. 1: UICC Kiassifikation des Kolonkarzinoms (Leischner 2020).

Kolorektale Karzinome haben das Potenzial lymphogen und hamatogen zu
metastasieren (Singh et al. 2011). Der lymphogene Metastasierungsweg ist von
besonderer Bedeutung fur die Behandlung des kolorektalen Karzinoms, da
zahlreiche Lymphknoten in der Nahe des Dickdarms und des Rektums
vorhanden sind und sich zudem zahlreiche Lymphgefale in Langsrichtung unter
der kolorektalen Schleimhaut befinden (Huang und Chen 2017). Uber den
portalen Kreislauf breiten sich die Tumorzellen in die Leber und von dort aus in
die Lunge aus (Riihimaki et al. 2016). Die Leber stellt aufgrund ihrer
anatomischen Beziehung zum Pfortaderkreislauf den haufigsten Ort flr
Metastasen bei Patienten mit kolorektalem Karzinom dar (Valderrama-Trevino et
al. 2017).



Aufgrund der Lage des Rektums innerhalb des knochernen Beckens und seine
Nahe zu lebenswichtigen Strukturen stellen sich fur die Therapie besondere
Herausforderungen dar. Die neoadjuvante Radiotherapie beim Rektumkarzinom
hat sich als wirksam erwiesen, die Tumorlast praoperativ zu reduzieren (Feeney
et al. 2019). Wird im Rahmen der Koloskopie ein pT1 Karzinom identifiziert, so
richtet sich die Therapie vor allem nach der Beurteilung der lymphogenen
Metastasierungstendenz und tumorfreien Resektionsrandern, andernfalls gilt die
Empfehlung zur chirurgischen Nachresektion (Leitlinienprogramm Onkologie
2019b).

Ansonsten ist die radikale Operation mit kurativer Absicht die Behandlung der
Wahl in der Mehrzahl der Kolonkarzinome. Es gelten die grundlegenden
chirurgischen Prinzipien: die Entfernung des Hauptgefalstiels, der den Tumor
zusammen mit seinen Lymphgefalien versorgt, die Erzielung eines tumorfreien
Rands und die En-bloc-Resektion aller Organe oder Strukturen, die mit dem
Tumor verbunden sind (Rodriguez-Bigas et. al. 2003). Ab Stadium Il der UICC
Klassifikation wird additiv eine zytotoxische, medikamentose Therapie mit
Oxaliplatin und 5-FU/ Folinsdure eingeleitet (Leitlinienprogramm Onkologie
2019c). Zyostatika greifen in den Zellzyklus ein und beeinflussen dort die DNA
oder RNA. Dementsprechend sind die Nebenwirkungen der Medikamente
vielfaltig, wobei Ubelkeit und Diarrhoe, Erschépfungszustande und
Hautausschlage als die haufigsten gelten (Schirrmacher 2019). Auch beim
bereits metastasierten Kolonkarzinom (Stadium V) kdnnen Kombinationen von
Chemotherapeutika und sogenannten gezielten Krebstherapien wie Cetuximab
initial inoperable Lebermetastasen operativ zuganglich machen. Als Konsequenz
steigt die 5-Jahres Uberlebensrate auf 50% (Nordlinger et al. 2009).

Als monoklonaler Antikorper blockiert das Medikament den epidermalen
Wachstumsfaktorrezeptor EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor), welcher
als Oberflachenprotein maligeblich fur das Zellwachstum verantwortlich ist.
Allerdings qilt diese Therapie nur flr Patienten ohne Mutationen im KRAS-Gen,
sogenannter Wildtyp-KRAS (Chan et al. 2017). Mutationen im KRAS-Gen finden
sich bei ca. 30% bis 40% aller kolorektaler Karzinome (Demory Beckler et al.
2013). Die Tumor Onkogene KRAS und NRAS gehdren zu der sogenannten RAS
Familie, zu dessen Superfamilie mehr als 170 verwandte Proteine zahlen
(Colicelli  2004). RAS Proteine sind essentielle Bestandteile von
Signalnetzwerken, die die Zellproliferation, die Differenzierung bzw. das
Uberleben der Zelle kontrollieren. Die onkogenen Mutationen von NRAS oder
KRAS-Genen verhindern ein physiologisches Ergebnis dieser Signalwege
(Fernandez-Medarde und Santos 2011). Wahrend KRAS Mutationen haufig bei
verschiedenen Tumorarten vorkommen, ist die Bedeutung von NRAS Mutationen
in Hinblick auf die Onkogenese beim Kolonkarzinom unsicher (Irahara et al.
2010).

Patienten mit RAS Mutationen profitieren nicht von monoklonalen Anti-EGFR-
Antikérpern (Cremolini et al. 2015). Die Aktivitat von antiangiogenen Wirkstoffen
scheint nicht vom KRAS-Genstatus beeinflusst zu werden, wieso sich die
Forschung auf die Entwicklung von Wirkstoffen konzentriert, die selektiv auf den
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VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) Signalweg abzielen. So hat der Anti-
VEGF-Antikorper Bevacizumab in Kombination mit einer Chemotherapie
wichtige klinische Vorteile in Bezug auf die Ansprechrate, das progressionsfreie
Uberleben und das Gesamtiiberleben von Patienten mit metastasierten
Kolonkarzinomen gebracht (Garcia-Alfonso et al. 2014). VEGF ist entscheidend
fur die Neovaskularisation und damit essentiell fur die Tumorentwicklung.
Angiogenese ermoglicht dem Tumor in die Blutzirkulation einzutreten und durch
Nahrstoffe sein Wachstum zu gewahrleisten (Bendardaf et al. 2017).

Die oben genannte EGFR-Familie besteht aus vier verschiedenen
transmembranen Tyrosinkinasen: HER1 oder EGFR, HER2, HER3 und HER4
(Human Epidermal growth factor Receptor 1-4). Auller HER2 werden alle
Proteine durch spezifische Liganden reguliert und stellen wichtige Mediatoren flr
das normale Zellwachstum, die Differenzierung und das Uberleben der Zelle dar
(Ng und Zhu 2008). Eine Amplifikation von HER2 beim Mammakarzinom geht
zwar mit einer schlechten klinischen Prognose einher, bietet jedoch
gleichermalen einen therapeutischen Angriffspunkt. Humanisierte monoklonale
Antikorper wie Trastuzumab konnen das Wachstum von Brustkrebszellen, die
HER2 Uberexprimieren deutlich inhibieren (Goldenberg 1999).

Die Studienlage Uber die Bedeutung der HER2 Uberexpression beim
kolorektalen Karzinom ist jedoch uneinheitlich (Wu et al. 2015). Kirzlich konnte
aber gezeigt werden, dass die duale Blockade von HER2 mit Trastuzumab und
Lapatinib das Tumorwachstum von HER2 positiven, metastasierenden
kolorektalen Karzinomen in patient-derived-xenografts (PDX) inhibiert (Sartore-
Bianchi et al. 2016). PDX-Modelle beinhalten dieselben prinzipiellen
histologischen und genetischen Charakteristika wie der Spendertumor und
zeigen eine sichere Prognose hinsichtlich des klinischen Verlaufes sowie der
Beurteilung praklinischer Medikamente, der Biomarker Identifikation und
personalisierten Behandlungsstrategien auf (Hidalgo et al. 2014). Ferner konnte
in einer ersten klinischen Studie bestatigt werden, dass die Kombination dieser
Medikamente bei umfangreich vorbehandelten Patienten mit metastasierendem
Darmkrebs wirksam ist (Sartore-Bianchi et al. 2016).

Obwohl die Prognose fur Patienten mit rezidivierender oder metastasierter
Erkrankung extrem schlecht ist, konnen Chemo- und Strahlentherapie die
Uberlebensraten verbessern. Dennoch sollen alternative Strategien, wie die
Immuntherapie, Ergebnisse fur Patienten mit fortgeschrittenem Tumorstadium
verbessern (Koido et al. 2013). Die Komplexitat von Krebserkrankungen mit intra-
und intertumoraler Heterogenitat von Antigenen und des Genoms, verbunden mit
einer immunsuppressiven Mikroumgebung, unterstreicht die Aussicht auf eine
personalisierte gezielte Immuntherapie, um das eigene Immunsystem des
Patienten gegen die Krankheit zu manipulieren (Chodon et al. 2015).

Krebszellen haben die Fahigkeit verschiedene Immun-Checkpoint Signalwege
zu aktivieren, welche immunsuppressiv wirken (Darvin et al. 2018). Hier ist vor
allem der PD-L1/ PD-1 Signalweg zu nennen. PD-L1 (Programmed Death-
Ligand 1) wird von Tumorzellen exprimiert, um die T-Zell Ubermittelte
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Immunantwort zu hemmen (Shi 2018). CTLA-4 (Cytotoxic T-Lymphocyte-
Associated Antigen-4) und PD-1 (Programmed Death 1) wirken sich als
Oberflachenproteine auf aktivierten T-Zellen antiinflammatorisch auf die
Immunantwort aus. Beide dieser inhibitorischen Checkpoints bieten zuverlassige
Ansatzpunkte in der Krebstherapie. Sechs Medikamente, die PD-1 bzw. seinen
Liganden angreifen und ein Medikament abzielend auf CTLA-4, sind derzeit fur
die Behandlung verschiedener Krebsarten zugelassen (Rotte 2019). Vor allem
fur Melanom-Patienten mit (asymptomatischen) Gehirnmetastasen ist die
Immun-Checkpoint Therapie, insbesondere die Kombination aus dem CTLA-4
Inhibitor Ipilimumab und dem PD-1 Inhibitor Nivolumab, die praferierte
Behandlungsmethode (Shi et al., 2020). Trotz all der Effektivitat dieser Therapie
sprechen jedoch nicht alle Tumorarten darauf an (Shi, 2018).

Beim kolorektalen Karzinom kann die Kombination aus Ipilimumab und
Nivolumab eingesetzt werden, allerdings nur bei Tumoren mit
Mikrosatelliteninstabilitat (MSI) (Rotte 2019). Mikrosatelliten (MS) sind kurze,
repetitive DNA-Sequenzen von ein bis vier Basenpaaren verteilt im menschlichen
Genom. Durch die Wiederholungen sind sie besonders anfallig far
Replikationsfehler, die normalerweise durch das Mismatch-Reparatur-System
(MMR) ausgebessert werden. Ein mangelhaftes MMR (dMMR) flhrt zu
Langenveranderungen der Mikrosatellitensequenzen, was als
Mikrosatelliteninstabilitat bezeichnet wird (De' Angelis et al. 2018). Ungefahr 15%
aller kolorektaler Karzinome weisen eine Mikrosatelliteninstabilitat und damit eine
bessere Prognose auf als mikrosatellitenstabile (MSS) Tumoren (Vilar und
Gruber 2010). Die Identifikation von mikrosatelliteninstabilen kolorektalen
Karzinomen ist demnach ein wichtiger prognostischer Marker fir den
individuellen Therapieerfolg und das Therapieansprechen der Chemo- bzw.
Immuntherapie (De' Angelis et al. 2018).

Ferner weisen Kolonkarzinome in fortgeschrittenen Tumorstadien und hoher
Mikrosatelliteninstabilitat  haufig eine BRAF  (B-Rapidly  Accelerated
Fibrosarcoma) Mutation auf. Zu den BRAF mutierten Tumoren gehéren vor allem
das weibliche Geschlecht, rechtsseitig gelegene Tumoren und hoheres Alter
(Barras et al. 2017). Diese Mutation bewirkt eine konstitutive Aktivierung des
MAP- (Mitogen- Activated Protein) Kinase-Weges, welcher essentiell fur die
Zellproliferation und die Tumorprogression ist. Studien haben gezeigt, dass die
BRAF Mutation das Sterberisiko von Patienten mit kolorektalen Karzinomen
mehr als verdoppelt (Safaee Ardekani et al. 2012). Bei 5% bis 11% der Patienten
mit metastasierender Erkrankung tritt die BRAF Mutation auf, wobei diese
Tumoren haufiger Peritonealmetastasen entwickeln, seltener solitare
Lebermetastasen und kirzere Uberlebensraten nach Metastasektomie zu
erwarten haben als Patienten mit BRAF-Wildtyp Tumoren (Yaeger et al. 2014).

Da sich durch die bereits genannten Aspekte zeigen lasst, dass das
Kolonkarzinom ein aus immunonkologischer Sicht sehr interessantes
Krankheitsbild darstellt, bietet es in Hinblick auf seine Diagnostik und
Therapieoptionen weiterhin gro3en Anlass zur Forschung. Das Detektieren von
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neuen Biomarkern und verbesserten Therapien steht dabei im Fokus der
Wissenschaft.

