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1. Einleitung

Das Nierenkarzinom ist der 16. haufigste Tumor auf der Welt (Sung et al. 2021). In
Deutschland erkranken jahrlich ca. 14500 Patienten an einem Nierenzellkarzinom
(Robert Koch-Institut). Eindeutige und klare Risikofaktoren fur die Entstehung ei-
nes Nierenzellkarzinoms sind nicht bekannt. Es wird aber angenommen, dass
Rauchen (Hunt et al. 2005), hoher Blutdruck (Chow et al. 2000; Vatten et al. 2007,
Weikert et al. 2008) oder Adipositas (Renehan et al. 2008; Chow et al. 2000) das
Erkrankungsrisiko erhdhen. Auch eine familiare Haufung von Nierenzellkarzino-
men kommt seltenerweise vor (Choyke et al. 2003; Clague et al. 2009; Gago-
Dominguez et al. 2001; Gudbjartsson et al. 2002). Patienten mit chronischen Nie-
renerkrankungen, speziell unter Dialysepflicht leiden auch unter einem erhdhten
Tumorrisiko (Port et al. 1989; Stewart et al. 2003; Akerlund et al. 2021).

Die Symptome des Nierenzellkarzinoms sind lange nur geringgradig ausgepragt
(Fischer 2023). Die fruher in den Lehrbuchern diskutierte Trias aus palpablem Tu-
mor, Flankenschmerz und Blut im Urin kommt in den meisten Fallen nicht mal vor
(McPhee und Papadakis 2009; Federle et al. 2010). Die allermeisten Nierenzell-
karzinome werden im Rahmen einer oft aus anderen Grinden vorgenommenen
bildgebenden Untersuchung des Abdomens bzw. Retroperitoneums diagnostiziert
(Fischer 2023). Der starker werdende Trend inzidenteller Entdeckungen von Nie-
renzellkarzinomen hat haufig zur Folge, dass die Tumorgrolie bei der Primardiag-
nose stetig geringer wird, so dass beispielsweise die fur ein klarzelligen Nieren-
zellkarzinom typischen Zeichen wie Cavazapfen, Metastasen oder auch Tumor-
nekrosen immer haufiger fehlten (S3-Leitlinie Diagnostik, Therapie und Nachsorge
des Nierenzellkarzinoms 2023).

Die Diagnostik des Nierenzellkarzinoms erfolgt prinzipiell durch Bildgebung (S3-
Leitlinie Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Nierenzellkarzinoms 2023).
Wenn in der Niere ein Tumor zu finden ist, besteht im Wesentlichen eine Indika-
tion zur operativen Therapie gegeben (S3-Leitlinie Diagnostik, Therapie und Nach-
sorge des Nierenzellkarzinoms 2023). Biopsien werden nur dann durchgefuhrt,
wenn bezuglich der Dignitat einer Raumforderung der Niere auch nach einer radi-
ologischen Untersuchung Unklarheiten bestehen oder wenn eine Nierenmetastase
differentialdiagnostisch im Raum steht (S3-Leitlinie Diagnostik, Therapie und



Nachsorge des Nierenzellkarzinoms 2023). Wenn der Nierentumor sich als Meta-
stase einer anderen z.B. frUher operierten Neoplasie erweist, ist eine operative
Entfernung des Tumors oder der Niere in der Regel nicht angezeigt (Chandrase-
kar 2023).

Die Therapie eines Nierenzellkarzinoms besteht meist primar in der operativen Tu-
morentfernung (S3-Leitlinie Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Nierenzell-
karzinoms 2023). Dies wird haufig auch dann gemacht, wenn bereits einzelne klei-
nere Metastasen vorliegen (S3-Leitlinie Diagnostik, Therapie und Nachsorge des
Nierenzellkarzinoms 2023). Es hat sich gezeigt, dass eine Verminderung des Tu-
mor-Loads Einfluss auf das Gesamtluberleben hatte (Silagy et al. 2020; Flanigan
et al. 2004). Das Ausmal} der operativen MalRnahme richtet sich nach der Tumor-
grofRe und der Lokalisation des Tumors (S3-Leitlinie Diagnostik, Therapie und
Nachsorge des Nierenzellkarzinoms 2023). Abhangig davon wird eine Tumorekto-
mie oder eine Nephrektomie durchgefuhrt (S3-Leitlinie Diagnostik, Therapie und

Nachsorge des Nierenzellkarzinoms 2023).

Fir die Einschatzung des weiteren Verlaufs ist die Aufarbeitung des entnomme-
nen Tumormaterials bzw. der Niere von aul3erster Bedeutung. Die histopathologi-
sche Aufarbeitung entscheidet Uber die postoperative Risikosituation und damit
daruber, ob und welche adjuvante systemische Therapie durchgefuhrt wird (S3-
Leitlinie Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Nierenzellkarzinoms 2023). Die
histologische Aufarbeitung beinhaltet die Bestimmung des histologischen Tumor-
typs, des pT Stadiums, des Differenzierungsgrades, des R-Status und, falls auch

regionare Lymphknoten entnommen wurden, Uber den N-Status.

Die Festlegung des histologischen Tumortyps wird mit der Entwicklung immer
neuerer, spezifischer medikamentdser Tumortherapien immer wichtiger. Insbeson-
dere bei Studien mit neuen, in Zulassung befindlichen Medikamenten wird haufig
eine Zugehorigkeit des Tumors zu einem bestimmten histologischen Tumortyp ge-
fordert. Die wesentlichsten histologischen Tumortypen beim Nierenzellkarzinom
sind das klarzellige Karzinom, das papillare Karzinom und das chromophobe Kar-
zinom (Cairns 2010). Das Onkozytom ist der haufigste nicht maligne epitheliale
Tumor und macht ca. 3%-7% (Kuroda et al. 2003; Ganzen et al. 1988; Choi et al.
1983; Bhatt et al. 2015) aller operierten Nierentumoren aus. Neben den genannten
haufigeren Tumortypen gibt es eine Vielzahl seltener histologischer Subtypen des
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Nierenzellkarzinoms. Die gangige Einteilung aller Nierentumoren nach der aktuel-
len WHO-KIassifikation ist in Abbildung 1 dargestellit.

Table 1. ICD-0 coding of tumours of the kidney
ICD-0- ICD-0 label (subtypes are indicated in grey text, with the label indented)
3.2
Renal cell tumours
Clear cell renal tumours
8310/3 Clear cell renal cell carcinoma
8316/1 Multilocular cystic renal neoplasm of low malignant potential
Papillary renal tumours
8260/0 Papillary adenoma
8260/3 Papillary renal cell carcinoma
Oncocytic and chromophobe renal tumours
8290/0 Oncocytoma
8317/3 Chromophobe cell renal carcinoma
Other oncocytic tumours of the kidney
Collecting duct tumours
8319/3 Collecting duct carcinoma
Other renal tumours
8323/1 Clear cell papillary renal cell tumour?
8480/3 Mucinous tubular and spindle cell carcinoma
8316/3 Tubulocystic renal cell carcinoma
8316/3 Acquired cystic disease-associated renal cell carcinoma
8311/3 Eosinophilic solid and cystic renal cell carcinoma

8312/3 Renal cell carcinoma, NOS




Molecularly defined renal carcinomas

8311/3 TFE3-rearranged renal cell carcinomas

8311/3 TFEB-altered renal cell carcinomas

8311/3 ELOC (formerly TCEB1)-mutated renal cell carcinoma

8311/3 Fumarate hydratase-deficient renal cell carcinoma

8311/3 Hereditary leiomyomatosis and renal cell carcinoma syndrome-associated renal cell

carcinoma
8311/3 Succinate dehydrogenase-deficient renal cell carcinoma
8311/3 ALK-rearranged renal cell carcinomas
8510/3 Medullary carcinoma, NOS
8510/3 SMARCB1-deficient medullary-like renal cell carcinoma

8510/3 SMARCB1-deficient undifferentiated renal cell carcinoma, NOS

8510/3 SMARCB1-deficient dedifferentiated renal cell carcinomas of other specific subtypes

Metanephric tumours

8325/0 Metanephric adenoma

9013/0 Metanephric adenofibroma

8935/1 Metanephric stromal tumour

Mixed epithelial and stromal renal tumours
8959/0 Mixed epithelial and stromal tumour
8959/0  Adult cystic nephroma

8959/0 Paediatric cystic nephroma




Renal mesenchymal tumours

Adult renal mesenchymal tumours

8860/0
8860/0
8860/0
8860/ 1
9161/1
8361/0
8361/0
8361/0

8966/0

Angiomyolipoma

Oncocytic angiomyolipoma
Angiomyolipoma with epithelial cysts
Angiomyolipoma, epithelioid
Haemangioblastoma

Juxtaglomerular tumour

Functioning juxtaglomerular cell tumour
Nonfunctioning juxtaglomerular cell tumour

Renomedullary interstitial cell tumour

Paediatric renal mesenchymal tumours

8967/0
8960/1
8960/1
8960/1
8960/1
89633

8964/3

Ossifying renal tumour of infancy
Mesoblastic nephroma

Classic congenital mesoblastic nephroma
Cellular congenital mesoblastic nephroma
Mixed congenital mesoblastic nephroma
Malignant rhabdoid tumour of the kidney

Clear cell sarcoma of kidney




Embryonal neoplasms of the kidney
Nephroblastic tumours
Nephrogenic rests
Perilobar nephrogenic rests
Intralobar nephrogenic rests
Nephroblastomatosis
8959/1 Cystic partially differentiated nephroblastoma
8960/3 Nephroblastoma
Miscellaneous renal tumours
Germ cell tumours of the kidney
9084/0 Prepubertal-type teratoma
9084/3 Teratoma with carcinoid (neuroendocrine tumour)
9071/3 Yolk sac tumour, NOS

9085/3 Mixed teratoma-yolk sac tumour

Abbildung 1: Aktuelle WHO-Klassifikation der Nierentumoren. Quelle der Abbildung: (Moch et al. 2022)

Die wichtigsten Tumortypen unterscheiden sich meist histologisch recht deutlich.
Das klarzellige Nierenzellkarzinom ist charakterisiert durch Zellen mit einem hohen
Zytoplasmaanteil, wobei dieses auffallend klar ist ahnlich wie bei Pflanzenzellen
und durch eine scharfe, gut erkennbare Zellmembran charakterisiert sind (Thoe-
nes et al. 1986). Das klarzellige Nierenzellkarzinom ist meist einfach zu diagnosti-
zieren. Es gibt aber Falle, bei denen das Zytoplasma weniger klar und mehr eo-
sinophil granular wird (Thoenes et al. 1986), sodass gerade in Biopsien diagnosti-
sche Schwierigkeiten entstehen konnen. Reprasentative Beispiele von klarzelligen
Nierenzellkarzinomen sind in Abbildung 2 bis 3 dargestellt.