Die Alpha-Methylacyl-CoA Racemase (AMACR), auch bekannt als P504S, ist
einer der wenigen Biomarker, der maligne Zellen der Prostata von benignen mit
hoher Sensitivitat und Spezifitat unterscheiden kann (Jiang et al. 2004). Analysen
von AMACR mRNA Konzentrationen haben ergeben, dass diese im Schnitt im
maligne veranderten Prostatagewebe um das Neunfache erhoht sind, im
Vergleich zum Normalgewebe (Luo et al. 2002). Physiologisch wurde eine hohe
Expression von AMACR mRNA in der Leber, Niere und den Speicheldrisen
identifiziert, wobei das AMACR Protein in den Hepatozyten der Leber, den
tubularen Epithelzellen der Niere, den bronchialen Epithelzellen der Lunge und
den Epithelzellen der Mucosa der Gallenblase nachgewiesen ist (Jiang et al.
2003b). Das Gen fur AMACR liegt auf dem Chromosom 5p13 und kodiert ein aus
382 Aminosauren bestehendes Protein (Evans 2003), welches eine
Schlusselrolle in der beta-Oxidation von verzweigtkettigen Fettsauren und den
Gallensauren Zwischenprodukten Di- und Trihydroxycholestanoylsaure
einnimmt. Im Speziellen katalysiert es die Umwandlung von (2R)-Methyl
verzweigten Fettsaure-CoA-Ligasen in deren (S) stereoisomer Form. Nur
Stereoisomere mit der 2-Methylgruppe in der (S) Position kdnnen von
peroxisomalen Oxidasen verstoffwechselt werden, welche die ersten Enzyme im
Laufe der beta-Oxidation darstellen. Die AMACR lasst sich sowohl in den
Peroxisomen als auch in den Mitochondrien des menschlichen Organismus
nachweisen. In Letzteren ist das Enzym entscheidend fur den Stoffwechsel der
Pristansaure (Ferdinandusse et al. 2000). Dartber hinaus nimmt AMACR eine
zentrale Rolle in der Inversion von Ibuprofen und anderer 2-Arylpropionsaure-
Derivate ein, da nur die S-Enantiomere die COX- (Cyclooxygenase) Aktivitat
maldgeblich inhibieren kénnen und dementsprechend die Ausschuattung von
Prostaglandinen und anderen Entzindungsmediatoren (Lloyd et al. 2013,
Woodman et al. 2011).

Da P504S ein wertvolles Mittel in der Diagnostik des Prostatakarzinoms darstellt,
wurde das Enzym ferner in Hinblick auf seine Bedeutung in der Diagnostik
anderer Neoplasien untersucht.

Immunhistochemische Untersuchungen haben ergeben, dass Tumoren mit
hoher AMACR Expression Adenokarzinome der Prostata, hepatozellulare
Karzinome, papillare Nierenzellkarzinome und kolorekatale Adenokarzinome
umfassen (Went et al. 2006). In einer Studie wurden 1315 kolorektale Karzinome
untersucht, wobei 81,7% der Falle eine positive AMACR Farbung aufwiesen. Die
Analyse der AMACR Immunhistochemie zeigt, dass sich diese deutlich mit der
Differenzierung des Tumors, dem Staging, einem nicht-muzindsen Phenotypen
und linksseitig gelegenen Tumoren verknupfen lasst.

Bezogen auf den klinischen Ausgang gaben die Farbeergebnisse jedoch keinen
Hinweis (Marx et al. 2008). Eine Studie aus 2017 konnte eine verminderte
Expression der AMACR in high Grade Karzinomen nachweisen, was die
genannten Ergebnisse stutzt. Diese Studie basierte auf der Annahme, dass eine
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Verbindung zwischen einer fur die Pathogenese begunstigenden Ernahrung und
einer vermehrten Expression der AMACR in kolorektalen Vorlauferlasionen und
Karzinomen besteht. Rotes Fleisch und Milchprodukte, die als Quelle flr
verzweigtkettige Fettsauren dienen, bendtigen die AMACR fur ihre Oxidation und
sind nachweislich an der Entwicklung von Darmkrebs beteiligt (Shukla et al.
2017).

Bis heute haben neun verschiedene Studien die Expression von AMACR beim
Kolonkarzinom immunhistochemisch untersucht. Die Daten dieser Studien sind
in den Tabellen 1 bis 9 zusammengestellt.

Tab. 1: Immunhistochemische Studie zur AMACR Expression beim Kolonkarzinom (Shukla et al.
2017).

Autor n Antikérper Kriterien fiir positiv % positiv % stark
positiv
Shuklaet 44 Klon-AN538-5M, Finales Farbe- 45.45% 6.81%
al., 2017 Biogenex, USA  ergebnis geringe
=1 (20%) Expression,
13.63%
moderate
Expression

Beziehung zu pT, pN, tumorspezifisches Uberleben, Gesamtiiberleben:

Grading:
Kein signifikanter Unterschied der AMACR Expression in G1 und G2 Tumoren (p>0.05)

AJCC Staging:
Keine signifikante Assoziation mit der AMACR Expression (p>0.05)

Nodalstatus:
Kein signifikanter Unterschied der AMACR Expression in nodal positiven und negativen
Karzinomen (p>0.05)




Tab. 2: Immunhistochemische Studie zur AMACR Expression beim Kolonkarzinom (Jiang et al.
2003a)

Autor n Antikérper Kriterien fiir positiv % positiv % stark
positiv
Jiang et 176 Monoklonaler Braunes granulares / 69%
al. 2003a Kaninchen zytoplasmatisches
Antikdrper zu Muster; Falle mit
AMACR/ >5% Farbung der
P504 S Tumorzellen

Beziehung zu pT, pN, tumorspezifisches Uberleben, Gesamtiiberleben:

Grading:
Gut und moderat differenzierte Karzinome zeigten AMACR Uberexpression (76%, bzw. 75%),
schlecht differenzierte weniger Farbehaufigkeit (36%; p<0.01)

TMN Klassifikation:
Keine Korrelation

Tab. 3: Immunhistochemische Studie zur AMACR Expression beim Kolonkarzinom (Lin et al.
2007).

Autor n Antikorper Kriterien fiir positiv % positiv % stark

positiv
Lin et al. 163 Monoklonaler Diffuse oder apikale 75% 39%
2007 Antikérper fur zytoplasmatische

AMACR (Zeta, Farbung
Sierra Madre,
CA)

Beziehung zu pT, pN, tumorspezifisches Uberleben, Gesamtiiberleben:

Mangel an Farbung korreliert mit:
Schlechter Tumordifferenzierung (p<0.021), muzindsem Phanotypen (p<0.001),
lymphovaskularer Invasion (p<0.032) und schlechter 5-Jahres-Uberlebensrate (p<0.012)




Tab. 4: Immunhistochemische Studie zur AMACR Expression beim Kolonkarzinom (Marx et al.
2008).

Autor n Antikérper Kriterien fiir positiv % positiv % stark
positiv

Marx et 1315 Monoklonaler Tumore, die 81.7%, 60.7%
al. 2008 Kaninchen anti-  wenigstens eine schwache

Mensch p504s schwache AMACR Farbung in

Antikdrper Farbung zeigen 21.0% der

(clone 13H4; Falle

DAKO,

Glostrup,

Denmark)

Beziehung zu pT, pN, tumorspezifisches Uberleben, Gesamtiiberleben:

Verminderte AMACR Expression signifikant assoziiert mit:
Hohem Tumorgrad (p<0.0001) und hohem Tumorstadium (p<0.0001)

Nodalstatus:
Keine Korrelation (p=0.087)

Patientenuberleben:
Keine Korrelation (p=0.1669)

Tab. 5: Immunhistochemische Studie zur AMACR Expression beim Kolonkarzinom (Shi et al.
2007).

Autor n Antikorper Kriterien fiir % positiv % stark positiv
positiv
Shi et al. 1086, Monoklonaler Falle mit Karzinome: Gut und
2007 47 mit Kaninchen >5% 59.4%, moderat
Lymph- Antikdrper zu positiver mit differenzierte
knoten- AMACR/ P504S Farbung der  Lymph- Karzinome:
metastasen (Zymed, USA) Tumorzellen  knoten- 79.6%,
metastasen:  schlecht
46.8% differenzierte
Karzinome:
22.2%

Beziehung zu pT, pN, tumorspezifisches Uberleben, Gesamtiiberleben:

Keine Relation zwischen:
AMACR Expression und Gesamtiiberleben

Hoéhere AMACR Expression in:
Gut und moderat differenzierten Karzinomen (p<0.001) bzw. (p<0.01), im Vergleich zu schlecht
bzw. undifferenzierten Karzinomen




Tab. 6: Immunhistochemische Studie zur AMACR Expression beim Kolonkarzinom (Zhou et al.

2002)
Autor n Antikorper  Kriterien fiir % positiv % stark
positiv positiv
Zhou et TMA: 15, Polygonaler Moderate TMA: 92%, /
al. 2002 Glasobjekt- Kaninchen (diffuse Glasobjekttrager:
trager: 24 (16 anti-AMACR  granuldre zyto- 83%
gut und maRig  Antikdrper plasmatische)
differenziert, 8 und starke
schlecht (diffuse

differenziert)

intensive zyto-

plasmatische)
Farbe-
ergebnisse

Beziehung zu pT, pN, tumorspezifisches Uberleben, Gesamtiiberleben:

Positive Farbung:
100% der gut und maRig differenzierten Karzinome, verglichen mit 64% der schlecht
differenzierten Karzinome

Tab. 7: Immunhistochemische Studie zur AMACR Expression beim Kolonkarzinom (Chen et al.
2005)

Autor n Antikérper Kriterien fiir positiv % positiv. =~ 7 stark
positiv
Chenetal. 66  Anti-AMACR Zytoplasmatische 62% /

2005 Kaninchen IgG
(Biocare Medical,

Walnut Creek, USA)

Farbung,
Immunreaktivitat in >5%
der Tumorzellen

Beziehung zu pT, pN, tumorspezifisches Uberleben, Gesamtiiberleben:

Muzindése Tumore zeigen weniger AMACR Expression als nicht-muzindse (p<0.0001), schlecht
differenzierte Karzinome zeigen weniger AMACR Expression als gut bis moderat differenzierte
Karzinome (p=0.0259)
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Tab. 8: Immunhistochemische Studie zur AMACR Expression beim Kolonkarzinom (Went et al.
2006)

Autor n Antikorper Kriterien fiir positiv % positiv 7 stark
positiv
Wentet 45 Adeno- Monoklonaler ~ Schwach: 1+ Adenome Adenome
al. karzinome;  Kaninchen Farbung in <60% der moderate moderate
2006) Adenome Antikorper Zellen oder 2+ Dysplasie: Dysplasie:
moderate (P5048S, clone  Farbung in <30% der 82%, 24%,
Dysplasie: 13H4; Biologo, Zellen, Adenome Adenome
45, Germany) Moderat: 1+ Farbung schwere schwere
Adenome in = 60% der Zellen, Dysplasie: Dysplasie:
schwere 2+ Farbung in 30- 83%, 40%,
Dysplasie: 70% oder 3+ Adeno- Adeno-
42 Farbung in <30% der karzinome: karzinome:
Zellen, 1% 33%

Stark: 2+ Farbung in
270% oder 3+
Farbung in 230% der
Zellen

Beziehung zu pT, pN, tumorspezifisches Uberleben, Gesamtiiberleben:

AMACR Expression gleich haufig in kolorektalen Adenomen und Karzinomen

Tab. 9: Immunhistochemische Studien zur AMACR Expression beim Kolonkarzinom (Emam et
al. 2016).

Autor n Antikorper Kriterien fiir % positiv % stark
positiv positiv
Emam 196 Polyklonaler Immun- Karzinome: Karzinome:
et al. kolorektale Maus farbung in 2 42.9%, 10.7%,
2016 Karzinome, Antikorper, 10% der Lymph- Lymph-
49 1:200 (Dako, Zellen knoten- knoten-
Lymphknoten-  Danemark) metastasen:  metastasen:
metastasen 32.7% 4.1%

Beziehung zu pT, pN, tumorspezifisches Uberleben, Gesamtiiberleben:

Geringe AMACR Farbung assoziiert mit Auftreten von:
Lymphknotenmetastasen (p=0.039) und peripheren Metastasen (p=0.022)

Keine Relation zu:
Krankheitsfreiem Uberleben (p=0.414) und Gesamtiibeleben (p=0.566)

Reduzierte AMACR Farbung als unabhangige Variable fir:
Positive Resektionsrander (p<0.001), lymphovaskulare Invasion (p<0.001), nodale (p=0.046)
und periphere Metastasen (p=0.026)

In ihrer Gesamtheit suggerieren die Daten, dass die AMACR Expression beim
Kolonkarzinom eine relevante Rolle spielt, wobei die genaue Einordnung der
Bedeutung aufgrund der divergierenden Ergebnisse schwerfallt.
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Eine wissentliche Ursache fur abweichende Befunde immunhistochemischer
Studien liegt in der Auswahl der fur ein Projekt genutzten Reagenzien und
Antikorper sowie die verwendeten Protokolle und Auswabhlkriterien.

Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, die klinische und biologische
Bedeutung der AMACR Expression beim Kolonkarzinom besser zu verstehen.
Um dies zu ermdglichen, wurde ein besonders grof3es Patientenkollektiv von
1802 Tumoren, mit zwei verschiedenen AMACR Antikdrpern untersucht und die
Ergebnisse wurden nicht nur mit chemisch-pathologischen Parametern, sondern
auch mit relevanten  molekularen  Befunden wie  beispielsweise
Mikrosatellitenstatus, Zahl der tumorinfiltrierenden Lymphozyten und PD-L1
Expression in Beziehung gesetzt.

2. Material und Methoden

2.1 Die Tissue Microarray (TMA-) Methode

Tissue Microarrays werden mit einem eigens dafir hergestellten semi-
automatischen Gerat hergestellt (Abb. 2). Ein wesentlicher Bestandteil des
Gerates ist ein Empfangerblockhalter, welcher sicherstellt, dass
Empfangerblécke immer an genau der gleichen Positionen in das Gerat
eingespannt werden.

Der Empfangerblockhalter ist so konstruiert, dass 6 Blocke gleichzeitig
hergestellt werden kénnen (Abb. 3). Uber dem Blockhalter befindet sich ein
mechanisches Gerat, welches im Wechsel den Einsatz eines Bohrers und einer
Hohlnadel an einer genau definierten Stelle des Empfangerblocks ermaoglicht.
TMAs werden immer mindestens in achtfacher Ausfertigung hergestellt, um die
Herstellung madglichst effizient und ©&konomisch zu gestalten. Die
Herstellungsprozedur beginnt mit dem Herstellen von je einem 0,6 Millimeter
messenden Loch in das erste Replikat. Danach wird die Wechseleinrichtung auf
die Hohlnadel umgestellt und es wird ein Zylinder aus dem vorbestimmten
Gewebeblock ausgewanhlt. Der Zylinder wird dann in das vorgefertigte Loch
deponiert. Diese Prozedur wird fur die Ubrigen 7 Replikate des TMAs wiederholt,
wobei darauf geachtet wird, dass die entnommenen Gewebezylinder aus
unmittelbar benachbarten Regionen stammen. Dies ist wichtig, um madgliche
Einflisse einer Heterogenitat im Gewebe auf die Untersuchungsbefunde, welche
spater mit verschiedenen Replikaten des gleichen TMAs erhoben werden,
auszuschlieBen. Danach wird unter Einsatz eines computergesteuerten
Schrittmotors die nachste Position des TMA Block angesteuert und die Prozedur
wiedergeholt. Im optimalen Fall enthalt ein TMA-Paraffinblock, welcher im UKE
hergestellt wird, bis zu 612 verschiedene Gewebeproben, worunter auch
Kontrollgewebe unterschiedlicher Art fallen kann.
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Abb. 3: Herstellung von sechs Replikaten fiir einen TMA.

Der Standardaufbau eines grolien TMAs beinhaltet am UKE 6 Sektoren. Diese
sind, um eine Orientierung am Gewebe zu ermdglichen, ungleichgrol3 und
asymmetrisch  angeordnet. Die  Sektorenbezeichnung erfolgt  mit
GroRbuchstaben (A-F). Die Sektoren enthalten 9 Zeilen (markiert mit 1-9) und
eine variable Menge an Spalten (bezeichnet mit Kleinbuchstaben). Bei
gleichzeitiger Verwendung mehrerer TMAs ergibt sich eine eindeutige
Bezeichnung jedes einzelnen Gewebestlcks durch die TMA Bezeichnung und
die Koordinate. Ein Bespiel fur die Struktur eines UKE TMAs ist in Abbildung 4
gezeigt.
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Abb. 4: Schematische Darstellung eines UKE TMAs.

Das beschriebene Verfahren zur TMA Herstellung ist wenig arbeitsaufwendig.
Die Herstellung eines TMAs mit 600 Tumoren in 6 Replikaten dauert unter
Einsatz einer Vollzeit MTA ungefahr 5 Tage. Diese Zeitdauer ist allerdings flr
den realistisch einkalkulierten Zeitaufwand fir eine TMA Herstellung nur der
kleinste Teil der Arbeit. Die Problematik beim Verfahren ist die Identifikation der
geeigneten Tumoren sowie die Selektion der geeigneten Tumorblocke und der
relevanten, tumorenthaltenden Areale in ausgewahlten Blocken. Die
Gesamtarbeit beinhaltet zunachst die Erstellung einer Liste durch eine
Datenbankabfrage. Von dieser Liste lasst sich ein Teil bereits durch sorgfaltiges
Lesen der Unterlagen ausschliellen, namlich dann, wenn von sehr kleinen
Tumoranteilen oder kleinen Gewebestiicken gesprochen wird. Danach mussen
von den Kandidatengeweben samtliche Schnittpraparate aus dem Archiv geholt
werden, wobei nicht selten 10 oder mehr Schnitte pro Fall herausgesucht
werden. All diese Schnitte missen von einem Pathologen auf Eignung fur die
TMA Herstellung evaluiert werden, wobei die Kriterien ,moglichst viel Tumor, mit
moglichst wenig Stroma oder Nekrosen® dazwischen gelten. Von den
ausgewahlten Schnitten mussen in einer zweiten Phase die korrespondieren
Blocke herausgesucht werden, um zu uberprifen, ob diese Uberhaupt fir den
Stanzprozess geeignet sind.

Die Paraffinblocke sind naturgemafy ungleich dick und tief, was damit
zusammenhangt, dass die vom Pathologen aus Tumorpraparaten
herausgeschnittenen Scheiben von variabler Dicke sind. Je nachdem wie viele
Schnitte und Zusatzuntersuchungen am ausgewahlten Block durchgefihrt
wurden, kann bereits ein erheblicher Teil des urspringlichen Blockes

14



aufgebraucht sein. Grundsatzlich sollen Gewebeblocke verwendet werden,
welche mindestens eine verbliebene Tiefe von 2 Millimetern aufweisen.

Vom final ausgewahlten Gewebeblock wird am korrespondierenden HE-Schnitt
das zum Stanzen geeignete Gewebe von einem Pathologen mittels eines
permanenten Filzstiftes markiert. Nach dem erfolgreichen Selektionsprozess fur
geeignete Proben werden diese in vorher definierter Reihenfolge in der
Umgebung des Stanzgerates zusammensortiert, sodass immer Schnitt und Block
eines Falles aufeinander neben dem Stanzgerat liegen.

Fir die Zeit, wahrend der eine TMA geplant und hergestellt wird, ist es notig, die
Tumorschnitte und Blocke durch die friher definierten Biopsienummern zu
definieren. Nach dem Abschluss der TMA Herstellung werden die
Biopsienummern allerdings entweder ausgeblendet oder definitiv geldscht.
Dieses Verfahren verspricht eine aufert effiziente Pseudonomisierung bzw.
Anonymisierung der Gewebe, sodass die Tissue Microarray-Technik ein extrem
sicheres Verfahren zur Erfullung von Datenschutzrichtlinien beschreibt. Das
verbliebene Tissue Microarray-File beinhaltet dann nur die TMA Koordinate in
Kombination mit den zum Zeitpunkt der Herstellung verfugbaren klinischen und
pathologischen Daten. Ein Beispiel einer TMA Datei zum Kolonkarzinom ist in
Tabelle 10 dargestellt.

Tab. 10: Beispiel fiir ein Datenfile des Kolonkarzinom TMAs.

TMA Tumor- Tumordurch-

Lokalisation  lokalisation Tumortyp PT messer (mm) Tumorgrad

A1a C. descendens Adenokarzinom pT3  pN2 32 2
A1b C. transversum Adenokarzinom - - 40 2
Alc C.ascendens Adenokarzinom pT3 pNO 120 2
A1d Sigma Adenokarzinom pT3  pN1 128 2
Ale Sigma Adenokarzinom pT3 pNO 56 2
A 1f Rektum Adenokarzinom pT3  pN2 64 2

2.2 Kolonkarzinom TMA

2.2.1 Patientenkollektiv

Der Kolonkarzinom TMA beinhaltet 826 Karzinome aus dem Institut far
Pathologie des  Universitatsklinikums  Hamburg-Eppendorf und 976
Kolonkarzinome aus dem Institut fur Pathologie des Klinikums Furth.
Die zu den TMA verfugbaren Patientendaten setzen sich wie folgt zusammen:
Tumorlokalisation (in 1783 der Patientenfalle), Tumorseite (fur 1794 Patienten,
1311 links- und 483 rechtsseitige Tumoren), Tumortyp (fir 1801 Patienten), pT
(in 1784 der Patientenfalle), pN (fir 1767 Patienten), Tumordurchmesser (fur
1757 Patienten), muzindse Tumorkomponente (fur 623 Patienten), Infiltrationstyp
(fur 723 Patienten), Tumorbudding (fur 1260 Patienten), peritumorale
15



lymphozytare Infiltration (fur 699 Patienten), Angioinvasion (fur 1757 Patienten),
Lymphgefaldinvasion (fir 1740 Patienten), Perineuralscheideninvasion (flr 783
Patienten), Mikrosatellitenstatus (fiur 1297 Patienten), RAS Mutation (flr 847
Patienten), BRAF Mutation (fur 157 Patienten), HER2 Amplifikation (fur 767
Patienten), CD8 Dichte (fur 1740 Patienten) und proliferierende CD8+ Zellen (fur
1441 Patienten).

Eine Ubersicht des Patientenkollektivs ist in folgender Tabelle (Tab. 11)
dargestellt.
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Tab. 11: Ubersicht des Patientenkollektives des Kolonkarzinom TMAs.

n Hamburger Further
Kollektiv Kollektiv

Alle Tumoren 1802 826 976
Tumorlokalisation
Z6kum 172 35 137
C. ascendens 200 46 154
C. transversum 110 21 89
C. descendens 115 39 76
C. sigmoideum 725 452 273
Rektum 461 230 231
Tumorseite
Links 1311 720 591
Rechts 483 101 382
Tumorstadium
pT1 76 36 40
pT2 354 154 200
pT3 989 440 549
pT4 365 187 178
Nodalstatus
pN- 926 409 517
pN+ 841 404 437
V-Status
VO 1295 601 694
V1 450 206 244
V2 12 6 6
L-Status
LO 671 413 258
L1 1069 362 707
RAS Mutation
Wildtyp 494 436 58
Mutiert 380 335 45
BRAF Mutation
Wildtyp 135 128 7
Mutiert 22 22 0
Mikrosatellitenstatus
Stabil 1203 647 556
Instabil 94 34 60
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2.2.2 Aufbau des Hamburg-Furth Kolonkarzinom TMAs

Aus friheren Studien, welche am gleichen TMA durchgefiuhrt worden waren,
waren bereits verschiedene molekulare Daten vorhanden.

Dazu gehorten immunhistochemische Daten zur Expression von MUCS5AC (Rico
et al. 2020), p53 und p16, E-Cadherine und PD-L1. Ferner der
immunhistochemische Status der Mismatch-Repair-Gene MSH2 und MSHG,
MLH1, PMS2 und die mittels digitaler Bildanalyse bestimmte Dichte CD8
positiver Lymphozyten in einem Unterkollektiv von 826 Tumoren (Abu Hashem
2021). Es ist hervorzuheben, dass die CD8 Dichte des Kollektivs mit einer
aufwandigen Vorgehensweise ungewodhnlich prazise bestimmt wurde. Das
Verfahren beinhaltete nicht nur eine automatische Auszahlung der CD8 positiven
Zellen fir jeden Gewebespot, sondern auch die Berucksichtigung der Flache
eines TMA Spots. Dies ist eine wichtige Korrektur, denn in einem nicht zu
vernachlassigenden Teil der Falle ist ein theoretisch 0,6 Millimeter messender
TMA Spot nicht vollumfanglich auf jedem Schnitt vorhanden.

Der Hamburg-Furth Kolonkarzinom TMA besteht aus vier Gewebeblocken,
welche 521, 303, 612 und 362 verschiedene Tumoren enthalten. Die
Paraffinblocke des TMA Blocks sind in den Abbildungen 5 und 6,
Ubersichtsaufnahmen von 4 gefarbten Schnitten in den Abbildungen 7 bis 10
dargestellt.
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Abb. 5: Paraffinblécke des Kolon-
karzinom TMAs (unten COL 10.2 A, oben
COL 10.2 B).
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Abb. 7: Ubersichtsaufnahme HE-Schnitt
(COL 10.2 A).

Abb. 9 Ubersichtsaufnahme in der
Féarbung 1:1350 (COL 10.2 A).

Abb. 6: Paraffinblébcke des Kolon-
karzinom TMAs (unten COL 11.2 A, oben
COL 11.2 B).
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Abb. 8: Ubersichtsaufnahme HE-Schnitt
(COL 11.2 A).

saes
Abb. 10: Ubersichtsaufnahme in der
Féarbung 1:1350 (COL 11.2 A).
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2.3 Immunhistochemie

Nachdem fur optimale Farbeverhaltnisse gesorgt wurde, sind zwei verschiedene
Antikorper fur die immunhistochemische Farbung genutzt worden.

Der Klon AMACR 8F4 wurde am Institut fur Pathologie des UKE erzeugt. Zur
Immunisierung wurde das Peptid AMACR4 verwendet, welches den
Aminosauren ,CLWKTQKLSLWEAPRGQNML" des AMACR Proteins entspricht.
Dieser Antikorper hatte zuvor an einem speziell hergestellten AMACR Test-TMA
bestmogliche Ergebnisse gezeigt. Demnach wurde dieser fur die weitere
Diagnostik als optimal einsetzbar erachtet. Vor allem konnte beim
Prostatakarzinom und den proximalen Nierentubuli eine intensive Farbung
nachgewiesen werden, wohingegen sich die Schleimhaut des Kolons und
Plazentagewebe weitestgehend als nicht angefarbt darstellten.