4

Abbildung 3: Klarzelliges Nierenzellkarzinom. (400x VergréBerung) Quelle: (Nezami und MacLennan 2023)

Das papillare Nierenzellkarzinom ist durch seinen meist klar erkennbaren papilla-

ren Aufbau, zytoplasmatische Hamosiderin-Ablagerungen und das Vorhandensein
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von Schaumzellen charakterisiert (Granter et al. 1998; Flint und Cookingham
1987). Das Zytoplasma ist hinsichtlich der Anfarbung variabel (Amin et al. 1997).
Die ZellgroRe kann stark variieren und die Zytoplasma-Anfarbung reicht von kraftig
eosinophil bis tief basophil (Amin et al. 1997). Reprasentative Beispiele von pa-
pillaren Nierenzellkarzinomen sind in Abbildung 4 bis 5 dargestellt.
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Abbildung 5: Papilldres Nierenzellkarzinom mit eosinophilem Zytoplasma. Quelle: (Andeen und Tretiakova
2023).
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Das klarzellige und das papillare Nierenzellkarzinom leiten sich histogenetisch
vom proximalen Nierentubulus ab (Polascik et al. 2002; Prasad et al. 2007). Im
Gegensatz dazu entstehen chromophobe Karzinome und auch Onkozytome aus
Zellen des distalen Tubulus (Polascik et al. 2002).

Die chromophoben Nierenzellkarzinome wurden erstmals 1985 von Thoenes at al
entdeckt (Thoenes et al. 1985). Eine Besonderheit dieses Tumors ist, dass dieser
sehr heterogen in seinem Aufbau ist. So setzt sich das chromophobe Nierenzell-
karzinom aus zwei verschiedenen Tumorzelltypen zusammen. Der erste Tumor-
zelltyp umfasst helle Zellen (Thoenes et al. 1985) mit einem retikularen (Amin et
al. 2008) Zytoplasmamuster. Thoenes betont hier, dass diese zwar hell sein, aber
nicht klar wie beim klarzelligen Nierenzellkarzinom (Thoenes et al. 1986). Der
zweite Zelltyp beinhaltet polygonale, kleinere Zellen mit einem eosinophilen Zyto-
plasma, welches zum Teil granuliert ist (Thoenes et al. 1986; Thoenes et al.

1988). Das numerische Verhaltnis dieser beiden Zelltypen zueinander in einem
chromophoben Nierenzellkarzinom ist hierbei sehr variabel (Thoenes et al. 1988;
Amin et al. 2008). Je nachdem, ob ein Zelltyp dominiert, spricht man entweder von
einem eosinophilen oder gemischten oder auch von einem hellen chromophoben
Nierenzellkarzinom (Thoenes et al. 1988). Abhangig von der Art des chromopho-
ben Nierenzellkarzinoms weicht dann auch die Gewebearchitektur ab (Amin et al.
2008). In Tumorbereichen bzw. in Tumoren allgemein, bei denen die helle Tumor-
zellpopulation dominiert, Iasst sich die Architektur als alveolarartig beschreiben (A-
min et al. 2008). Bei der eosinophilen Variante eines chromophoben Nierenzellkar-
zinoms ist die Gewebearchitektur eher schachtelartig (Amin et al. 2008). Ge-
mischte Varianten weisen hingegen sogenannte Tumorneste auf, bei denen sich
zentral die eosinophile Subpopulation von Tumorzellen befinden und peripher von
den hellen Tumorzellen umrandet werden (Amin et al. 2008). Insgesamt weisen
chromophobe Nierenzellkarzinome sowohl zwischen verschiedenen Tumorgewe-
beschnitten als auch innerhalb eines Gewebeschnittes selbst ein hohes Mal} an
Heterogenitat auf (Amin et al. 2008). Daher lasst sich ein chromophobes Karzinom
rein histologisch nie mit letzter Sicherheit diagnostizieren, sodass eine immunhis-
tochemische Zusatzuntersuchung bei der Erstdiagnose eines Nierenzellkarzinoms
eine diagnostische Routine darstellt. Chromophobe Nierenzellkarzinome lassen
sich beispielsweise durch den kombinierten immunhistochemischen Nachweis von

CD117 (c-KIT) und Zytokeratin 7 darstellen (Memeo et al. 2007). Reprasentative
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Bilder von chromophoben Nierenzellkarzinomen sind in Abbildungen 6 bis 7 dar-

gestellt.

Abbildung 7: Chromophobes Nierenzellkarzinom mit einem hohen Anteil an eosinophilen Zellen. Quelle der
Abbildung: (Tretiakova 2023)

Das Onkozytom gehért zu den haufigsten gutartigen Tumoren der Niere (Mittal
und Sureka 2016). Histologisch zeigt das Onkozytom eine hochgradig charakteris-
tische Morphologie. Runde bis polygonale Tumorzellen formieren sich zu einem
einheitlichen Muster aus azinaren bzw. nestartige Gewebeabschnitten, die inselar-
tig im Tumorstroma eingebettet sind (Dvorakova et al. 2010). Die Tumorzellen
zeichnen sich aus durch ein granulares eosinophiles Zytoplasma (Akizuki et al.
1986). Die Zellkerne sind in der Regel rund und oval, kénnen jedoch in manchen
Fallen Kernatypien aufweisen (Trpkov et al. 2010). Diese fokalen Atypien der Zell-
kerne stellen jedoch die Diagnose eines Onkozytoms nicht in Frage (Hes et al.
2001). Immunhistochemisch lasst sich das Onkozytom durch die Kombination ei-
ner CD117(c-KIT) -Positivitat bei gleichzeitiger Zytokeratin-7-Negativitat bestatigen
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(Memeo et al. 2007). Reprasentative Bilder von Onkozytomen sind in Abbildung 8

dargestellt.

Abbildung 8: Onkozytom. Quelle der Abbildung: (Saleeb 2023), bereit gestellt von: Maria Tretiakova.

Das pT -Stadium richtet sich nach der Tumorausdehnung und der Beziehung zur
Tumorumgebung. Die Kriterien fir die Festlegung des pT-Stadiums sind in Abbil-

dung 9 dargestellt.
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Stadium 1 Der Tumor ist auf die Niere begrenzt und ist kleiner als
(frah) 7 cm (T1). Die Lymphknoten sind nicht befallen (NO).

Der Tumor hat keine Metastasen gebildet (M0).
Stadium 2 Der Tumor ist groBer als 7 cm, ist immer noch auf die Niere
(lokal beschrankt (T2). Die Lymphknoten sind nicht befallen (N0)
begrenzt) und es sind keine Metastasen vorhanden (MO).
Stadium 3 Der Tumor hat das umliegende Weichgewebe befallen (T3),
(lokal fort- hat sich noch nicht in andere Organe ausgebreitet (M0).
geschritten) Lymphknoten sind nicht befallen (NO).

oder

T1, T2, T3-Tumoren mit Lymphknotenbefall (N1) und ohne

Metastasen (M0).
Stadium 4 Der Tumor hat sich weit tber die Niere hinaus ausgebreitet (T4),
(metastasiert) Lymphknoten sind befallen (N1) oder nicht befallen (NO),

es sind keine Metastasen vorhanden (MO).

oder

Jeder Tumor (beliebiges T) bei dem zusatzlich die Lymphknoten
@ oder andere Organe wie beispielsweise die Lungen, Leber,

#\ Knochen oder das Gehirn befallen sind (M1).

Abbildung 9: TMN-Klassifikation von Nierentumoren. Quelle der Abbildung: (Stadien nach UICC 2023)

Der Differenzierungsgrad beschreibt das Ausmal} der histologischen und zytologi-
schen Atypien eines Tumors und wird auch als Malignitatsgrad benannt. Ein Grad
1 entspricht einem hochdifferenzierten, der physiologischen Form am ahnlichsten
sehender Zustand. Grad 3 oder je nach Klassifikation Grad 4 beschreibt einen be-
sonders entdifferenzierten Tumor. Fur das Nierenzellkarzinom wurden in den letz-
ten Jahren mehrere Klassifikation-Systeme vorgeschlagen, welche von den diag-
nostisch tatigen Pathologen bestimmt werden. Die wichtigsten und am meist ver-
wendeten Gradierungssysteme sind diejenigen von Fuhrmann, Thoenes und der
International society of urological pathology (ISUP). Die fur die Festlegung der Dif-
ferenzierungsgrade nach diesen Systemen geltenden Kriterien sind in Tabelle 1

dargestellt.
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Tabelle 1: Verschiedene Gradingsysteme fiir Nierentumoren.

Grading System nach Fuhrmann (Histologie und Grading 2023)

G1:

Gut differenziert Wachstum des malignen Gewebes
unterscheidet sich nur geringfiigig von

gesundem Gewebe

G2

MaBig differenziert Wachstum des malignen Gewebes ist
deutlich aggressiver als jenes vom

gesunden Gewebe.

G3

Schlecht differenziert Malignes Gewebe weist nahezu keine
Gemeinsamkeit mit dem gesunden
Gewebe mehr auf und wéchst noch

aggressiver.

G4

undifferenziert Keine Gemeinsamkeit mit gesundem
Gewebe mehr vorhanden. Sehr ag-

gressives Wachstum mit Streuungs-

gefahr

Grading System nach Thoenes (Thoenes et al. 1986)

G1 Runde, geringfiigig vergréRerte Zellkerne; keine sichtbaren Mitosen

G2 Vereinzelnter Verlust der physiologischen Zellkernform; Variationen der Zell-
kerngrél3e observierbar; Zellkerne sind mittelgrading vergré3ert; Mitosen sind
vereinzelt sichtbar; verdichtetes Chromatin ist zum Teil vorhanden.