Das folgende Protokoll wurde fur die Farbung verwendet:

Y
Vorbehand-

Vorbereitung Peroxidase- Antikorper- Chromogen-
der Objekt- lung Block Inkubation Prozess
trager
1. In Target 1. Peroxidase- 1. AMACR AK 1. DAB-
1. Objekttrager Retrieval 9,0 Blocking (1:1350) Chromogen
mit TMA- Solution pH 9 Solution ready . e hei . ;
Schnitt in Xylol im Autoklav to use ;)7(’080 min; bei 1x; 10 min RT
tauchen; 1x: 5 min bei pipettieren 2. Aqua dest.
; 5.8 . . 2. TBST-Puffer 3. H |
60 min 121°C 1x; 10 min spiilen - Haemalaun
2. Absteigende 2. Mit Aqua 2. TBST-Puffer 2% 5 min 1% 3 min
Alkoholreihe dest. kurz B 5 it o 4. Mit Leitungs-
bis Aqua dest. spiilen ’ 3. EnVision™ bl
2% rabbit/mouse wasser blauen
1x; 30 min; bei 1% 5 min
g'quf]eIBST' 37°C 5. Aufsteigende
2| Alkoholreihe
1x; 5 min g;(_TSBf’nTnP”ffer bis Xylol
' 6. Eindeckeln
4 4 \ 4 4 \ 4

Abb. 11: Immunhistochemisches Férbeprotokoll fir den AMACR Antikérper UKE Klon HH 8F4.

Als zweiter Antikérper wurde der Dako Klon 13H4 Ready to use (Dako IR060)
verwendet. Fur diesen ist nach dem am pathologischen Institut standardisierten
Farbeprotokoll fur die Routine Diagnostik vorgegangen worden.

Der Vorgang der Immunhistochemie fand im Dako-Stainer statt, wobei der
Antikorper gemeinsam mit dem Dako Envision Flex-Kit in den Dako-Stainer
gegeben wurde. Vorher wurden 4um dicke Schnitte hergestellt, die zunachst im
Brutschrank bei 98°C und pH9 30 Minuten entparaffiniert wurden. Die
Farbeergebnisse sind im Anschluss von dem Institutsleiter der Pathologie, Prof.
Sauter, ausgewertet worden und der prozentuale Anteil der gefarbten
Tumorzellen und die Farbeintensitat (0, 1+, 2+, 3+) geschatzt.

Danach erfolgte die Klassifikation der Tumorgewebe in vier Kategorien:

negativ, schwach positiv, maBig positiv, stark positiv. Die Einteilung erfolgte auf
nachstehender Grundlage:

negativ: keine Farbung nachweisbar; schwach positiv: Farbeintensitat 1+ in

weniger als 70% der Tumorzellen oder 2+ in maximal 30% der Tumorzellen;
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mafig positiv: 1+ in mehr als 70% der Tumorzellen oder 2+ in mehr als 30%,
aber hdchstens 70% der Tumorzellen oder 3+ Intensitat in maximal 30% der
Tumorzellen; stark positiv: 2+ in mehr als 70% der Tumorzellen oder 3+ in mehr
als 30% der Tumorzellen.

2.4 Statistik

Far die Evaluation der statistischen Beziehungen zwischen kategorischen und
kontinuierlichen Variablen (CD8 Lymphozytendichte) wurde ein t-Test
durchgefuhrt. P-Werte mit einem Wert von <0,05 wurden als statistisch signifikant
angesehen.

3. Ergebnisse

3.1 Auswertbarkeit der Tissue Microarrays

Far den Klon HH 8F4 waren 1497 von 1802 untersuchten Tumoren (83%)
auswertbar. Fur den Klon 13H4 von Dako waren 1492 der 1802 untersuchten
Tumoren (82,8 %) auswertbar. Ursachen fir die Nichtauswertbarkeit von
einzelnen Geweben war das Fehlen eindeutiger Tumorzellen aus dem
Gewebespot des Arrays oder aber das Fehlen von Gewebe an einzelnen Stellen
eines TMAs.

3.2 Immunhistochemische Befunde

Die immunhistochemischen Befunde waren flr die beiden verwendeten
Antikérper weitgehend identisch. Die Mehrzahl der untersuchten Tumoren
zeigten eine in Ausmal} unterschiedliche zytoplasmatische granulare Anfarbung,
wobei meist alle in einem TMA Spot erfassten Zellen eine weitgehend identische
Anfarbbarkeit zeigten.

Reprasentative Bilder von Kolonkarzinomen mit unterschiedlich stark
ausgepragter AMACR Positivitat sind fur den DAKO Antikorper in Abbildung 12
und fur den Klon 8F4 in den Abbildungen 13 bis 14 dargestellt.
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Abb.12: Représentative Bilder von Kolonkarzinomen mit unterschiedlich stark
ausgepragter AMACR Positivitét; Klon Dako 13H4.
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Abb. 13: Représentative Bilder von Kolonkarzinomen mit unterschiedlich stark
ausgepragter AMACR Positivitédt; Klon HH 8F4.
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Abb. 14: Repréasentative Bilder von Kolonkarzinomen mit unterschiedlich stark
ausgepragter AMACR Positivitat; Klon HH 8F4.

Der Vergleich der mit den beiden Antikorpern erzielten Farbeergebnisse ergab
keine Anhaltspunkte auf einen systematischen Unterschied zwischen den beiden
Antikorpern. Mit dem Dako Antikorper waren 22% der Tumoren als negativ, 16%
als schwach positiv, 15% als mallig positiv und 47% als stark positiv klassifiziert
worden, wobei die entsprechenden Zahlen fur den Klon 8F4 mit 15% negativen,
12% schwach positiven, 15% maldig stark positiven und 58% stark positiven
Tumoren sehr ahnlich ausfiel. Dementsprechend bestand auch eine enge
Korrelation zwischen den mit beiden Antikdrpern gefundenen Farbeintensitaten
(Abb. 15, p<0.0001).
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Abb. 15: AMACR HH 8F4 vs. AMACR Dako 13H4 in beiden Kollektiven.

Da die untersuchten Tumoren in zwei verschiedenen pathologischen Instituten
verarbeitet worden waren, erfolgte zum Ausschluss systematischer
Unterschiede, beispielsweise verursacht durch Unterschiede in den
Fixationspraktiken, eine separate Analyse der beiden Kollektive, wobei die
Haufigkeitsverteilung der AMACR-Befunde sowohl fur den Klon HH 8F4 (Abb.
16) als auch fur den Klon Dako 13H4 (Abb. 17) keine relevanten Unterschiede
aufwiesen.

p=0.0540
70,0
52,5
35,0
17,5
0,0
Hamburger Kollektiv (n=652) Further Kollektiv (n=853)
[J AMACR HH negative [0 AMACR HH weak
B AMACR HH moderate Bl AMACR HH strong

Abb. 16: AMACR HH 8F4 in beiden Kollektiven.
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Abb. 17: AMACR Dako 13H4 in beiden Kollektiven.

Dementsprechend befanden sich zwischen den beiden Antikorpern in den
Unterkollektiven aus Furth (Abb. 18, p<0.0001) und Hamburg (Abb. 19,
p<0.0001) auch weitgehend identische Beziehungen zwischen den mit den
beiden unterschiedlichen Antikdrpern erhobenen Befunden.
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Abb. 18: AMACR HH 8F4 vs. AMACR Dako 13H4 im Fiirther Unterkollektiv.
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Abb. 19: AMACR HH 8F4 vs. AMACR Dako 13H4 im Hamburger Unterkollektiv.

3.3 Beziehung zu klinischen und molekularen Parametern (Klon HH 8F4)

Der Zusammenhang zwischen dem mit dem UKE Klon 8F4 bestimmten AMACR
Status sowie klinischen und molekularen Variablen ist in nachstehender Tabelle

aufgefuhrt.

Tab. 12: AMACR (Klon HH 8F4) vs. histopathologische und molekulare Parameter.

AMACR (HH 8F4)

n negativ schwach  moderat stark p-Wert
Alle Tumoren 1497 14,8 12,0 14,8 58,4
pT Status pT1 60 13,3 11,7 16,7 58,3 0.2383
pT2 309 13,9 10,4 16,8 58,9
pT3 827 13,4 12,5 15,1 59,0
pT4 286 20,3 11,9 10,8 57,0
N-Status pN- 776 14,7 10,6 13,4 61,3 0.1382
pN+ 691 15,2 13,3 15,6 55,9
V-Status VO 1056 14,5 11,5 15,8 58,2 0.0653
V+ 397 16,6 13,6 10,8 58,9
L-Status LO 549 12,9 12,0 13,5 61,6 0.1522
L1 896 16,3 11,7 15,6 56,4
Tumorseite  links 1077 10,5 11,1 14,9 63,5 <0.0001
rechts 414 26,1 14,0 14,7 45,2
MS Status instabil 83 66,3 10,8 6,0 16,9 <0.0001
stabil 1042 9,2 11,6 15,2 64,0
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AMACR (HH 8F4)

n negativ. schwach  moderat stark p-Wert
KRAS Mut. 298 13,4 14,1 20,5 52,0 <0.0001
Ex12/13/61
Wit. 386 13,5 9,6 8,8 68,1
BRAF Mut. V60OE 13 76,9 15,4 0,0 7,7 <0.0001
Wit. 79 12,7 8,9 19,0 59,5
p53 negativ 239 12,6 11,7 19,2 56,5 <0.0001
schwach 269 25,3 13,4 14,1 47,2
moderat 112 14,3 12,5 19,6 53,6
stark 631 9,7 10,6 13,5 66,2
p16 negativ 427 21,1 12,4 11,9 54,6 <0.0001
schwach 409 7,3 10,3 171 65,3
moderat 192 12,0 15,6 15,6 56,8
stark 111 7,2 9,9 14,4 68,5
MUCS5AC negativ 1203 10,0 11,9 14,0 64,1 <0.0001
schwach 83 229 15,7 25,3 36,1
moderat 53 321 18,9 57 43,4
stark 79 64,6 8,9 17,7 8,9
E-Cadherin  negativ 7 57,1 0,0 0,0 42,9 0.0036
schwach 66 242 10,6 21,2 43,9
moderat 124 21,0 13,7 12,1 53,2
stark 1161 12,9 11,9 14,7 60,5
PD-L1 negativ 1133 11,7 11,7 14,7 62,0 <0.0001
(Tumor)
(10% cutoff) positiv 46 56,5 17,4 15,2 10,9

Die Darstellung macht deutlich, dass keine enge Beziehung zwischen
klassischen Parametern der Tumoraggressivitat wie pT, pN, V-Status und L-
Status und der AMACR Expression besteht. Allerdings bestehen hoch
signifikante Beziehungen zwischen der AMACR Expression und der
Tumorlokalisation (p<0.0001) und allen acht untersuchten molekularen
Parametern. Eine erhdhte AMACR Expression ist positiv assoziiert mit einer
erhdhten Wahrscheinlichkeit einer kraftigen immunhistochemischen p53
Positivitat  (p<0.0001) und einer kraftigen p16 Expression (p<0.0001).
Gleichzeitig weisen Tumoren mit kraftiger AMACR Expression seltener eine
Mikrosatelliteninstabilitat (p<0.0001), RAS Mutationen (p<0.0001), BRAF
Mutationen (p<0.0001), eine MUCS5AC Expression (p<0.0001), einen E-Cadherin
Expressionsverlust (p=0.0036) und eine PD-L1 Expression (p<0.0001) auf.

Wegen der bekannten erheblichen prognostischen Bedeutung der
Mikrosatelliteninstabilitdt beim Kolonkarzinom wurden alle genannten
Beziehungen zum histologischen Phanotyp und zu molekularen Parametern
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auch separat in den Untergruppen von mikrosatellitenstabilen und -instabilen
Tumoren evaluiert.

Die Beziehung zwischen der AMACR Expression, mikrosatellitenstabilen
Tumoren und den untersuchten Parametern ist in Tabelle 13 dargestellt.

Tab. 13: AMACR (Klon HH 8F4) vs. histopathologische und molekulare Parameter in MSS-
Tumoren

AMACR (HH 8F4)

n negativ. schwach moderat stark p-Wert

Alle MSS 1042 9,2 11,6 15,2 64,0
Tumoren

pT Status pT1 41 7,3 4.9 14,6 73,2 0.0474
pT2 222 6,3 8,6 18,5 66,7
pT3 575 8,9 12,3 15,5 63,3
pT4 193 13,5 13,5 9,8 63,2

N-Status pN- 534 7,9 9,7 13,5 68,9 0.0186
pN+ 488 10,7 13,5 16,2 59,6

V-Status VO 726 8,3 10,3 17,4 64,0 0.0006
V+ 285 11,9 15,4 9,1 63,5

L-Status LO 409 5,9 12,2 13,9 68,0 0.0065
L1 593 11,6 10,8 16,4 61,2

Tumorseite links 792 8,2 10,5 14,6 66,7 0.0105
rechts 245 12,7 15,1 16,7 55,5

KRAS Mut. 243 9,5 14,4 20,6 55,6 <0.0001
Ex12/13/61
Wt. 309 7.1 10,4 8,1 74,4

BRAF Mut. V600E 5 40,0 40,0 0,0 20,0 0.0134
Wt. 65 4.6 9,2 18,5 67,7

p53 negativ 188 7,4 13,3 17,6 61,7 0.0686
schwach 176 12,5 12,5 16,5 58,5
moderat 79 6,3 12,7 241 57,0
stark 520 8,3 9,8 12,7 69,2

p16 negativ 314 13,1 13,1 12,4 61,5 0.0008
schwach 357 4,2 9,0 18,8 68,1
moderat 167 8,4 16,2 14,4 61,1
stark 94 7,4 9,6 13,8 69,1

MUCS5AC negativ 882 7.4 11,1 14,1 67,5 <0.0001
schwach 57 14,0 19,3 26,3 40,4
moderat 24 8,3 12,5 12,5 66,7
stark 32 43,8 12,5 25,0 18,8
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AMACR (HH 8F4)

n negativ. schwach moderat stark p-Wert
E- Cadherin  negativ 3 0,0 0,0 0,0 100,0 0.1289
schwach 40 17,5 15,0 22,5 45,0
moderat 75 9,3 14,7 10,7 65,3
stark 846 8,5 11,3 15,4 64,8
PD-L1 negativ 840 7.4 111 15,0 66,5 <0.0001
(Tumor)
(10% cutoff) positiv 20 30,0 30,0 25,0 15,0

In dem Unterkollektiv der mikrosatellitenstabilen Tumoren besteht eine
signifikante Assoziation zwischen einer vermehrten AMACR Expression und
linksseitiger Tumorlokalisation sowie einer verminderten Haufigkeit von RAS
Mutationen, BRAF Mutationen, einer MUC5AC Uberexpression und einer
nachweisbaren PD-L1 Expression. Die AMACR Positivitat ist aber auch in
diesem Unterkollektiv mit einer p16 Expression und tendenziell auch mit einer
hdheren Haufigkeit einer nuklearen p53 Akkumulation (p=0.0686) assoziiert.
Die Beziehung zwischen der AMACR Expression und den untersuchten
klinischen und molekularen Parametern ist fur die Gruppe der
mikrosatelliteninstabilen Tumoren in Tabelle 14 dargestellt.

Tab. 14: AMACR (Klon HH 8F4) vs. histopathologische und molekulare Parameter in MSI-
Tumoren.

AMACR (HH 8F4)

n negativ. schwach moderat stark p-Wert
Alle MSI 83 66,3 10,8 6,0 16,9
Tumoren
pT Status pT1 6 66,7 16,7 0,0 16,7 0.7811
pT2 19 84,2 53 53 53
pT3 41 61,0 12,2 7,3 19,5
pT4 17 58,8 11,8 59 23,5
N-Status pN- 55 69,1 9,1 5,5 16,4 0.9237
pN+ 26 61,5 11,5 7,7 19,2
V-Status VO 67 68,7 9,0 6,0 16,4 0.633
V+ 15 53,3 20,0 6,7 20,0
L-Status LO 38 76,3 7,9 53 10,5 0.30001
L1 43 58,1 14,0 4,7 23,3
Tumorseite  links 35 42,9 14,3 8,6 34,3 0.0004
rechts 48 83,3 8,3 4,2 4,2
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AMACR (HH 8F4)

n negativ. schwach moderat stark p-Wert
KRAS Mut. 9 77,8 0,0 0,0 22,2 0.6272
Ex12/13/61
Wit. 18 72,2 5,6 5,6 16,7
BRAF Mut. 5 100,0 0,0 0,0 0,0 0.2475
V600E
Wit. 6 66,7 0,0 16,7 16,7
p53 negativ 12 41,7 0,0 25,0 33,3 0.0321
schwach 42 71,4 16,7 0,0 11,9
moderat 12 66,7 8,3 8,3 16,7
stark 11 63,6 9,1 0,0 27,3
p16 negativ 44 70,5 11,4 6,8 11,4 0.2314
schwach 19 57,9 21,1 0,0 21,1
moderat 7 57,1 0,0 14,3 28,6
stark 3 33,3 0,0 0,0 66,7
MUCS5AC negativ 44 45,5 18,2 6,8 29,5 0.0008
schwach 6 83,3 0,0 16,7 0,0
moderat 8 100,0 0,0 0,0 0,0
stark 20 90,0 5,0 5,0 0,0
E-Cadherin  negativ 1 100,0 0,0 0,0 0,0 0.8144
schwach 7 71,4 0,0 0,0 28,6
moderat 5 60,0 20,0 0,0 20,0
stark 61 62,3 13,1 8,2 16,4
PD-L1 negativ 53 56,6 11,3 7,5 245 0.0328
(Tumor)
(10% cutoff) positiv 12 91,7 8,3 0,0 0,0

Die Ergebnisse sind den Daten aus dem Gesamtkollektiv sehr ahnlich. Es
besteht keine signifikante Korrelation zwischen der AMACR Expression und
klinischen Malignitatsparametern wie pT, pN, V-Status und L-Status. Eine
eindeutige statistische Beziehung findet sich in diesem Kollektiv fur die inverse
Beziehung zwischen MUCS5AC und AMACR Expression (p=0.0008). Daruber
hinaus erreichen die Beziehungen zwischen starker AMACR Expression,
nuklearer p53 Akkumulation (p=0.0321) und dem fehlenden Nachweis einer
tumoralen PD-L1 Expression (p=0.0328) statistische Signifikanz.

Wegen der signifikanten Beziehung zwischen AMACR Expression,
Mikrosatelliteninstabilitat und der Tumorlokalisation wurden separate
Untersuchungen der Beziehung zwischen AMACR Expression und
Mikrosatelliteninstabilitat in Tumorkollektiven von identischer Lokalisation im
Kolon durchgefluhrt. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 15 dargestellt.
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Tab. 15: AMACR (Klon HH 8F4) vs. MSI in unterschiedlichen Tumorlokalisationen.

MSI
AMACR HH 8F4
n instabil stabil p-Wert
Zokum negativ 22 68,2 31,8 <0.0001
schwach 13 7,7 92,3
moderat 19 5,3 94,7
stark 47 2,1 97,9
C. ascendens negativ 41 51,2 48,8 <0.0001
schwach 15 20,0 80,0
moderat 17 5,9 94 1
stark 57 1,8 98,2
C. transversum negativ 8 50,0 50,0 0.0004
schwach 13 0,0 100,0
moderat 7 0,0 100,0
stark 32 0,0 100,0
C. descendens negativ 8 50,0 50,0 0.0135
schwach 6 33,3 66,7
moderat 13 15,4 84,6
stark 40 50 95,0
Sigma negativ 39 15,4 84,6 0.0042
schwach 48 4,2 95,8
moderat 60 0,0 100,0
stark 306 3,3 96,7
Rektum negativ 33 15,2 84,8 0.0002
schwach 34 29 97 1
moderat 46 2,2 97,8
stark 190 0,0 100,0

Die Beziehung zwischen AMACR Expression, Mikrosatelliteninstabilitat in links-

und rechtsseitig gelegenen Tumoren ist in Tabelle 16 dargestellt.

32



Tab. 16: AMACR (Klon HH 8F4) vs. MSI in links- und rechtseitigen Kolonkarzinomen.

MmsSI
AMACR HH 8F4
n instabil stabil p-Wert
Links negativ 80 18,8 81,3 <0.0001
schwach 88 5,7 94,3
moderat 119 2,5 97,5
stark 540 2,2 97,8
Rechts negativ 71 56,3 43,7 <0.0001
schwach 41 9,8 90,2
moderat 43 4,7 95,3
stark 138 1,4 98,6

Die Ergebnisse zeigen sowohl fur links- und rechtsseitige Kolonkarzinome als
auch fur die Untergruppen der Tumoren im Zékum, Colon ascendens, Colon
transversum, Colon descendens, Sigma und Rektum jeweils statistisch
signifikante Unterschiede in der Haufigkeit der Mikrosatelliteninstabilitat
zwischen Tumoren mit unterschiedlicher AMACR Expression. Fur alle Gruppen
fanden sich bei Karzinomen mit starker oder zumindest maRiggradiger AMACR
Expression nur selten eine Mikrosatelliteninstabilitat. Eine
Mikrosatelliteninstabilitat fand sich aber im rechtsseitigen Kolon bei 56% von
komplett AMACR negativen Karzinomen und bei 18,8% von 80 linksseitigen
AMACR negativen Karzinomen.

Die Beziehung zwischen der AMACR Expression und der Zahl der in den
untersuchten  Tumoren nachweisbaren CD8 positiven Zellen pro
Quadratmillimeter (CD8 Dichte) ist in Tabelle 17 dargestellt.
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Tab. 17: AMACR (Klon HH 8F4) vs. CD8 Dichte in mikrosatellitenstabilen und -instabilen
Tumoren.

CD8 Dichte

AMACR HH 8F4 n (Zellen/mm?) p-Wert
Alle Tumoren negativ 211 399,3+£31,8 <0.0001
schwach 172 286,1+35,2
moderat 208 319,2+32
stark 840 207,3+15,9
MS-stabile Tumoren negativ 91 386+47,7 0.0029
schwach 117 291+42
moderat 149 323,5+37,2
stark 650 225,6+17,8
MS-instabile Tumoren  negativ 53 580,2+75,5 0.2406
schwach 9 249,5+183,2
moderat 5 501,3+245,8
stark 13 326,7+152,4

Dabei zeigt sich, dass die Zahl der CD8 positiven Zellen bei komplett AMACR
negativen Tumoren am hochsten ist (399.3+31.8) und bei Tumoren mit starker
AMACR Expression am geringsten (207.3£15.9, p<0.0001). Die angesichts der
bekannten starken Beziehung zwischen Mikrosatelliteninstabilitat und Zahl der
intratumuralen Lymphozyten durchgefihrte separate Untersuchung von
mikrosatellitenstabilen und -instabilen Karzinomen ergab fur die Untergruppe der
MSS-Tumoren die gleiche Beziehung wie im Gesamtkollektiv. Tumoren mit
AMACR Negativitat zeigten die hochste Zahl intratumuraler Lymphozyten
(386.0+47.7) und Tumoren mit starker AMACR Expression die geringste
(225.6£17.8, p=0.0029). Auch bei mikrosatelliteninstabilen Tumoren war die
durchschnittliche Zahl von intratumoralen CD8 positiven Lymphozyten in der
Gruppe der AMACR negativen Tumoren mit (580.2+75.5) deutlich hoher als
beispielsweise in Tumoren mit starker AMACR Positivitat (326.57+£152.4), doch
erreichten diese Unterschiede keine statistische Signifikanz (p=0.2406).

3.4 Beziehung zu klinischen und molekularen Parametern (Klon Dako 13H4)

Die Beziehung zwischen der AMACR Expression und histopathologischen bzw.
molekularen Parametern ist flr den Klon Dako 13H4 in Tabelle 18 dargestellt.
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Tab. 18: AMACR (Klon Dako 13H4) vs. histopathologische und molekulare Parameter.

AMACR (Dako)
n negativ schwach  moderat stark  p-Wert
Alle 1492 22,1 15,8 15,3 46,8
Tumoren
pT Status pT1 60 21,7 20,0 18,3 40,0 0.0732
pT2 308 18,2 15,9 16,9 49,0
pT3 817 20,7 15,8 15,8 477
pT4 292 29,5 14,0 11,6 449
N-Status pN- 767 20,2 13,7 15,6 50,5 0.034
pN+ 693 23,4 17,6 15,2 43,9
V-Status VO 1055 21,4 15,3 15,5 47,8 0.4841
V+ 394 241 17,0 14,0 449
L-Status LO 546 19,4 14,3 14,7 51,6 0.0657
L1 894 23,5 16,3 15,5 44,6
Tumorseite links 1080 17,5 16,8 15,7 50,0 <0.0001
rechts 406 34,0 13,1 14,0 38,9
MS-Status instabil 78 67,9 11,5 11,5 9,0 <0.0001
stabil 1046 15,9 16,0 16,1 52,1
KRAS Mut. 301 22,9 20,6 18,6 37,9 0.0002
Ex12/13/61
Wi. 389 19,0 14,1 12,6 54,2
BRAF Mut. V600E 15 86,7 13,3 0,0 0,0 <0.0001
Wi. 79 16,5 21,5 8,9 53,2
p53 negativ 242 21,5 19,4 14,5 446 <0.0001
schwach 275 31,3 15,3 14,2 39,3
moderat 109 22,9 15,6 18,3 43,1
stark 626 15,0 14,5 16,0 54,5
p16 negativ 424 28,3 16,0 12,0 43,6 <0.0001
schwach 41 13,9 15,1 17,8 53,3
moderat 195 19,0 19,0 16,4 45,6
stark 109 10,1 13,8 15,6 60,6
MUCS5AC negativ 1194 16,8 16,2 15,3 51,7 <0.0001
schwach 84 40,5 14,3 17,9 27,4
moderat 51 37,3 11,8 15,7 35,3
stark 76 68,4 14,5 10,5 6,6
E-Cadherin negativ 8 62,5 0,0 12,5 25,0 0.0036
schwach 66 34,8 13,6 12,1 39,4
moderat 125 34,4 10,4 16,8 38,4
stark 1158 19,2 16,9 14,9 491
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AMACR (Dako)

n negativ schwach  moderat stark  p-Wert
PD-L1 negativ 1136 19,7 16,1 14,9 49,3 <0.0001
(Tumor)
(10% cutoff) positiv 46 63,0 17,4 10,9 8,7

Dabei sind die Ergebnisse weitestgehend analog mit den erzielten Resultaten
des Klons HH 8F4. Einziger Unterschied ist, dass die Untersuchung von 767
nodal-negativen und 693 nodal-positiven Kolonkarzinomen einen marginalen
Unterschied in der AMACR Expression ergibt, mit etwas haufigerer starker
Positivitat in der Gruppe der nodal-negativen Karzinome (p=0.034). Im Ubrigen
besteht auch flr den Dako Klon kein Uberzeugender Zusammenhang zwischen
histopathologischen Malignitatsparametern und dem AMACR
Expressionsniveau. Hingegen findet sich auch hier eine deutliche Beziehung
zwischen einer hochgradigen AMACR Expression und einer Tumorlokalisation
im linksseitigen Kolon (p<0.0001), dem gehauften Vorkommen einer nuklearen
p53 Proteinakkumulation und einer hoheren Haufigkeit von p16 Positivitat (je
p<0.0001). Im Gegensatz dazu ist die Mikrosatelliteninstabilitat (p<0.0001), RAS
Mutationen (p=0.0002), BRAF VG600E Mutationen (p<0.0001), eine MUC5AC
Expression (p<0.0001), ein E-Cadherin Verlust (p=0.0036) und das Vorliegen
einer PD-L1 Expression in Tumorzellen von Tumoren mit kraftiger AMACR
Expression weniger haufig als beispielsweise in AMACR negativen
Kolonkarzinomen.