G3 Zellkerne sind deutlich vergré8ert bis hin zur Bildung von Riesenzellkernen; po-

lymorphe,Zellkerne sind hyperchromatisch; irregulére Zellkernformen sind ob-
servierbar; multiple Nukleoli; deutlich vergré3erte Mitosefrequenz; Vorhanden-

sein von Riesentumorzellen ist méglich

Grading System nach ISUP/WHO (Delahunt et al. 2013)

G1 Nukleoli sind bei hoher Vergré3erung entweder kaum oder gar nicht zu sehen.
Im Falle, dass sie zu sehen sind, sind sie unaufféllig und basophil.

G2 Nukleoli sind erst bei hoher Vergré3erung klar sichtbar und eosinophil. Sie sind
ansonsten jedoch nicht sehr prominent.

G3 Nukleoli sind selbst bei niedriger VergréBerung klar sichtbar und sehr promi-
nent

G4 Riesige Tumorzellen mit oder ohne nukledren Pleomorphismus. Malignes Ge-

webe kann rhabdoider oder sarkomatoider differenziert sein.

Das Vorliegen von Lymphknotenmetastasen ist in besonderem Ausmaf mit einer

ungunstigen Patientenprognose assoziiert. Falls im Rahmen der primaren Tu-

moroperation Lymphknoten enthommen wurden, werden diese intensiv vom Pa-

thologen nach Metastasen untersucht. Die Kriterien fur die Festlegung des pN-

Status sind in Tabelle 2 dargestellt.

Tabelle 2: Kriterien fiir die Festlegung des pN-Status. Quelle der Information: (Swami et al. 2019).

Nix Keine Beurteilung der Lymphknoten méglich.
No Regionére Lymphknoten sind nicht befallen.
N+ Regionére Lymphknoten sind befallen.
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Wahrend noch vor wenigen Jahren die Therapie des Nierenzellkarzinoms mit der
Durchfuhrung einer Operation in den meisten Fallen abgeschlossen war, besteht
heute eine zunehmende Tendenz zur adjuvanten Systemtherapie. Dies hangt da-
mit zusammen, dass sich in den letzten Jahren die Optionen fur eine Systemthera-
pie beim Nierenzellkarzinom deutlich verbessert haben. Die wesentlichsten Medi-
kamente sind Sunitinib und Immuncheckpoint-Inhibitoren, aber auch andere The-
rapeutika wie Everolimus oder Axitinib kommen bei Patienten zum Einsatz (S3-

Leitlinie Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Nierenzellkarzinoms 2023).

Trotz des reichhaltigen Angebots an unterschiedlichen Therapeutika einschlief3lich
verschiedener Immuncheckpoint-Inhibitoren gibt es beim Nierenzellkarzinomen
anders als bei vielen anderen Tumoren keine regelmafig durchgefuhrten moleku-
laren Untersuchungen, welche bei der Indikationsstellung zu einer der genannten
Therapien helfen konnten. Moglicherweise wird sich dies in der naheren Zukunft
andern, denn Systemtherapien sind mit einem ausgepragten Nebenwirkungsprofil
verbunden und die meisten Richtlinien sehen diese nur bei sogenannten Hochrisi-
kopatienten (S3-Leitlinie Diagnostik, Therapie und Nachsorge des Nierenzellkarzi-
noms 2023) vor. Die Risikofestlegung bzw. Prognosevoraussage ist beim Nieren-
zellkarzinom aber noch nicht mit ausreichender Prazision moglich, sodass viele
Forschungsgruppen mit grolem Aufwand nach molekularem Prognosefaktoren

beim Nierenzellkarzinom suchen.

Molekulare/Immunhistochemische Zusatzuntersuchungen werden beim Nieren-
zellkarzinom Uberwiegend zur Klassifizierung der Tumoren durchgefuhrt. Insbe-
sondere bei Tumorbiopsien, wo wenig Material vorliegt und die differentialdiagnos-
tische Palette neben dem in Abbildung 1 dargestellten Nierentumortypen auch Me-
tastasen beinhalten, kommt es haufig zu ausgedehnten immunhistochemischen
Zusatzuntersuchungen. Das Protein Alpha-Methylacyl-CoA Racemase (AMACR)
ist hierbei ein haufig untersuchtes Molekul (Allory et al. 2008; Molinié et al. 2006;
Tretiakova et al. 2004; Eichelberg et al. 2013; Lin et al. 2004). AMACR spielt eine
wesentliche Rolle im Fettstoffwechsel (Ferdinandusse et al. 2000). Diese unter-
stutzt die zellulare Energiegewinnung durch die Einflussnahme auf das Einschleu-
sen von verzweigtkettigen Fettsauren, die vor allem als Abbauprodukte aus Chlo-
rophyl anfallen (Darley et al. 2009), in die Beta-Oxidation (Lloyd et al. 2008). Es
katalysiert hierbei als Racemase die Konversion von R-Pristanoyl-CoA in dessen
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S-Form (Lloyd et al. 2008). AMACR und sein Einfluss auf den Fettstoffwechsel
scheint (Wilson et al. 2011; Zha et al. 2005; Luo et al. 2002; Koundouros und
Poulogiannis 2020) in der Biologie von Tumoren eine nicht unwesentliche Rolle zu
spielen, da es bei sehr vielen Tumorarten zu mindestens in einem Teil der Falle zu
einer vermehrten AMACR Expression kommt (Schneider 2020; Went et al. 2006).
Zu den am haufigsten AMACR positiven Tumorarten gehort das Prostatakarzinom
(National Cancer Institute 2023) (Abbildung 10), sodass der immunhistochemische
Nachweis der AMACR Expression bei diesem Tumortyp zur diagnostischen Si-
cherheit beitragen kann.

TCGA dataset
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Abbildung 10: RNA-Expression von AMACR in Tumoren. Quelle der Abbildung ist der Human Protein Atlas
(AMACR transcriptomics data - The Human Protein Atlas 2023). Die vom HPA verwendeten Daten entstam-
men vom TCGA Research Network (National Cancer Institute 2023).

Auch bei der Differentialdiagnostik der Nierentumoren wird der immunhistochemi-
sche Nachweis von AMACR immer wieder eingesetzt. Zahlreiche Studien haben
eine deutlich hohere und haufigere AMACR Expression in papillaren Nierenzell-
karzinomen als bei klarzelligen Nierenzellkarzinomen beschrieben (Tretiakova et
al. 2004; Griffin und Lin 2021; Alshenawy 2015; Wang et al. 2014). Gerade bei
kleinen Biopsien die papillaren Strukturen nicht immer eindeutig morphologisch
gesichert werden konnen, so wenden viele Pathologen eine AMACR Immunhisto-

chemie zur Differenzierung von Nierentumortypen am Biopsiematerial.

Insgesamt 29 Studien haben in der Vergangenheit die AMACR Expression in ver-

schiedenen histologischen Typen von Nierentumoren untersucht. Die in diese
18



Studien ermittelten Haufigkeiten der AMACR Positivitat sind in Abbildung 11 dar-
gestellt. Die zugeharigen Literaturverweise sind in Tabelle 3 zu finden. Der Farb-
punkt/code fur die einzelnen Studien bezieht sich auf die Zahl der in eine Studie

eingeschlossenen Falle.

Papilres Nierenzellkarzinom 00 X @0
Klarzelliges Nierenzellkarzinom C ® 00 ® X o oo
Klarzellig papilléres Nierenzellkarzinom 'Y ) 24 )
Chromophobes Nierenzellkarzinom o 3 Qe
Renales Onkozytom @) o ® °® @

0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Abbildung 11 Grafische Darstellung der Studienlage zur AMACR-Expression in Tumoren. Rote Punkte: n>10;
Gelbe Punkte: 26>n>11; Griine Punkte: n>25, x: durchschnittliche Positivitatsrate.
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Tabelle 3: Ubersicht iiber die Literaturverweise zu den einzelnen Datenpunkten aus Abbildung 11.

Klarzelliges Nierenzellkarzinom (Al-Ahmadie et al. 2011; Allory et al. 2008; Alshenawy
2015; Bing et al. 2013; Griffin und Lin 2021; He et al. 2011;
Kim et al. 2020a; Kourda et al. 2010; Lin et al. 2004; Moli-
nié et al. 2006; Tretiakova et al. 2004; Wang et al. 2014;
Williamson et al. 2020; Zhou et al. 2014; Eichelberg et al.
2013)

Papillares Nierenzellkarzinom (Al-Ahmadie et al. 2011; Allory et al. 2008; Al-Obaidy et al.
2019; Alshenawy 2015; Bing et al. 2013; Fadare et al.
2010; Griffin und Lin 2021; Kim et al. 2020a; Kim et al.
2020b; Kobayashi et al. 2008; Kourda et al. 2010; Lin et al.
2004; Molinié et al. 2006; Okada et al. 2009; Tretiakova et
al. 2004; Wang et al. 2014; Zhang et al. 2016; Eichelberg
etal. 2013)

Chromophobes Nierenzellkarzinom (Al-Ahmadie et al. 2011; Allory et al. 2008; Kim et al.
2020a; Kourda et al. 2010; Lin et al. 2004; Molinié et al.
2006; Tretiakova et al. 2004; Bing et al. 2013; Eichelberg
etal. 2013)

Renales Onkozytom (Al-Ahmadie et al. 2011; Allory et al. 2008; Bing et al.
2013; Kim et al. 2020a; Kourda et al. 2010; Lin et al. 2004;
Molinié et al. 2006; Tretiakova et al. 2004; Williamson et
al. 2020; Eichelberg et al. 2013)

Klarzellig papillares Nierenzellkarzinom (Alshenawy 2015; Aydin et al. 2010; Dhakal et al. 2016;
Gilani et al. 2012; Gobbo et al. 2008; Griffin und Lin 2021;
Kim et al. 2020a; Lin 2017; Pramick et al. 2013; Rohan et
al. 2011; Williamson et al. 2013; Yang et al. 2015; Zhou et
al. 2014)

Wegen der grof3en Bedeutung des AMACR Nachweis bei der Prostatakarzinomdi-
agnostik wurde am Institut fur Pathologie des UKE kurzlich ein neuer AMACR An-
tikorper (Klon 8F4) hergestellt (Schneider 2020). Der Antikorper erwies sich bei
der initialen Validierung an einem kleinen Gewebeset bestehend aus Prostatakar-
zinomen, normalem Prostatagewebe, normalem Nierengewebe, Plazenta- und Ko-
lonschleimhaut als potentiell hoch geeignet (Schneider 2020). Auch eine Inkuba-
tion in einer eigens angefertigten AMACR Uberexprimierenden Zelllinie suggerierte
eine spezifische und kraftige AMACR-Bindung. Die nachher durchgefuhrte weitere
Evaluierung des Antikorpers an mehr als 3000 Tumoren und mehr als 70 verschie-
denen Normalgeweben hatte allerdings gezeigt, dass der Antikorper neben
AMACR mindestens ein weiteres Protein farbt, denn es fand sich eine kraftige An-
farbung fur Klon 8F4 im Stratum Granulosum der Haut, Spermien und in der Aor-
tenwand (Schneider 2020). Die Untersuchung von jeweils 50 papillaren, chromo-

phoben und klarzelligen Nierenkarzinomen hatten in der Untersuchung von
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Schneider nur geringe Unterschiede zwischen papillaren und klarzelligen Nieren-
zellkarzinomen gezeigt, sodass die mogliche diagnostische Rolle von Klon 8F4 bei
der Unterscheidung von Nierenkarzinomtypen unklar blieb (Schneider 2020). Die
hier vorliegende Studie hatte das Ziel, die mogliche diagnostische, aber auch
prognostische Rolle der AMACR Expression beim Nierenzellkarzinom besser ein-
zuordnen. Zum einen wolle man die praktische Bedeutung der AMACR Expres-
sion bei der Differentialdiagnose der verschiedenen Nierenzelltumortypen eruie-
ren. Zum anderen wolle man explorieren, inwiefern die AMACR Expression beim
Nierenzellkarzinom prognoserelevant ist. Fur die Untersuchung stand ein Kollektiv
bestehend von mehr als 1300 Nierenzellkarzinomen zur Verfugung. Mit der Ver-
wendung von zwei verschiedenen Antikdrpern und von unterschiedlichen Antikor-
perkonzentrationen in den verwendeten Protokollen solle zudem geklart werden,
ob eine Protokolloptimierung oder die Selektion besonders geeigneter Antikorper
die diagnostische und prognostische Aussagekraft der AMACR Immunhistochemie

verbessern kann.
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2. Material und Methoden

2.1 Tissue-Microarray-Technik

Das 1998 erstmals publizierte TMA-Verfahren erlaubt eine massive Effizienzsteige-
rung bei der Untersuchung von Tumor und Normalgewebe durch In situ Verfahren
(Kononen et al. 1998). Auf einem einzigen TMA konnen bis zu 600 verschiedene Ge-
webeproben mit einem jeweiligen Durchmesser von 0,6mm mit Methoden wie Im-
munhistochemie, Fluoreszenz In situ Hybridisierung oder RNA In situ Hybridisierung
untersucht werden (Kononen et al. 1998). Dies fuhrt zu einer deutlichen Geschwin-
digkeitssteigerung von molekularen Untersuchungen und auch zu erheblichen oko-
nomischen Vorteilen, denn die gleichzeitige Untersuchung von 600 Praparaten auf
einem Schnitt ermoglicht auch eine 600-fache Reduzierung der bendtigten Reagenzi-
enmenge und eine massive Reduktion der fur die Untersuchung notigen Arbeitskraft.
Bei der Herstellung von TMAs werden aus geeigneten Geweben, meistens Tumoren,
an einer vorher definierten Stelle zylindrische Gewebsfragmente mit einer HohIinadel
entnommen. Der Durchmesser der Fragmente betragt im Regelfall 0,6 mm. Die ent-
nommenen Gewebezylinder werden danach in ein vorgefertigtes Loch an einer vor-
her exakt definierten Stelle (Koordinate) in einem leeren Paraffinblock (Empfanger-
block) eingebracht. Die Zuordnung der einzelnen Proben zu histopathologischen
oder klinischen Daten erfolgt Uber ein vorher definiertes Koordinatensystem. Ein im
UKE Ublicher Aufbau der TMAs ist in Abbildung 12 dargelegt. Der Standard TMA be-
steht aus 5-6 Quadranten, bezeichnet mit GroBbuchstaben (A-E bzw. F). In jeden
einzelnen Quadranten werden die Spalten mit Kleinbuchstaben und die Zeilen mit
Zahlen definiert. Ein zugehoriger Datensatz mit klinischen Daten (Auszug) ist in Ta-
belle 4 dargestellt.
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Abbildung 12: Typischer Aufbau eines im UKE verwendeten TMASs.

Tabelle 4: Komprimierter Auszug aus einem TMA-Datenfile mit bereits anonymisierten Patientendaten.

TMA ,KID 7.1 A“

Array- Koordinate Entitat Alter bei Einsen- pT | pN pM R-Status vicc

name dung

KID7.2A | C2a NCC, Typ: klar- 35 1 0 0 1
zellig

KID7.2A | C2b NCC, Typ: 46 2 1 1 0 4
klarzellig

KID7.2A | C2c NCC, Typ 90 4 3 1 1 4
papillér

TMAs sind nicht nur hervorragende Forschungsinstrumente, sondern sind auch ex-
zellent fur die Pseudonymisierung und Anonymisierung geeignet. Nur wahrend der
Herstellungsprozesses eines TMAs sind die Biopsienummern der Pathologie fur die
|dentifikation der geeigneten Proben erforderlich. Ist der TMA fertig gebaut, kann die
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Spalte mit der Biopsienummer fir die Forscher ausgeblendet (Pseudonymisierung)
oder auch definitiv geléscht werden (Anonymisierung).

2.2 Nierenkarzinom-TMAs

Der fur die Studie verwendete Nierenkarzinom TMA beinhaltetet insgesamt 1318 Tu-
moren, welche auf 3 TMA-Blocke verteilt waren. Der TMA setzte sich aus 808 klar-
zellige, 205 papillare und 81 chromophobe Karzinome, 127 Onkozytome und 97 wei-
tere Karzinome aus verschiedenen Kategorien von seltenen Nierentumoren. Ein
makroskopisches Bild der 3 TMA-Bldcke ist in Abbildung 13 dargestellt, eine Uber-
sichtsaufnahme von TMA-Schnitte dieser Blocke in Abbildung 14. Die Zusammenset-
zung des TMAs ist in Tabelle 5 dargestellt.

KID. 7.1A KID. 7.1B KID 7.1C

Abbildung 13: Ubersichtsaufnahme iiber verwendete TMA-Blécke.
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Abbildung 14: Ubersichtsaufnahme (iber dazugehérige TMA-Schnitte nach AMACR Férbung.

Tabelle 5: Zusammensetzung der Nierentumor-TMAS.

Klarzellige Nierenzellkarzinome
Papilldre Nierenzellkarzinome
Chromophobe Nierenzellkarzinome
Onkozytome

Sonstige Nierentumoren

808
205
81
127
97

Gesamtanzahl n

1318

2.3 Immunhistochemie

Die immunhistochemische Untersuchung wurde an allen Tumoren dreimal durchge-

fuhrt, wobei die Verwendung des Klons 8F4 bei einer Verdinnung von 1:1350 und

bei 1:12150 erfolgte. Zusatzlich wurde das in der diagnostischen Routine verwendete
Protokoll fir den Antikdrper DAKO 13H4 angewendet.

Die Farbung mit Klon 8F4 erfolgte manuell. Zu diesem Zweck wurden nach Anferti-

gung der Schnitte die Objekttrager 1h mit Xylol behandelt, bevor sie in einer abstei-

genden Alkoholreihe bis zu destilliertem Wasser rehydriert wurden. Dann erfolgte

eine Vorbehandlung im Autoklaviergerat fir 5 Minuten bei 121°C in einer Target-
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Retrieval-9,0-Solution bei einem pH-Wert von 9. Die Schnitte wurden danach 2-mal
mit Wasser sowie 1-mal mit TBST-Puffer gespult und in einer feuchten Kammer aus-
gelegt. Im nachsten Schritt behandelte man die Schnitte mit einer Peroxidase blo-
ckierenden Losung fur 10 Minuten und danach spulte man erneut zweimal mit TBST-
Puffer. AnschlieRend konnte die Antikorperinkubation der Schnitte erfolgen. Der Klon
8F4 wurde auf 1:12150 bzw. 1:1350 verdunnt und die Schnitte wurden 60 Minuten
bei 37°C mit Klon 8F4 inkubiert. Nach zweimaligem Spulen mit TBST-Puffer erfolgte
die Sekundarantikorperinkubation ebenfalls bei 37°C mit ,EnVision-rabbit/mouse” fur
30 Minuten. Abschlieend wurde zweimalig mit TBST-Puffer gespult. Nun erfolgte in
chronologische Reihenfolge die Hinzugabe von DAB-Chromogen (K5007) bei Raum-
temperatur fir 10 Minuten, das einmalige Spulen mit destilliertem Wasser, eine drei-
minutige Gegenfarbung mit Haemalaum, das Blauen im Leitungswasser fur 5 Minu-
ten und eine abschlieRende Dehydrierung der Schnitte in einer aufsteigenden Alko-
holreihe. Die Schnitte wurden im finalen Schritt dann in Xylol getaucht und dann ein-

gedeckt.

Die Farbung des DAKO Antikorpers Klon 13H4 (IR060) erfolgte im automatisiertem
DAKO-Stainer mithilfe des DAKO EnVision Flex-Kits 8002. Der Antikorper wurde als
,Ready-to-use“ verwendet und musste nicht zusatzlich verdunnt werden. Die darauf
anschliefende Visualisierung erfolgte nach einem ahnlichen Muster wie beim 8F4-

Klon.