Die Ergebnisse der separaten Untersuchungen dieser Beziehung in
mikrosatellitenstabilen (Tab. 19) und mikrosatelliteninstabilen Tumoren (Tab. 20)
ergaben fur die Gruppe der mikrosatellitenstabilen Tumoren ein ahnliches Bild
wie bei der Untersuchung mit dem Klon HH 8F4.

Tab. 19: AMACR (Klon Dako 13H4) vs. histopathologische und molekulare Parameter in MSS-
Tumoren.

AMACR (Dako)

n negativ. schwach moderat stark p-Wert
Alle MSS 1046 15,9 16,0 16,1 52,1
Tumoren
pT Status pT1 41 12,2 22,0 17,1 48,8 0.0746
pT2 223 11,2 14,3 18,4 56,1
pT3 572 14,7 16,8 15,9 52,6
pT4 199 23,6 14,1 13,1 49,2
N-Status pN- 531 12,1 13,7 16,0 58,2 0.0004
pN+ 494 19,2 18,0 16,2 46,6
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AMACR (Dako)

n negativ schwach moderat stark p-Wert
V-Status VO 728 14,0 15,8 16,1 54,1 0.0555
V+ 287 20,6 171 15,3 47,0
L-Status LO 409 12,2 15,9 14,2 57,7 0.0249
L1 597 17,9 15,9 16,8 49,4
Tumorseite  links 795 13,7 16,4 16,4 53,6 0.0129
rechts 246 22,8 14,6 14,6 48,0
KRAS Mut. 245 18,8 19,2 21,6 40,4 <0.0001
Ex12/13/61
Wt. 313 12,5 15,0 12,8 59,7
BRAF Mut. V600E 6 66,7 33,3 0,0 0,0 0.0014
Wt. 66 9,1 22,7 7,6 60,6
p53 negative 191 18,3 18,8 13,6 49,2 0.1945
weak 181 19,9 14,4 171 48,6
moderate 80 13,8 17,5 17,5 51,3
strong 517 12,0 15,3 16,1 56,7
p16 negative 315 19,7 17,5 11,7 51,1 0.0226
weak 358 11,2 15,4 18,7 54,7
moderate 171 15,2 17,5 16,4 50,9
strong 92 8,7 13,0 16,3 62,0
MUC5AC negative 880 13,1 16,4 15,2 55,3 <0.0001
weak 58 32,8 17,2 20,7 29,3
moderate 25 20,0 8,0 28,0 44,0
strong 31 48,4 22,6 16,1 12,9
E-Cadherin negative 3 0,0 0,0 33,3 66,7 0.1289
weak 41 26,8 171 14,6 41,5
moderate 77 247 10,4 18,2 46,8
strong 847 14,4 17,1 15,0 53,5
PD-L1 negative 841 141 16,3 15,5 541 <0.0001
(Tumor)
(10% cutoff) positive 21 52,4 23,8 14,3 9,5
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Tab. 20: AMACR (Klon Dako 13H4) vs. histopathologische und molekulare Parameter in MSI-

Tumoren.
AMACR (Dako)
n negativ schwach moderat stark  p-Wert
Alle MSI 78 67,9 11,5 11,5 9,0
Tumoren
pT Status pT1 5 80,0 20,0 0,0 0,0 0.0854
pT2 19 78,9 5,3 5,3 10,5
pT3 38 65,8 7,9 21,1 5,3
pT4 16 56,3 25,0 0,0 18,8
N-Status pN- 51 68,6 11,8 13,7 5,9 0.5164
pN+ 25 64,0 12,0 8,0 16,0
V-Status VO 62 71,0 9,7 12,9 6,5 0.2622
V+ 15 53,3 20,0 6,7 20,0
L-Status LO 35 77,1 5,7 11,4 5,7 0.3712
L1 41 61,0 14,6 12,2 12,2
Tu. Seite links 32 43,8 15,6 25,0 15,6 0.0006
rechts 46 84,8 8,7 2,2 4,3
KRAS Mut. 6 66,7 16,7 0,0 16,7 0.5739
Ex12/13/61
Wi. 19 84,2 5,3 5,3 5,3
BRAF Mut. V600E 6 100,0 0,0 0,0 0,0 0.1926
Wi. 5 80,0 20,0 0,0 0,0
p53 negativ 10 40,0 20,0 20,0 20,0 0.2044
schwach 40 72,5 12,5 5,0 10,0
moderat 10 80,0 0,0 20,0 0,0
stark 11 54,5 9,1 27,3 9,1
p16 negativ 41 78,0 9,8 7,3 4.9 0.1498
schwach 18 44 4 16,7 16,7 22,2
moderat 6 50,0 16,7 33,3 0,0
stark 3 33,3 0,0 33,3 33,3
MUCS5AC negativ 42 50,0 16,7 19,0 14,3 0.0367
schwach 6 83,3 16,7 0,0 0,0
moderat 7 85,7 0,0 0,0 14,3
stark 18 88,9 5,6 5,6 0,0
E- Cadherin  negativ 1 100,0 0,0 0,0 0,0 0.7147
schwach 8 75,0 0,0 12,5 12,5
moderat 6 50,0 16,7 33,3 0,0
stark 57 64,9 14,0 10,5 10,5
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AMACR (Dako)

n negativ. schwach moderat stark  p-Wert

PD-L1 negativ 52 63,5 11,5 13,5 11,5 0.3584
(Tumor)
(10% cutoff) positiv 1 81,8 9,1 0,0 9,1

In der groRen Gruppe der mikrosatellitenstabilen Tumoren ergaben sich keine
eindeutigen Hinweise auf einen Bezug der AMACR Expression zu
histopathologischen Malignitatsparametern. Es bestanden jedoch signifikante
Zusammenhange mit der Haufigkeit von KRAS Mutationen, BRAF Mutationen,
der MUCS5AC Expression, dem Nachweis von PD-L1 in Tumorzellen und auch
mit einer vermehrten p16 Expression (p=0.0226).

In der Gruppe der mikrosatelliteninstabilen Tumoren waren lediglich die
Beziehungen zwischen einer erhdhten AMACR Expression, linksseitiger
Tumorlokalisation (p=0.0006) und einer geringgradigen MUC5AC Expression
(p=0.0367) statistisch signifikant.

Die Beziehung der Zusammenhange zwischen AMACR Expression und
Mikrosatelliteninstabilitat ist fur die einzelnen Darmabschnitte in Tabelle 21 und
fur die Tumorseite in Tabelle 22 dargestellt. Dabei zeigt sich, dass auch fur den
DAKO Antikorper in jeder einzelnen Tumorlokalisation (links, rechts, Zokum,
Colon ascendens, Colon transversum, Colon descendens, Sigma, Rektum) ein
signifikanter Zusammenhang zwischen AMACR Negativitat und einem gehauften
Auftreten einer Mikrosatelliteninstabilitat bestand.

Tab. 21: AMACR (Klon Dako 13H4) vs. MSI in unterschiedlichen Tumorlokalisationen.

MSI
AMACR Dako
n instabil stabil p-Wert
Zékum negativ 35 48,6 51,4 <0.0001
schwach 11 9,1 90,9
moderat 12 8,3 91,7
stark 45 2,2 97,8
C. ascendens negativ 44 40,9 59,1 <0.0001
schwach 17 17,6 824
moderat 15 0,0 100,0
stark 47 2,1 97,9
C. transversum negativ 16 25,0 75,0 0.0076
schwach 12 0,0 100,0
moderat 10 0,0 100,0
stark 26 0,0 100,0
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MsI

AMACR Dako
n instabil stabil p-Wert
C. descendens negativ 10 50,0 50,0 0.0074
schwach 11 9,1 90,9
moderat 12 16,7 83,3
stark 32 3.1 96,9
Sigma negativ 68 59 941 0.0452
schwach 74 2,7 97,3
moderat 70 8,6 91,4
stark 244 1,6 98,4
Rektum negativ 45 11,1 88,9 0.0004
schwach 50 4,0 96,0
moderat 54 0,0 100,0
stark 153 0,0 100,0

Tab. 22: AMACR (Klon Dako 13H4) vs. MSI in links- und rechtseitigen Kolonkarzinomen.

MSI
AMACR Dako
n instabil stabil p-Wert
Links negativ 123 11,4 88,6 <0.0001
schwach 135 3,7 96,3
moderat 138 5,8 94,2
stark 431 1,2 98,8
Rechts negativ 95 41,1 58,9 <0.0001
schwach 40 10,0 90,0
moderat 37 2,7 97,3
stark 120 1,7 98,3

Die Beziehung zwischen AMACR Expression, MS-Status und der Zahl der
intratumoralen CD8 positiven Zellen ist in Tabelle 23 dargestellt.
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Tab. 23: AMACR (Klon Dako 13H4) vs. CD8 Dichte in mikrosatellitenstabilen und -instabilen
Tumoren.

AMACR n CD8 Dichte p-Wert
Dako (Dichte/mm?)

Alle Tumoren negativ 315 337,426 <0.0001
schwach 221 293,3+31,1
moderat 220 299,1+31,2
stark 668 201,1£17.,9

MS-stabile Tumoren negativ 160 325,2+35,6 0.0209
schwach 160 295,7+35,6
moderat 161 295,1+£35,5
stark 529 218,6+19,6

MS-instabile Tumoren negativ 51 542,2+80 0.4973
schwach 9 335,2+190,5
moderat 9 283,3+190,5
stark 6 385,6+233,3

AMACR negative Tumoren zeigen die hochste Dichte CD8 positiver Zellen
(8337.4£26.0) und Tumoren mit starker AMACR Expression die geringste
(201.1£17.9, p<0.0001).

Das gleiche Bild findet sich in der groReren Subgruppe der mikrosatellitenstabilen
Tumoren. Die Zahl der CD8 positiven Lymphozyten pro Quadratmillimeter ist in
AMACR negativen Tumoren am hochsten (325.2+35.6) und bei stark AMACR
positiven ~ Tumoren am  geringsten  (218.6+£19.6, p=0.0209). Bei
mikrosatelliteninstabilen Tumoren ergibt sich wiederum kein signifikanter
Unterschied in der Lymphozytendichte bei Tumoren unterschiedlicher AMACR
Expression. Allerdings ist die durchschnittliche Zahl CD8 positiver Lymphozyten
mit (542.2+80.0) in AMACR negativen Tumoren deutlich gréf3er als in Tumoren
mit starker (385.6+233.3) oder mafRiggradiger AMACR Expression (283.3£190.5,
p=0.4973).

4. Diskussion

In der vorliegenden Untersuchung wurden 1802 kolorektale Karzinome
erfolgreich auf die Expression von AMACR untersucht. Damit handelt es sich um
die bisher grote zur Expression dieses Gens beim Kolonkarzinom
durchgefuhrten Studie und die Ergebnisse sind sowohl aus biologischer wie auch
aus methodischer Sicht relevant.

Eine AMACR Positivitat wurde in unserer Studie in ca. 85% der Falle gefunden,
wobei fur den Klon HH 8F4 58.4% der Tumoren stark positiv, 14.8% mafRig
positiv, 12.0% geringgradig positiv und 14.8% komplett negativ waren. Die
meisten friheren Studien hatten keine ahnlich detaillierte Aufschlisselung ihrer
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Befunde in vier Kategorien vorgenommen, sondern lediglich positive und
negative Tumoren unterschieden.

Tab 24 zeigt die fur die Unterscheidung von AMACR positiven und negativen
Tumoren genutzten Kriterien, welche von >5% bis 270% reichten und es erstaunt
somit nicht, dass die Zahl der AMACR positiven Tumoren in den verschiedenen
Studien zwischen 7% und 92% variierte.

Tab. 24: Kriterien fiir die Unterscheidung von AMACR positiven und negativen Tumoren in den
neun immunhistochemischen Studien.