Alle Immunhistochemischen Farbungen wurden von einem Pathologen (Prof. Guido
Sauter) beurteilt, wobei fur jedes Praparat die Farbeintensitat semiquantitativ in 4
Stufen (0,1+,2+, 3+) bestimmt wurde und der Anteil der angefarbten Tumorzellen in
Prozent geschatzt wurde. Aus dem prozentualen Anteil der gefarbten Zellen und der
Intensitat der Farbung wurden die Tumoren in die Kategorien negative/negativ,
weak/schwach positiv, moderate/ mafig stark positiv und strong/stark positiv einge-
teilt. Dazu wurde die in Tabelle 6 dargestellte Formel verwendet.

Tabelle 6: Zur Bewertung verwendeten Formeln.

negative (negativ): Keine Farbung

weak (schwach positiv): 1+ in <70% der Zellen oder 2+ in <30% der Zellen

moderate (maRig positiv) 1+in 270% der Zellen, 2+ in >30% aber <70% der Zellen
oder 3+ in < 30% der Zellen

strong (kréftig positiv) 2+in 2 70% der Zellen oder 3+ in >30% der Zellen
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2.4 Statistik

Alle statistischen Berechnungen erfolgten mit der Software JMP (SAS Institut). Fur
die Untersuchungen von kategorischen Variablen wie Farbeintensitat oder klinisch
pathologischen Parametern wurden Mehrfeldertests bzw. Chi-Quadrat-Test durchge-
fuhrt. Die Beziehung zwischen kategorischen Parametern und der Patientenprog-
nose wurde durch die Herstellung von Kaplan Meier Kurven unterstutzt, wobei statis-
tische Unterschiede durch eine Cox-Regressionsanalyse quantifiziert wurden. Ein p-
Wert von kleiner 0,05 wurde als statistisch signifikant erachtet.
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3. Ergebnisse

3.1 Validierung der klinischen Daten

Die prognostische Bedeutung der etablierten Progonosemarker pT und pN ist fur das
Kollektiv aller Tumoren, die klarzelligen Karzinome und die papillaren Karzinome fur

die Endpunkte ,Gesamtiiberleben“ und ,rezidivfreies Uberleben“ in den Abbildungen

15-26 dargestellt. Die Darstellungen zeigen einen hochsignifikanten Einfluss von pT

und pN auf die Patientenprognose. Dies stellt eine indirekte Validierung der klini-

schen Daten von unserem Patientenkollektiv dar.
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Abbildung 15: pT in allen Tumoren mit Gesamtiiberleben als Endpunkt.
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Abbildung 16: pT von klarzelligen Tumoren mit dem Endpunkt "Gesamtiiberleben".
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Abbildung 17: pT von papilldren Tumoren mit dem Endpunkt "Gesamtiiberleben".
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REZIDIV-FREIES UBERLEBEN
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Abbildung 18: pT von allen Tumoren mit dem Endpunkt "rezidivfreies Uberleben".
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Abbildung 19: : pT von klarzelligen Tumoren mit dem Endpunkt "rezidivfreies Uberleben”.
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Abbildung 20: pT von papilldren Tumoren mit dem Endpunkt "rezidivfreies Uberleben".
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Abbildung 21: : pN von allen Tumoren mit dem Endpunkt "Gesamtiiberleben".
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Abbildung 22: pN von klarzelligen Tumoren mit dem Endpunkt "Gesamtiiberleben".
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Abbildung 23: pN von papilldren Tumoren mit dem Endpunkt "Gesamtiiberleben".
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Abbildung 24: pN von allen Tumoren mit dem Endpunkt " rezidivfreies Uberleben n".
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Abbildung 25: pN von papilldren Tumoren mit dem Endpunkt "rezidivfreies Uberleben".
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REZIDIV-FREIES UBERLEBEN
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Abbildung 26: pN von klarzelligen Tumoren mit dem Endpunkt "rezidivfreies Uberleben”.

3.2 Auswertbarkeit

Nicht alle auf dem TMA platzierten Gewebeproben waren auswertbar. Die typischen
Grunde fur nicht Auswertbarkeit beinhalten das Fehlen von eindeutigen Tumorzellen
auf einem Gewebespot oder aber das vollstandige Fehlen von Gewebe an einer Ko-
ordinatenposition. Vollstandig fehlende Gewebespots kommen bei praktisch jedem
TMA-Experiment vor. Einerseits kdnnen einzelne Gewebefragmente im Rahmen der
Untersuchung abschwimmen. Daruber hinaus sind nicht alle fur die Herstellung eines
TMAs verwendeten Tumorgewebsblocke gleich dick, sodass die in einem TMA ein-
gebrachten Gewebezylinder eine unterschiedliche Lange aufweisen. Die fuhrt dazu,
dass insbesondere auf den tieferen Schnitten durch einen TMA immer mehr Stanzen
»=aufgebraucht” sind. Beim Herstellungsprozess der TMAs kann es auch vorkommen,
dass ein Zylinder etwas zu tief in ein vorgefertigtes Loch eingebracht wird. In diesem
Fall wird dieses Gewebefragment auf den ersten Schnitten durch einen TMA-Block
nicht dargestellt werden konnen. Der Anteil der auswertbaren Proben war fur DAKO-
Klon 13H4 716 von 1318 (54,32%), fur Klon 8F4 (1:1350) 716 von 1318 (54,32%)
und fiir Klon 8F4 (1:12150) 702 von 1318 (53,26%).
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3.3 AMACR Expression und histologischer Typ

Die Farbeergebnisse der 3 AMACR Inkubationen zeigten haufig ahnliche Befunde. In
der Regel erschien die AMACR Farbung am starksten fur Klon 8F4 bei einer Verdin-
nung von 1:1350, ahnlich stark fur den DAKO-Antikorper und deutlich weniger inten-
siv fur Klon 8F4 bei einer Verdunnung von 1:12150.

Reprasentative Beispiele fur mit allen 3 Farbeprotokollen gefarbten Tumoren sind fur
papillare Tumoren in Abbildung 27-29, fur klarzellige Karzinome in Abbildung 30-32,
fur chromophobe Karzinome in Abbildung 33-35 und fur Onkozytome in Abbildung
36-38 dargestellt.
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Abbildung 27: Papilldres NCC. Anférbung mit Klon 8F4 in einer Verdiinnung von 1:1350.

Abbildung 28: Papilldres NCC. Anférbung mit Klon 8F4 in einer Verdiinnung von 1:12150.
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Abbildung 30: Klarzelliges NCC. Anfdrbung mit Klon 8F4 in einer Veerdiinnung von 1:1350.
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Abbildung 32: Klarzelliges NCC. Anférbung mit dem DAKO-Klon 13H4.
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Abbildung 34: Chromophobes NCC. Anférbung mit Klon 8F4 in einer Verdiinnung von 1:12150.
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Abbildung 35: Chromophobes NCC. Anférbung mit dem DAKO-Klon 13H4.

Abbildung 36: Onkozytom: Anférbung mit dem Klon 8F4 in einer Verdiinnung von 1:1350.
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Abbildung 38: Onkozytom: Anférbung mit dem DAKO-Klon 13H4.
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Die Ergebnisse der histologischen Befunde sind bezogen auf den histologischen Tu-
mortyp in den Tabellen 7 (Klon 8F4, 1:1350), Tabelle 8 (Klon 8F4, 1:12150) und Ta-

belle 9 (DAKO-Klon, 13H4) dargestellt.

Tabelle 7: IHC-Ergebnnise von AMACR-Klon 8F4, 1:1350.

AMACR-Klon 8F4, 1:1350

Histologischer Typ n negativ. schwach  maRig kraftig
Klarzelliges Karzinom 461 26.9 18.4 26.0 28.6
Papillares Karzinom 109 0.9 0.0 0.0 99.1
Onkozytom 61 36.1 18.0 23.0 23.0
Chromophobes Karzinom 49 429 22.4 14.3 204
Klarzell- (tubulo) papillares Karzinom 10 20.0 10.0 20.0 50.0
Xp11.2 transloziertes Karzinom 6 0.0 16.7 0.0 83.3
Sammelrohrkarzinom 2 0.0 50.0 0.0 50.0
Metanephrogenes Karzinom 1 100.0 0.0 0.0 0.0
Zystisches Nephrom / epithelialer Stroma Mischtumor 0 - - - -
Medullares Karzinom 1 0.0 0.0 0.0 100.0
Reninom 0 - - - -
n.o.s. (nicht spezifiziert) 9 111 111 0.0 77.8
Tabelle 8: IHC-Ergebnisse von AMACR-Klon 8F4, 1:12150.

AMACR-Klon 8F4, 1:12150
Histologischer Typ n negativ.  schwach mafig kraftig
Klarzelliges Karzinom 445 49.2 17.5 18.7 14.6
Papillares Karzinom 110 1.8 1.8 7.3 89.1
Onkozytom 58 70.7 20.7 6.9 1.7
Chromophobes Karzinom 47 59.6 19.1 12.8 8.5
Klarzell- (tubulo) papillares Karzinom 10 20.0 40.0 20.0 20.0
Xp11.2 transloziertes Karzinom 6 16.7 0.0 16.7 66.7
Sammelrohrkarzinom 2 100.0 0.0 0.0 0.0
Metanephrogenes Karzinom 0 - - - -
Zystisches Nephrom / epithelialer Stroma Mischtumor 1 100.0 0.0 0.0 0.0
Medullares Karzinom 1 0.0 0.0 100.0 0.0
Reninom 1 100.0 0.0 0.0 0.0
n.o.s. (nicht spezifiziert) 1" 273 27.3 9.1 364
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Tabelle 9: IHC-Ergebnisse von AMACR-DAKO-Klon 13H4.

AMACR Dako
Histologischer Typ n negativ. schwach  maRig kraftig
Klarzelliges Karzinom 481 374 17.5 37.0 8.1
Papillares Karzinom 30 3.3 0.0 43.3 53.3
Onkozytom 69 55.1 13.0 246 7.2
Chromophobes Karzinom 57 54.4 24.6 19.3 1.8
Klarzell- (tubulo) papillares Karzinom 12 16.7 8.3 417 33.3
Xp11.2 transloziertes Karzinom 1 100.0 0.0 0.0 0.0
Sammelrohrkarzinom 2 50.0 0.0 50.0 0.0
Metanephrogenes Karzinom 3 100.0 0.0 0.0 0.0
Zystisches Nephrom / epithelialer Stroma Mischtumor 0 - - - -
Medullares Karzinom 0
Reninom 0 - - - -
n.o.s. (nicht spezifiziert) 13 30.8 231 30.8 154

Fur alle Farbungen fanden sich deutliche Unterschiede zwischen papillaren und klar-
zelligen Karzinome. Die Unterschiede sind allerdings bei Verwendung von Klon 8F4
1:1350 am geringsten. Die hohe Antikorperkonzentration fuhrte offensichtlich dazu,
dass auch nicht-papillare Karzinome in einem grof3en Teil der Falle eine starke oder
moderate immunhistochemische Farbung zeigten. Fur Klon 8F4 (1:1350) fand sich
eine starke Farbung in 99,1% der papillaren Karzinome, wahrend eine mafig starke
oder starke Farbung auch bei 54,6% der klarzelligen Nierenkarzinome diagnostiziert
wurde. Die Verdunnung von Klon 8F4 auf 1:12150 zeigte nur in der Kategorie ,starke
Positivitat” bei papillaren Karzinomen einen Ruckgang um 10% (von 99,1% auf
89,1%). Die Zahl der maRig stark positiven oder stark positiven Falle reduzierte sich
hier deutlicher. Auch beim DAKO-Antikdrper waren die Unterschiede zwischen klar-
zelligen und papillaren Karzinomen deutlicher als bei Klon 8F4 bei einer Verdinnung
von 1:1350. 96,6% der papillaren Karzinome sowie immerhin auch 45,1% der klarzel-
ligen Karzinome wurden als stark positiv oder maRig stark positiv gewertet. Fur Klon
8F4 (1:1350) fand sich fur chromophobe Karzinome eine Positivitatsrate von 57,1%.
Davon waren 14,3% malig stark positiv, wahrend 20,1% stark positiv waren. Bei ei-
ner Verdunnung auf 1:12150 ergab sich fur den Klon 8F4 bei den chromophoben
Karzinomen einen Anteil von 40,4%. Davon waren 21,3% entweder maRig stark posi-
tiv oder stark positiv. Beim DAKO-Klon 13F4 hingegen waren 45,6% der chromopho-
ben Karzinome positiv. Der Anteil der malig stark positiven bzw. stark positiven da-
ran betrug 21,3%. Fur Onkozytome ergaben sich Positivitatsraten von 44,9% fur den
DAKO-Klon 13F4, 63,9% fur den Klon 8F4 bei einer Verdunnung von 1:1350 und
20,3% bei einer Verdunnung von 1:11250. Die in den Tabellen ebenfalls
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aufgefuhrten seltenen Tumortypen sind von ihrer Anzahl her zu gering, um zuverlas-
sige Aussagen uber eine mogliche diagnostische Bedeutung von AMACR bei diesen
Tumortypen zu treffen. Die beim fur Klon 8F4 auffallend hohe Haufigkeit einer star-
ken AMACR Expression in XP 11.2 transloszierten Karzinomen ist bei einer Fallzahl
von 6 wenig aussagekraftig. Fur den DAKO-AMACR-Antikorper waren von der glei-
chen Tumorkategorie nur 1 Fall auswertbar, sodass aufgrund der absoluten Zahl-
mogliche Unterschied zwischen den beiden Antikorpern hier nicht ernsthaft postuliert

werden kann.

3.4 AMACR Expression und Tumorphanotyp

Die Beziehung zwischen der AMACR Expression und dem Differenzierungsgrad
(ISUP, Fuhrmann, Thoenes), pT, pN, pM sowie dem UICC-Stadium wurde ange-
sichts der erheblichen Unterschiede in der AMACR Expression zwischen dem wich-
tigsten histologischen Subtypen fur klarzellige Karzinome und papillare Karzinome
separat berechnet. Die Beziehungen zwischen der AMACR-Immunfarbung und dem
Tumorphanotyp ist fur klarzellige Karzinome in den Tabellen 10,11 und 12 darge-

stellt.
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Tabelle 10: AMACR (8F4, 1:1350) und klarzelliges Nierenzellkarzinom.

AMACR-Klon 8F4 1:1350, klarzeliges RCC

n negative weak moderate strong p

ISUP 1 139 209 216 353 223 0.0029
2 151 291 146 252 311
3 141 26.2 199 19.9 34.0
4 22 54.5 227 9.1 136

Fuhrmann 1 18 16.7 16.7 38.9 278 0.0414
2 267 258 18.7 288 26.6
3 146 253 171 233 342
4 30 50.0 23.3 6.7 200

Thoenes 1 154 18.8 214 344 253 0.008
2 266 29.3 16.5 226 316
3 41 415 19.5 171 220

uUICC 1 198 242 136 318 30.3 <0.0001
2 24 8.3 125 458 333
3 55 145 291 9.1 473
4 46 413 19.6 17.4 21.7

pT 1 264 258 16.7 29.5 280 0.0164
2 54 259 148 37.0 222
3-4 140 29.3 229 15.0 329

pN 0 71 31.0 16.9 225 296 0.6825
21 10 30.0 30.0 10.0 30.0

pM 0 57 246 158 26.3 333 0.1967
21 49 38.8 22.4 16.3 22.4

Tabelle 11: AMACR (8F4, 1:12150) und klarzelliges Nierenzellkarzinom.

AMACR-Klon 8F4; 1:12150, klarzelliges RCC

n negative weak moderate strong p

ISUP 1 136 53.7 16.9 221 74 0.032
2 149 497 174 18.8 141
3 136 426 18.4 16.2 228
4 18 66.7 11.1 56 16.7

Fuhrmann 1 17 471 176 294 59 0.0134
2 260 523 16.9 196 11.2
3 143 399 20.3 18.2 217
4 25 72.0 8.0 40 16.0

Thoenes 1 148 50.7 18.2 223 8.8 0.1057
2 261 471 17.2 16.9 18.8
3 36 58.3 16.7 16.7 8.3

uICC 1 190 432 18.9 237 142 0.441
2 25 40.0 200 280 12.0
3 53 415 17.0 18.9 226
4 44 56.8 205 9.1 136

pT 1 253 46.6 17.8 21.7 13.8 0.342
2 53 547 17.0 18.9 94
34 136 50.7 176 132 18.4

pN 0 69 50.7 217 13.0 145 0.9965
21 8 50.0 25.0 12.5 12.5

pM 0 56 393 26.8 196 143 0.2277
>1 45 57.8 20.0 89 13.3
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Tabelle 12: AMACR (DAKO) und klarzelliges Nierenzellkarzinom.
AMACR DAKO-Klon, klarzelliges RCC

n negative weak moderate strong p

ISUP 1 161 286 18.6 491 37 0.0007
2 155 40.6 148 355 9.0
3 133 391 18.8 301 12.0
4 24 58.3 250 125 42

Fuhrmann 1 19 316 53 579 53 0.0199
2 293 345 18.1 406 6.8
3 139 40.3 16.5 309 122
4 30 56.7 23.3 16.7 33

Thoenes 1 173 28.3 179 491 46 0.0003
2 263 414 16.0 319 106
3 45 489 24 4 20.0 6.7

uUICC 1 207 319 16.9 425 8.7 0.1884
2 25 36.0 20.0 36.0 8.0
3 58 31.0 20.7 328 155
4 49 51.0 204 22 4 6.1

pT 1 277 318 177 433 7.2 0.0214
2 54 426 18.5 333 56
3-4 146 452 171 26.7 11.0

pN 0 72 389 20.8 319 8.3 0.8227
21 11 36.4 18.2 273 18.2

pM 0 63 33.3 159 39.7 111 0.0992
21 50 52.0 20.0 22.0 6.0

Die Befunde waren bei allen Farbungen im Wesentlichen ahnlich. Es bestand eine
Tendenz zu einer zunehmend starken Farbung mit zunehmendem Malignitatsgrad,
wobei bei den seltenen Grad 4 Tumoren die Haufigkeit der stark positiven im Ver-
gleich zu Grad 3 Tumoren etwas abnahm. Die starkste statistische Signifikanz fand
sich dabei fur Klon 8F4 (1:1350) und den DAKO-KIlon 13F4. Bei den papillaren Karzi-
nomen (Tabellen 13,14 und 15) war die Zahl der untersuchten Tumoren zu gering,
um statistische Unterschiede zwischen den haufig stark positiven Tumoren und den
seltenerweise schwach AMACR positiven Tumoren zu identifizieren.
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Tabelle 13: AMACR (8F4, 1:1350) und papilldres Nierenzellkarzinom.

AMACR-Klon 8F4; 1:1350, papillares RCC

n negative weak moderate  strong p

ISUP 1 20 0.0 0.0 0.0 100.0 0.7239
2 56 18 0.0 0.0 98.2
3 31 0.0 0.0 0.0 100.0
4 1 0.0 0.0 0.0 100.0

Fuhrmann 1 1 0.0 0.0 0.0 100.0 0.8524
2 73 14 0.0 0.0 98.6
3 32 0.0 0.0 0.0 100.0
4 2 0.0 0.0 0.0 100.0

Thoenes 1 28 0.0 0.0 0.0 100.0 0.7116
2 77 13 0.0 0.0 98.7
3 3 0.0 0.0 0.0 100.0

uICC 1 55 0.0 0.0 0.0 100.0 0.185
2 8 0.0 0.0 0.0 100.0
3 3 0.0 0.0 0.0 100.0
4 7 143 0.0 0.0 85.7

pT 1 74 0.0 0.0 0.0 100.0 0.0805
2 23 0.0 0.0 0.0 100.0
34 9 1.1 0.0 0.0 88.9

pN 0 8 0.0 0.0 0.0 100.0 0.1525
21 5 20.0 0.0 0.0 80.0

pM 0 14 0.0 0.0 0.0 100.0 0.0725
21 4 25.0 0.0 0.0 75.0

Tabelle 14: AMACR (8F4, 1:12150) und papilldres Nierenzellkarzinom.