Autor

Kriterien fir positiv

Shukla et al. 2017

Jiang et al. 2003a

Lin et al. 2007

Marx et al. 2008

Shi et al. 2007

Zhou et al. 2002

Chen et al. 2005

Went et al. 2006

Emam et al. 2016

Finales Farbeergebnis
=1 (6-20%)

Braunes granulares zytoplasmatisches Muster;
Falle mit >5% Farbung der Tumorzellen

Diffuse oder apikale zytoplasmatische Farbung

Tumoren, die wenigstens eine schwache AMACR
Farbung zeigen

Falle mit >5% positiver Farbung der Tumorzellen

Moderate (diffuse granulare zytoplasmatische) und
starke (diffuse intensive zytoplasmatische) Farbe-
ergebnisse

Zytoplasmatische Farbung, Immunreaktivitat in >5%
der Tumorzellen

Schwach: 1+ Farbung in <60% der Zellen oder 2+
Farbung in <30% der Zellen, moderat: 1+ Farbung
in 2 60% der Zellen, 2+ Farbung in 30-70% oder 3+
Farbung in <30% der Zellen, stark: 2+ Farbung in
=270% oder 3+ Farbung in 230% der Zellen

Immunfarbung in = 10% der Zellen

Die Aufschllsselung in vier distinkte Untergruppen hat den Vorteil, dass zwei
Gruppen identifiziert werden, welche auch fir ungelbte Immunhistochemie-
Betrachter einfach zu unterscheiden sind: die komplett negativen und die stark
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positiven. Die Untergruppen der gering und malig stark positiven sind
schwieriger abzugrenzen und unterliegen mit Sicherheit auch subjektiven
Einflissen. Zahlreiche frihere TMA-Studien am Institut fir Pathologie des UKE
haben gezeigt, dass im Falle echter klinischer oder biologischer Unterschiede
zwischen Tumoren mit unterschiedlicher Expression eines am TMA untersuchten
Markers, diese beim Vergleich komplett negativer und stark positiver Tumoren
am deutlichsten und sichersten zu Tage treten.

Die intermediaren Gruppen unterscheiden sich haufig nicht stark. Dass sich trotz
der grof3en Zahl erfolgreich untersuchter Tumoren keine signifikante Beziehung
zwischen der AMACR Expression und einem der untersuchten
histopathologischen Parameter fur aggressives Tumorverhalten (pT, pN, V-
Status, L-Status) fand, passt zu den Ergebnissen mehrerer friherer Studien,
welche auch keine signifikanten Assoziationen zum histologischen Tumor
Phanotyp fanden und insbesondere auch keine Beziehung zum klinischen
Verlauf.

Von neun Studien, die die AMACR Expression beim kolorektalen Karzinom
immunhistochemisch  untersucht hatten (sieche Tab. 1 bis 9:
Immunhistochemische Studien zur AMACR Expression beim Kolonkarzinom),
konnten alleinig drei Untersuchungen Angaben zu klinischen Verlaufsdaten,
insbesondere dem Patientenlberleben berichten. Zwei dieser Studien konnten
keine Relation zwischen AMACR Expression und Patiententberleben bzw. dem
krankheitsfreien Uberleben finden (Shi et al. 2007, Emam et al. 2016),
wohingegen eine Studie eine signifikante Beziehung zwischen erhohter AMACR
Expression und besserer 5-Jahres-Prognose, bezogen auf das
krankheitsspezifische Uberleben, beschreibt (Lin et al. 2007). Andere Studien
konnten lediglich einen Zusammenhang zwischen verminderter AMACR
Farbung, schlechterem histologischen Differenzierungsgrad und dem Auftreten
von Metastasen dokumentieren. Insgesamt sprechen die verfugbaren Daten
somit stark gegen eine klinisch bedeutsame Prognoserelevanz der AMACR
Expression beim Kolonkarzinom.

Auch bei anderen Tumorarten haben Studien zur prognostischen Bedeutsamkeit
der AMACR Expression zu unterschiedlichen Resultaten gefuhrt. Beim
Prostatakarzinom haben mindestens vier Studien eine signifikante Beziehung
zwischen geringer AMACR Expression und ungunstiger Prognose gezeigt
(Kuefer et al. 2002, Rubin et al. 2005, Rubin et al. 2004, Rubin et al. 2002), wobei
mindestens zwei Studien eine derartige Beziehung nicht finden konnten, bzw.
eine hohere AMACR Expression einhergehend mit einer schlechten Prognose
beschreiben (Box et al. 2016, Takahara et al. 2009)

Beim oralen Plattenepithelkarzinom hat eine Studie einen Zusammenhang
zwischen erhohter AMACR Expression und ungunstiger Prognose beschrieben
(He et al. 2018), wahrend andere Untersucher keine starke AMACR Expression
in dieser Tumorentitat finden konnten (Went et al. 2006). Ferner konnte beim
hepatozellularen Karzinom eine Beziehung zwischen erhdhter AMACR
Expression und schlechter Prognose gezeigt werden (Li et al. 2008), wobei
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andere Studien dies nicht bestatigen konnten (Xu et al., 2014). Li Ching Wu et al.
konnten eine signifikante Korrelation zwischen einer erhdéhten AMACR
Expression und ungunstiger Prognose beim Gallenblasenkarzinom aufzeigen
(Wu et al. 2012), wahrend andere Publikationen nur selten eine nachweisbare
AMACR Expression bei dieser Art der Neoplasie feststellen konnten (Went et al.
2006).

Der Vergleich der AMACR Expression mit der Tumorlokalisation im Colon ergab
eine kontinuierliche Zunahme der AMACR Expression von proximal nach distal.
In einer ehemaligen, ebenfalls am UKE, aber an einem komplett anderen
Tumorkollektiv durchgeflhrten Studie, war ein solches Ergebnis bereits friher
gefunden worden.

Damals wurde spekuliert, dass die Zunahme im distalen Colon mit der bekannten
Rolle von AMACR als Schlusselenzym des Fettmetabolismus im
Zusammenhang stehen konnte. Angesichts der zunehmenden Konzentrierung
des Darminhaltes wahrend der Darmpassage konnte angenommen werden,
dass im distalen Colon mehr Fettsaurederivate zu verstoffwechseln sind als im
proximalen Colon. Angesichts der hoch signifikanten Beziehung zwischen einer
erhohten AMACR Expression und einer distalen Tumorlokalisation ist eine
deutliche Anhaufung von mikrosatelliteninstabilen Tumoren in der Gruppe der
AMACR negativen Karzinome zu erwarten, denn schlieBlich tritt die
Mikrosatelliteninstabilitat insbesondere bei Karzinomen des proximalen,
rechtsseitigen Colons auf.

Die grof3e Zahl, der in dieser Studie untersuchten Tumoren erlaubte es, die
Beziehung zwischen AMACR, Tumorlokalisation und Mikrosatelliteninstabilitat in
zahlreichen verschiedenen Regionen des Colons separat zu untersuchen. Dass
in jedem einzelnen der untersuchten Abschnitte ein hoch signifikanter
Zusammenhang zwischen Mikrosatelliteninstabilitdt und dem Fehlen einer
AMACR Expression gefunden werden konnte, spricht flr eine echte biologische
Beziehung zwischen verminderter AMACR Expression und
Mikrosatelliteninstabilitat, welche nicht durch die Beziehung beider Parameter zur
Tumorlokalisation im Colon getriggert ist.

Andere Untersucher hatten bereits von einer Beziehung zwischen
Mikrosatelliteninstabilitat und niedriger AMACR Expression berichtet (Chen et al.
2005), doch wurde bei diesen Untersuchungen die Tumorlokalisation nicht mit
einbezogen und es wurden auch keine biologischen Mechanismen, welche
diesem Zusammenhang zugrunde liegen, beschrieben. Ein maoglicher
Erklarungsansatz lage in der besonders haufigen mutationsbedingten
Inaktivierung von AMACR oder AMACR induzierenden Genen durch betroffene
Mikrosatelliten in der Promotorregion oder anderer regulierender Sequenzen
dieser Gene. Der Nachweis einer Mikrosatelliteninstabilitat ist aktuell der
wahrscheinlich wichtigste molekulare Befund, der in einem Kolonkarzinom
erhoben werden kann. Wahrend die meisten Kolonkarzinome nicht von einer
immunonkologischen Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren profitieren, wurde flr
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mikrosatelliteninstabile Tumoren ein sehr gutes Ansprechen auf eine derartige
Therapie gezeigt.

Der Grund hierfur liegt in den zahlreichen Mutationen mikrosatelliteninstabiler
Tumoren, die mit einer erhdhten Wahrscheinlichkeit zur Ausbildung von
tumoralen Neoantigenen fuhren, welche es dem Immunsystem besser
ermoglicht, die Tumorzellen als immunologisch ,fremd® zu erkennen. Bereits die
Tatsache, dass 66.3% aller komplett AMACR negativen Kolonkarzinome
mikrosatelliteninstabil sind, (aber nur 16.9% der stark AMACR positiven) lasst
daran denken, dass der fehlende AMACR Nachweis ein Surrogat fur ein
mdgliches Ansprechen auf eine Immuncheckpoint-Inhibitoren Therapie sein
konnte. Diese Madglichkeit wird durch die zusatzliche und von der
Mikrosatelliteninstabilitat offensichtlich unabhangigen Beziehung zu zwei
anderen bekannten Pradiktoren fiur ein Ansprechen auf Checkpoint-Inhibitoren,
die Expression von PD-L1 und die Zahl der intratumoralen CD8 positiven
Lymphozyten weiter gesteigert. Komplett AMACR negative Kolonkarzinome
zeigten sowohl in allen Tumoren als auch in der Untergruppe der
mikrosatellitenstabilen Tumoren deutlich haufiger eine PD-L1 Positivitat und
deutlich mehr intratumorale CD8 positive Lymphozyten als Tumoren mit
nachweisbarer und insbesondere hoher AMACR Expression.

Die pathogenetische Gemeinsamkeit der drei eng mit einer verminderten
AMACR Expression einhergehenden Paramater Mikrosatelliteninstabilitat, PD-
L1 Expression und hohe Dichte CD8 positiver Lymphozyten, ist die in allen Fallen
erhohte Tumorimmunogenitat. Die Mikrosatelliteninstabilitat erzeugt mit ihrer
hohen Mutationsfrequenz eine gesteigerte Immunogenitat von Tumorzellen, da
aufgrund des Verlusts von DNA-Reparaturmechanismen somatische Mutationen
innerhalb der DNA akkumulieren, wodurch sie anfalliger fur den Angriff durch
tumorinfiltrierende Lymphozyten und Makrophagen werden. Eine vermehrte
Infiltration durch CD8 positive Lymphozyten ist Folge einer erhodhten
Immunogenitat von Tumoren (Narayanan et al. 2019) und eine gesteigerte PD-
L1 Expression in Tumorzellen ist ein Mechanismus zur Abwehr zytotoxischer T-
Lymphozyten durch hoch immunogene Tumorzellen (Rosenbaum et al.2016).
Die offensichtliche Beziehung zwischen geringer AMACR Expression und hoher
Tumorimmunogenitat beim Kolonkarzinom konnte durch eine auferst zufallig
haufige Storung der AMACR Expression oder der Expression von AMACR
induzierenden Genen bedingt sein. Alternativ ware es denkbar, dass die von
AMACR vermittelten Stoffwechselfunktionen in Zellen mit einer erhdhten
Mutationslast aus einem anderen Grund an Bedeutung verlieren.

Dass die Expression von AMACR in Kolonkarzinomen biologische Bedeutung
besitzt, wird auch durch weitere signifikante Beziehungen mit anderen
molekularen Parametern unterstrichen. Signifikante Beziehungen zu KRAS- und
BRAF Mutationen sowie der Expression von p16 und MUC5AC, welche sowohl
in allen Tumoren als auch in der Subgruppe der mikrosatellitenstabilen Tumoren
zu finden sind, spricht fur direkte oder indirekte funktionelle Zusammenhange
zwischen diesen Genen, die nach weiterer Aufklarung verlangen.
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Auch aus methodischer Sicht ergibt die vorliegende Arbeit interessante Aspekte.
So wurden zur Minimierung methodischer Einflisse auf die Ergebnisse der
Studie zwei voneinander unabhangige Kollektive mit zwei verschiedenen
Antikorpern untersucht. Dass beide Parameter keinen relevanten Einfluss auf die
Ergebnisse ausulbten, spricht fur die Robustheit der immunhistochemischen
AMACR Untersuchung beim Kolonkarzinom. Fur beide Antikorper wurden
Protokolle etabliert, mit dem Ziel im normalen Kolonepithel mdoglichst eine
AMACR Negativitat zu sehen, bei gleichzeitig moglichst grol3er Zahl an AMACR
positiven Tumoren. Die Umsetzung dieser Vorgabe fuhrte mit zwei
verschiedenen, nicht miteinander verwandten AntikGrpern, zu einem praktisch
identischen Ergebnis. Daraus ware abzuleiten, dass die
Expressionsunterschiede zwischen Tumoren und Normalgewebe so grof3 sind,
dass auch mit weiteren AMACR Antikorpern prinzipiell ein ahnliches Ergebnis
erzielt werden konnte. Auch die fehlenden Unterschiede in der Anfarbung von
Tumoren aus Furth und Hamburg war nicht unbedingt zu erwarten. Die
Immunreaktivitdt von Tumoren hangt prinzipiell von der farbeanalytischen
Verarbeitung der Gewebeproben ab. Die Formalinfixierung fuhrt zu einer
Vernetzung von Proteinstrukturen, durch welche zwar eine Autolyse verhindert,
aber die Zuganglichkeit der vernetzten Proteine fur Antikorper erschwert.

Zwar kann die formalinbedingte Vernetzung von Proteinen durch spezielle
Vorbehandlungen bei grofder Hitze zumindest teilweise ruckgangig gemacht
werden, doch ist der Erhalt der Epitope innerhalb eines Praparates und zwischen
verschiedenen Praparaten uneinheitlich.

Wesentliche Parameter fur den Einfluss der Formalinfixation sind die Dauer der
Formalinfixierung und die Menge des zur Fixation verwendeten Formalins. Die
Formalinmenge sollte im Idealfall zehnmal groRer sein als die zu fixierende
Gewebemenge, da sonst die Formalinkonzentration durch die im Praparat
(einschlieBlich Kot) vorhandenen Flussigkeiten verdinnt und in ihrer Funktion
eingeschrankt wird.