AMACR-Klon 8F4; 1:12150, papillares RCC

n negative weak moderate strong p

ISUP 1 19 0.0 0.0 10.5 89.5 0.3567
2 59 34 0.0 34 93.2
3 30 0.0 6.7 10.0 83.3
4 1 0.0 0.0 0.0 100.0

Fuhrmann 1 1 0.0 0.0 0.0 100.0 0.2967
2 74 27 0.0 41 932
3 32 0.0 6.3 94 844
4 2 0.0 0.0 50.0 50.0

Thoenes 1 27 0.0 0.0 74 92.6 0.5752
2 79 25 25 51 89.9
3 3 0.0 0.0 333 66.7

uicC 1 56 0.0 0.0 54 94.6 0.2626
2 8 0.0 0.0 125 87.5
3 3 0.0 0.0 33.3 66.7
4 7 143 0.0 143 71.4

pT 1 75 0.0 0.0 53 947 0.0622
2 23 43 43 8.7 82.6
3-4 9 111 111 111 66.7

pN 0 8 0.0 0.0 0.0 100.0 0.109
21 5 20.0 0.0 20.0 60.0

pM 0 14 0.0 0.0 0.0 100.0 0.03

25.0 0.0 25.0 50.0
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Tabelle 15: AMACR (DAKO) und papilléres Nierenzellkarzinom.

AMACR DAKO-Klon, papillares RCC

n negative weak moderate strong p

ISUP 1 4 0.0 0.0 250 75.0 0.7152
2 5 6.7 0.0 40.0 53.3
3 10 0.0 0.0 50.0 50.0

4 0 - - - -

Fuhrmann 1 0 - - - - 0.6118
2 19 53 0.0 36.8 579
3 9 0.0 0.0 55.6 44 4
4 1 0.0 0.0 0.0 100.0

Thoenes 1 5 0.0 0.0 20.0 80.0 0.5228
2 23 43 0.0 478 478
3 1 0.0 0.0 0.0 100.0

uUICC 1 13 0.0 0.0 385 61.5 0.2398
2 3 0.0 0.0 66.7 333
3 1 0.0 0.0 0.0 100.0
4 2 50.0 0.0 0.0 50.0

pT 1 16 0.0 0.0 313 68.8 0.1351
2 10 0.0 0.0 60.0 40.0
3-4 3 333 0.0 333 333

pN 0 3 0.0 0.0 333 66.7 0.2333
21 2 50.0 0.0 0.0 50.0

pM 0 4 0.0 0.0 50.0 50.0 0.1481
21 2 50.0 0.0 0.0 50.0

3.5 AMACR Immunhistochemie und Patientenprognose

Auch die Untersuchungen zur prognostischen Bedeutung der AMACR Farbung
wurde nicht im Gesamtkollektiv aller Tumoren, sondern ausschliel3lich in den Sub-

gruppen von klarzelligen und papillaren Tumoren durchgefuhrt. Dabei ergab sich fur

die klarzelligen Karzinome (Abbildungen 39 ,41 und 42) eine Tendenz zur gunstige-

ren Prognose beim Nachweis einer mafig starken oder starken AMACR Expression.

48



Prognose, Endpunkt Rezidiv, klarzelliges NCC

1.0 i
— negative
weak
0.8 - moderate
% — strong
S
T 06—
(7]
5
0.4
=4
&
Ky
é 0.2 AMACR 8F4 1:1350
p=0.0009
0.0

T T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Monate

Abbildung 39: AMACR und rezidivfreies Uberleben beim Antikbrper 8F4 bei einer Verdiinnung von 1:1350. p=
0,00009.
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Abbildung 40: AMACR und rezidivfreies Uberleben beim Antikérper 8F4 bei einer Verdiinnung von 1:12150. p=

0,3914.
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Abbildung 41: AMACR und rezidivfreies Uberleben beim DAKO-Antikérper. p= 0,0004.
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Diese Tendenz war insbesondere sichtbar bezlglich des Endpunktes Tumorrezidiv

und im Fall von Klon 8F4 auch bezuglich des Gesamtuberlebens (Abbildung 42,

p=0,0149) bei einer Verdunnung von 1:1350.
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Abbildung 42: AMACR und der Endpunkt ,Gesamtiiberleben” beim Antikérper 8F4 bei einer Verdlinnung von
1:1350. p= 0,0149.
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Abbildung 43: AMACR und der Endpunkt ,Gesamtiiberleben” beim Antikérper 8F4 bei einer Verdlinnung von
1:12150. p= 0,03914.
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Abbildung 44: AMACR und der Endpunkt ,Gesamtiiberleben” beim DAKO-Antikérper. p= 0,6110.

Bei Verwendung des Endpunktes ,tumorspezifisches Uberleben® (Abbildungen 45-
47) war keine der untersuchten AMACR Farbungen mit der Prognose assoziiert.
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Abbildung 45: AMACR und der Endpunkt , Tumor spezifisches Uberleben” beim Antikérper 8F4 bei einer Verdiin-
nung von 1:1350. p= 0,3733.

51



Prognose, Endpunkt Tumor spezifisches Uberleben,
klarzelliges NCC

1.0 '
S — negative
4 —
‘—] — weak
0.8+ — moderate
e — strong
S
S 0.6
[J]
S
S 04+
c
g J
o
(]
3 0.2 AMACR 8F4 1:12150
4 p=0.4658
0.0 S

T T T T T T
0 12 24 36 48 60 72 84 96 108 120

Monate

Abbildung 46: AMACR und der Endpunkt , Tumor spezifisches Uberleben” beim Antikérper 8F4 bei einer Verdiin-
nung von 1:12150. p= 0,4658.
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Abbildung 47: AMACR und der Endpunkt , Tumor spezifisches Uberleben” beim DAKO-Antikérper. p= 0,8369.

Fir papillare Karzinome war die Zahl der gering gradig AMACR exprimierenden Tu-
moren wiederum zu gering, um eine Prognose-Abschatzung der AMACR Expression
innerhalb dieser Tumorkategorie durchzufuhren. Dementsprechend sind die Daten in
der Doktorarbeit nicht dargestellt.
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3.6 Korrelation der Farbeergebnisse (Klon 8F4 vs Klon 13H4)

Die Beziehung zwischen den Ergebnissen der 3 durchgefihrten immunhistochemi-
schen AMACR Untersuchungen sind in den Abbildungen 48-50 dargestellt. Dabei
zeigte sich eine enge Korrelation zwischen den Farbeergebnissen (p<0.0001).
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Abbildung 48: AMACR 8F4, 1:1350 vs 1:12150, alle Tumoren. p<0,0001.
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Abbildung 49: AMACR 8F4, 1:12150 vs DAKO, alle Tumoren.
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Abbildung 50: AMACR 8F4, 1:1350 vs DAKO, alle Tumoren.
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4. Diskussion

Die Ergebnisse dieser Untersuchung bestatigen die aus der Literatur bekannte haufi-
gere und hohere Expression von AMACR in papillaren als in klarzelligen Nierenzell-
karzinomen. Dieser Befund passt zu den bekannten erheblichen biologischen Unter-
schieden zwischen diesen beiden Tumortypen. Das klarzellige Nierenzellkarzinom ist
auf der molekularen Ebene charakterisiert durch haufige Alterationen des Von-Hip-
pel-Lindau Gens, wobei das VHL-Gen in 50-91% aller Falle deletiert ist (The Cancer
Genome Atlas Research Network 2013; Hakimi et al. 2014; Sato et al. 2013). 3p-De-
letionen sind bei papillaren Karzinomen seltener (Kovacs et al. 1991). Diese sind auf
der zytogenetischer Ebene durch eine hohe Haufigkeit von den Trisomien 7, 12, 16
und 17 gekennzeichnet (Kovacs et al. 1991). Andere molekulare Parameter, bei de-
nen Unterschiede zwischen papillaren und klarzelligen Karzinome gefunden wurden,
beinhalten Alterationen der Gene MET, BAP1 und PBMR1 (Manley und Hakimi 2016;
Ho et al. 2015; Albiges et al. 2014; Chen et al. 2016). Da allerdings auch nach An-
wendung verschiedener Antikdrper und verschiedener Antikorperkonzentrationen
einschlieBlich einer 10-fachen Verdinnung von Klon 8F4 immer noch eine relevante
Fraktion von klarzelligen Karzinomen eine kraftige AMACR Farbung aufwies, durfte
die AMACR Immunhistochemie auch unter stark optimierten Bedingungen keine si-
chere Entscheidungsgrundlage fur die Differenzierung von klarzelligen und papillaren

Karzinomen liefern.

Nur eine einzige Studie hatte bisher die prognostische Bedeutung der AMACR Ex-
pression beim Nierenzellkarzinom bzw. untersucht. Diese Untersuchung stammt
ebenfalls aus dem Institut fur Pathologie des UKE und wurde 2013 von Eichelberg et
al publiziert (Eichelberg et al. 2013). Das in dieser Studie verwendete Tumorkollektiv
war ein nicht Uberlappendes Kollektiv, welches aus dem Institut fir Pathologie des
Universitatsspitals Basel (Schweiz) stammte (Eichelberg et al. 2013). Interessanter-
weise hatte sich in dieser Studie ein leichter, aber insignifikanter Prognosevorteil ei-
ner AMACR-Positivitat beim klarzelligen Nierenzellkarzinom gezeigt (Eichelberg et al.
2013). Dies passt zur auch in dieser Studie beobachtete Tendenz zur gunstigeren
Prognose von AMACR stark positivem klarzelligen Nierenzellkarzinomen im Ver-
gleich zu negativen oder nur schwach AMACR positiven klarzelligen Nierenkarzi-
nome. Insgesamt deuten diese Daten drauf hin , dass der Nachweis einer AMACR

Expressio in diesen Tumorgruppen tatsachlich fur eine etwas gunstigere
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Tumorprognose spricht, obwohl die beobachteten (geringen) Unterschiede kaum Kli-
nische Relevanz besitzen durften (Eichelberg et al. 2013). Die in unserer Studie er-
zielten AMACR Ergebnisse sind in Abbildung 51 zusammen mit den Daten von frihe-
ren Studien dargestellt.