Die Dauer der Fixation entscheidet daruber, ob auch tief im Praparat liegende
Gewebeabschnitte vom Formalin erreicht werden und ausgiebig lange fixiert
werden. Gerade bei Grol3praparaten wie  Kolonresektaten oder
Kolonteilresektaten ist es aus praktischen Grunden schwierig, die zehnfache
Menge Formalin beizufugen und die Fixationsdauer wird durch den begreiflichen
Wunsch der einsendenden Kliniker nach einer moglichst schnellen
Diagnoseubermittiung limitiert. Es ware nicht Uberraschend, wenn zwei
Pathologieinstitute und die assoziierten Kliniker sich in ihrer Fixationsstrategie
und der zeitlichen Ablaufe der Untersuchungen systematisch unterscheiden
wurden. Das dies fur Pathologieinstitute des UKE und des Klinikums Furth
offenbar nicht zutrifft, spricht dafur, dass Praparate dieser Institutionen sich gut
fur gemeinsame Studien zusammenfuhren lassen.

Bisherige Studien zur AMACR Expression beim Kolonkarzinom hatten zwischen
15 und 1315 kolorektale Karzinome untersucht. Unsere Studie mit 1802
erfolgreich untersuchten Karzinomen stellt somit die mit Abstand grofite Studie
dar. Dass in unserer Untersuchung gleich zwei Antikérper zum Einsatz kamen,
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sodass letztlich 3604 erfolgreiche AMACR Untersuchungen erfolgten, wurde
durch die Tissue Microarray-Methode ermdglicht. Die 3604 Untersuchungen
erforderten in diesem Format lediglich die Farbung von acht Gewebeschnitten,
welche innerhalb von einer Stunde hergestellt, innerhalb eines Tages gefarbt und
innerhalb von weniger als vier Stunden von einem Pathologen ausgewertet
werden konnten. Die Limitierung einer TMA-Untersuchung auf ein 0.6mm
messendes Gewebestick pro Tumor wurde immer wieder als mogliche
Schwache der Methode diskutiert, da fokale Befunde in einem heterogenen
Tumor mit diesem Verfahren Ubersehen werden konnen.

Studien haben allerdings gezeigt, dass alle klinisch etablierten Prognosemarker
wie die HER2 Ostrogen- und Progesteronrezeptor Untersuchungen beim
Mammakarzinom, die PTEN Analyse beim Prostatakarzinom oder der Ki67-
Labeling-Index beim Harnblasenkarzinom sich an Tissue Microarrays (wenn
diese grol3 genug sind) ohne Weiteres reproduzieren lassen. Daruber hinaus
haben Studien gezeigt, dass an Grof3schnitten identifizierte fokale Befunde,
welche sich an aus den entsprechenden Blocken hergestellten TMAs nicht
identifizieren lassen, keine klinische Relevanz besitzen mussen (Torhorst et al.
2001).

Die Limitierung einer Tumoruntersuchung auf ein 0.6 mm messendes
Gewebeareal weist auch mehrere Vorteile auf, die Uber die rasche Abarbeitung
einer TMA-Studie hinausgehen. Fur die vorliegende Studie von besonderer
Bedeutung ist die maximale Vergleichbarkeit verschiedener molekularer
Befunde, welche an konsekutiven Schnitten eines TMAs erhoben werden. Alle in
dieser Studie verwendeten molekularen Befunde, wie der PD-L1 Status, die Zahl
der CD8 positiven Zellen, die AMACR Expression sowie die Expression von p53,
p16, MUC5AC und E-Cadherin, wurden somit an konsekutiven Gewebeschnitten
und identischen Subpopulationen der Tumoren bestimmt. Die Limitierung auf ein
0.6 mm messendes Gewebestlck sichert dabei, dass auffallige oder diskrepante
Befunde nicht durch Tumorheterogenitat mit Untersuchung unterschiedlicher
Tumorareale hervorgerufen sind. In diesem Zusammenhang ist hervorzuheben,
dass die AMACR Expression im Vergleich zu anderen molekularen Befunden
auch inverse Zusammenhange aufzeigte. Eine starke AMACR Expression war
mit einer geringen MUCSAC Expression und einer geringen Zahl von CD8
positiven Lymphozyten assoziiert. Inverse Korrelationen an Tissue Microarrays
schliel3en falsch positive Korrelationen durch eine ungentuigende Gewebequalitat
aus. Wenn in einem TMA namlich ein hoher Anteil von Tumoren vorkommt,
welche durch eine unangemessene Gewebevorbehandlung nicht immunreaktiv
sind, wurden diese Tumoren mit den meisten eingesetzten Antikérpern ein
negatives Farbeergebnis erzeugen.

Zusammengefasst zeigen die Daten unserer Studie keine Hinweise fur eine
relevante prognostische Bedeutung der AMACR Expressionen beim
Kolonkarzinom. Es zeigt sich aber ein hoch signifikanter Zusammenhang mit
allen Parametern, die bekanntermalen mit einer erhdhten
Ansprechwahrscheinlichkeit auf Immuncheckpoint-Inhibitoren  hindeuten:
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Mikrosatelliteninstabilitat, PD-L1 Uberexpression und eine hohe Zahl
intratumoraler CD8+ Lymphozyten. Die mogliche Bedeutung der
immunhistochemischen Untersuchungen von AMACR als Surrogat fir ein
mdgliches Ansprechen auf eine Immuncheckpoint-Inhibitoren Therapie beim
Kolonkarzinom wund anderen Tumoren macht weitere Untersuchungen
notwendig.

5. Zusammenfassung

Die Alpha-Methylacyl-Coenzym A Racemase (AMACR) ist beim Kolonkarzinom
im Vergleich zum Normalgewebe haufig Uberexprimiert. Die Befunde der
Literatur sind allerdings beziiglich der Haufigkeit der Uberexpression und ihrer
klinischen Relevanz divergent. Zur Klarung der moglichen klinischen Bedeutung
der AMACR Expression beim Kolonkarzinom wurde deswegen eine Studie an
mehr als 1800 Karzinomen durchgefuhrt, wobei zur Minimierung maglicher
methodischer Probleme zwei verschiedene Antikorper an zwei verschiedenen
Patientenkollektiven -gesammelt in zwei unterschiedlichen Pathologieinstituten-
zum Einsatz kamen. In einem Tissue Microarray-Format wurden 1802
Karzinome, davon 826 aus dem Institut fur Pathologie des UKE und 976 aus dem
Institut fur Pathologie des Klinikums Flrth immunhistochemisch mit dem
Antikorper HH 8F4 (hergestellt am UKE) und dem Dako Klon 13H4 untersucht.
Die mit den beiden verschiedenen Antikorpern erzielten Ergebnisse
unterschieden sich kaum. Von 1497 (Klon HH 8F4) bzw. 1492 (Dako Klon)
auswertbaren Tumoren des Gesamtkollektivs waren 15% (HH 8F4) / 22% (Dako)
negativ, 12% / 16% schwach positiv, 15% / 15% maRig stark positiv und 58% /
47% stark positiv. Es bestand eine hoch signifikante Korrelation zwischen den
Ergebnissen beider Antikorper (p<0.0001). Da auch zwischen den beiden
Tumorkollektiven keine signifikanten Unterschiede in der AMACR Expression
gefunden wurden und die Beziehungen zwischen der AMACR Expression und
klinischen bzw. molekularen Parametern fur beide Antikorper weitestgehend
identische Ergebnisse erzielten, werden nachstehend ausschliel3lich Ergebnisse
fur HH 8F4 am Gesamtkollektiv wiedergegeben.

Dabei fanden sich keine signifikanten Beziehungen zu histopathologischen
Malignitatsparametern, wie pT Stadium (p=0.23), Nodalstatus (p=0.13), V-Status
(p=0.0653) und L-Status (p=0.15). Eine hoch signifikante Assoziation fand sich
aber zwischen geringer oder fehlender AMACR Expression, einer rechtsseitigen
Tumorlokalisation und dem Vorliegen einer Mikrosatelliteninstabilitat. 66.3% aller
AMACR negativen Tumoren waren mikrosatelliteninstabil. Die signifikante
Beziehung zwischen AMACR Negativitat und Mikrosatelliteninstabilitat war
unabhangig von der Tumorlokalisation und fand sich in Unterkollektiven von
Tumoren von links (p<0.0001), rechts (p<0.0001), Zokum (p<0.0001), Colon
ascendens (p<0.0001), Colon transversum (p=0.0004), Colon descendens
(p=0.0135), Sigma (p=0.0042) und Rektum (p=0.0002). Weiter vergleichende
Untersuchungen mit existierenden Daten friherer Studien ergaben zudem
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signifikante Zusammenhange zwischen einem negativen Ausfall der AMACR
Expression und PD-L1 Positivitat (p<0.0001) sowie einer erhdhten intratumoralen
Dichte von CD8 positiven Lymphozyten (p<0.0001). Tumoren mit kraftiger
AMACR Expression weisen seltener RAS Mutationen (p<0.0001), BRAF
Mutationen (p<0.0001), eine MUCS5AC Expression (p<0.0001) und einen E-
Cadherin Expressionsverlust (p=0.0036) auf.

Zusammengefasst zeigen die Daten dieser Studie, dass die AMACR Expression
nicht mit histopathologischen Malignitatsparametern beim Kolonkarzinom
korreliert, hingegen aber eng mit Parametern fur ein Ansprechen auf eine
immunonkologische Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren assoziiert ist.

Nur 15% aller Kolonkarzinome sind AMACR negativ. Von diesen sind 66.3%
mikrosatelliteninstabil (im Gegensatz zu 16.9% der stark AMACR positiven) und
56.5% PD-L1 positiv (im Vergleich zu 10.9% der stark AMACR positiven).

Far die Annahme, dass eine AMACR Negativitat ein Surrogat fur ein mogliches
Therapieansprechen auf Immuncheckpoint-Inhibitoren darstellt, spricht auch die
signifikant hohere Zahl CD8 positiver Lymphozyten in dieser Subpopulation.
Weitere Studien sind nétig, um die eindeutig pradiktive Bedeutung der AMACR
Expression fir Checkpoint-Inhibitoren zu klaren.
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Alpha-methylacyl-coenzyme A racemase (AMACR) is frequently overexpressed
in colon carcinoma compared to normal tissue. However, findings in literature are
divergent regarding the frequency of overexpression and its clinical relevance.
Therefore, to clarify the possible clinical relevance of AMACR expression in colon
carcinoma, a study was performed on more than 1800 carcinomas, using two
different antibodies on two different patient collectives, collected in two different
pathology institutes, to minimize potential methodological problems. In a tissue
microarray format, 1802 carcinomas, including 826 from the Institute of Pathology
at UKE and 976 from the Institute of Pathology at Klinikum Furth, were examined
immunohistochemically with the antibody HH 8F4 (produced at UKE) and the
Dako clone 13H4.

The results obtained with the two different antibodies hardly differed. Of 1497
(clone HH 8F4) and 1492 (Dako clone) evaluable tumors of the total collective,
respectively, 15% (HH 8F4) / 22% (Dako) were negative, 12% / 16% weakly
positive, 15% / 15% moderately strongly positive, and 58% / 47% strongly
positive. There was a highly significant correlation between the results of both
antibodies (p<0.0001). Since no significant differences in AMACR expression
were found between the two tumor collectives and the relationships between
AMACR expression and clinical or molecular parameters were largely identical
for both antibodies, only results for HH 8F4 in the overall collective are presented
below.

No significant relationships were found with histopathological malignancy
parameters such as pT stage (p=0.23), nodal status (p=0.13), V-status
(p=0.0653) and L-status (p=0.15). However, a highly significant association was
found between low or absent AMACR expression, a right-sided tumor location
and the presence of microsatellite instability. 66.3% of all AMACR negative
tumors were microsatellite unstable. The significant relationship between
AMACR negativity and microsatellite instability was independent from tumor
location and was found in subcollectives of tumors from the left (p<0. 0001), right
(p<0.0001), cecum (p<0.0001), ascending colon (p<0.0001), transverse colon
(p=0.0004), descending colon (p=0.0135), sigmoid (p=0.0042) and rectum
(p=0.0002). Further comparisons with existing data from previous studies also
revealed significant associations between negative failure of AMACR expression
and PD-L1 positivity (p<0.0001) as well as increased intratumoral density of CD8
positive lymphocytes (p<0.0001). Tumors with strong AMACR expression were
less likely to have RAS mutations (p<0.0001), BRAF mutations (p<0.0001),
MUCS5AC expression (p<0.0001) and loss of E-Cadherin expression (p=0.0036).

In summary, the data from this study show that AMACR expression is not
correlated with histopathologic malignancy parameters in colon carcinoma but is
closely associated with parameters for response to immuno-oncologic therapy
with checkpoint inhibitors. Only 15% of all colon carcinomas are AMACR
negative. Of these, 66.3% are microsatellite unstable (compared with 16.9% of
those strongly AMACR positive) and 56.5% are PD-L1 positive (compared with
10.9% of those strongly AMACR positive). The significantly higher number of
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CD8 positive lymphocytes in this subpopulation also supports the assumption
that AMACR negativity is a surrogate for a possible therapeutic response to
immune checkpoint inhibitors. Further studies are needed to clarify the true
predictive significance of AMACR expression for checkpoint inhibitors.
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