Papillires Nierenzellkarzinom { X ] [ )
Klarzelliges Nierenzellkarzinom C ® 00 @ | X N | | X
v
AMACR
DAKO
¥
Klarzellig papillires Nierenzellkarzinom (Y J ® ® ml
AMACR 8F4
1:1350
»
Chromophobes Nierenzellkarzinom ) ) L X | B | | |
v
AMACR
8F4
1:12150
\4
.
Renales Onkozytom O @ € o n | ol °
0% 10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%

Abbildung 51: AMACR in RCC (eigene Daten vs Literaturdaten). Die Farbe der Punkte beschreibt die Fallzahl der
Studien. Rote Punkte: n>10; Gelbe Punkte: 26>n>11; Griine Punkte: n>25., X: durchschnittliche Positivitatsrate.
Schwar-ze Késtchen: Klon 8F4 (1:1350), graue Kéastchen: AMACR-Klon 8F4 (1:12150), dunkelorange Késtchen:
DAKO-Klon 13F4.

Dabei sind die eigenen Daten fur die 3 verwendeten Antikorperkonzentrationen und
Farbebedingungen dargestellt. Die Daten zeigen, dass die eigenen Positivitatsrate
unter allen Bedingungen etwas hoher war als in den meisten friheren Studien. Dies
konnte auch damit zusammenhangen, dass in unserer Darstellung sehr schwach po-
sitive Tumoren als positiv gewertet wurden. Bei mehreren friheren Studien war der
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Cut-off-Wert fur die Klassifizierung von Tumoren als ,AMACR positiv“ hoher (Treti-
akova et al. 2004; Griffin und Lin 2021; Alshenawy 2015).

Die im Rahmen dieser Doktorarbeit durchgefuhrte Studie ist die grof3te bisher durch-
gefuhrte Untersuchung zur klinischen Relevanz der immunhistochemischen AMACR
Farbung beim Nierenzellkarzinom. Die grol3e Studie wurde durch die Anwendung der
TMA-Methode ermdglicht. Die TMA-Methode erlaubt die gleichzeitige Untersuchung
von mehr als 600 Tumoren auf einen einzigen Gewebeschnitt, sodass die Studie un-
ter Verwendung 3 verschiedenen Farbeprotokollen an insgesamt 9 Schnitten durch-
gefuhrt werden konnte. Die TMA-Methode bringt fur ihnre Anwender grof3e 6konomi-
sche Vorteile, da die fur eine derartige Studie nétige Manpower und Reagenzien-
menge ungewohnlich gering sind. Ein anderer, wesentlicher Vorteil der TMA-Technik
ist die unerreichte Standardisierung der immunhistochemische Farbung (Simon et al.
2004). Fur jedes der 3 verwendeten Farbeprotokolle wurden alle Schnitte gleichzeitig
unter absolut identischen Bedingungen verarbeitet. Die Inkubationen erfolgten dabei
nicht mit einem Farbeautomaten, sondern manuell. Da alle 3 Schnitte jeweils gleich-
zeitig fur absolut identische Zeit in absolut identischen Losungen bei absolut identi-
scher Temperatur inkubiert worden waren, ist die Standardisierung der Farbeproze-
dur nicht Ubertreffbar. Hervorzuheben ist, dass auch die Schnittlagerungszeit fur alle
Tumorproben im vorliegenden Fall absolut identisch war. Die TMA-Schnitte wurden
an einem Tag innerhalb von wenigen Minuten hergestellt, unter absolut identischen
Bedingungen gelagert und dann gleichzeitig inkubiert. Die Schnittlagerungszeit, die
Zeit von der Herstellung eines Schnittes, bis zur Immunfarbung beeinflusst die Im-
munhistochemische Farbequalitat erheblich. Bereits nach 2 Wochen Schnittlage-
rungszeit wird fur viele Antikdrper eine deutliche Reduzierung der Farbeintensitat be-
obachtet (Mirlacher et al. 2004).

Die klassische Anwendung der TMA-Methode ist die Evaluation der Beziehung zwi-
schen molekularen Befunden und klinisch pathologischen Parametern wie klinischer
Verlauf, Tumorstadium oder Ansprechen auf Therapie in grof3en Patientenkol-

lektiven.

Die Limitierung der Untersuchung auf ein 0,6 mm im Durchmesser messendes Ge-
webestuck pro Patienten wurde vielfach als moglicher Nachteil der TMA-Technik dis-
kutiert. Es ware intuitiv anzunehmen, dass die Kleinheit, der pro Patienten untersuch-
ten Gewebeprobe wichtige molekulare Charakteristika eines Tumors ungentgend
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reprasentiert. Allerdings haben viele Studien bewiesen, dass prinzipiell jeder etablier-
ten molekularen Prognoseparameter auch an TMAs reproduziert werden konnte, zu-
mindest wenn die TMAs eine ausreichend grof3e Zahl von gut dokumentierten Tumo-
ren beinhaltete (Nocito et al. 2001). Beispielsweise konnte bei Studien zu
Mammakarzinomen die Prognoserelevanz der Expression von Ostrogenrezeptoren,
Progesteronrezeptoren (Ruiz et al. 2006) oder einer HER2 Amplifikation (Al-Kuraya
et al. 2004) genauso dokumentiert werden wie die prognostische Bedeutung des Ki-
67-labeling-Index (Ruiz et al. 2006). Beim Harnblasenkarzinom konnte die prognosti-
sche Bedeutung der p53 Immunfarbung (Wang et al. 2021) oder des Differenzie-
rungsgrades (Nocito et al. 2001)gezeigt werden. Beim Prostatakarzinom haben ins-
besondere Studien aus dem UKE die in der Literatur gut dokumentierte prognosti-
sche Bedeutung der p53 Immunfarbung (Schlomm et al. 2008) oder der PTEN-Dele-
tion (Krohn et al. 2012) validiert. Gerade beim Prostatakarzinom haben Forscher aus
dem Universitatsklinikum Hamburg Eppendorf anhand von TMAs in den letzten Jah-
ren viele teils neue molekulare Prognosefaktoren beschrieben (Krohn et al. 2012;
Schlomm et al. 2008; Schlomm et al. 2007; Kollermann et al. 2008; Fleischmann et
al. 2008; Zellweger et al. 2009; Fleischmann et al. 2009; Erbersdobler et al. 2009; Er-
bersdobler et al. 2010).

Wahrend die Limitierung der Untersuchung auf ein sehr kleines Gewebefragment pro
Patient fur die exakte Einordnung eines Tumors eines einzelnen Patienten problema-
tisch sein durfte, ist die Kleinheit des untersuchten Gewebes vor allem dann ein Vor-
teil, wenn verschiedene Reagenzien oder Farbeprotokolle miteinander verglichen
werden sollen. Die Limitierung auf ein kleines Gewebefragment sichert namlich die
Einschrankung des Vergleichs auf eine Gewebefraktion mit absolut identischen Be-
dingungen fur alle untersuchten Reagenzien oder Protokolle. Da alle Farbungen am
konsekutiven Gewebeschnitten durchgefuhrt wurden, ist der raumliche Abstand zwi-
schen den untersuchten Gewebefragmenten ca. 2,5 Mikrometer, was der normalen
Dicke eines TMA-Schnittes entspricht. Auf diese Distanz ist weder eine relevante bio-
logische Heterogenitat noch ein relevanter Unterschied in der Fixationsqualitat zu er-

warten.

Der fur diese Untersuchung verwendete neue AMACR Antikorper Klon 8F4 wurde
vor kurzem an einem Kollektiv von ca. 3000 Normalgeweben und Tumoren erstmals

im groReren Ausmald charakterisiert (Schneider 2020). Die Untersuchung von Rafael
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Schneider hatte gezeigt, das AMACR bei 73 von 83 verschiedenen Tumortypen zu-
mindest in Einzelfallen schwach exprimiert wurde und bei 56 von 83 untersuchten
Tumortypen mindestens in Einzelfallen eine starke AMACR-Farbung vorlag (Schnei-
der 2020). Dieser Befund unterstreicht die Tatsache, dass der Fettstoffwechsel, in
welchem AMACR eine wichtige Rolle spielt bei vielen verschiedenen Tumoren in un-
terschiedlichen Ausmalf’ und durch unterschiedliche Mechanismen alteriert sein kann
(Schneider 2020). Die ausgedehnte Untersuchung von Schneider et al. hatte aller-
dings auch eine Kreuzreaktivitat des Antikdrpers mit einem oder mehreren Proteinen
ergeben welche eine starke Anfarbung in Spermien, der Aortenwand und im Stratum
Granulosum der Epidermis fuhrten (Schneider 2020). Passend zu diesem Befunden
hatte die AMACR Farbung mit Klon 8F4 im Vergleich zu dem auch in unserer Studie
verwendeten DAKO-Klon 13H4 eine deutlich hohere Positivitatsrate bei verschiede-
nen Typen von Plattenepithelkarzinomen ergeben, wobei die fur Klon 8F4 beobach-
teten Farbungen bei Plattenepithelkarzinomen typischerweise Arealen zuzuordnen
waren mit verstarkter Ausdifferenzierung (Schneider 2020). Des Weiteren hatte sich
in der Untersuchung von Schneider fur Klon 8F4 in einer kleinen Zahl der Tumoren
eine markante Stromafarbung gezeigt, welche mit dem DAKO-Klon nicht nachweis-
bar war (Schneider 2020). Schneider hat in seiner Doktorarbeit postuliert, dass diese
Stromafarbung moglicherweise in Analogie zur markanten Aortenwandfarbung eine
Farbung Elastoider Strukturen im Stroma darstellen konnte (Schneider 2020). Elasti-
sche Fasern wurden bei einzelnen Tumortypen, wie beispielsweise dem Pankreas-
karzinom im Tumorstroma beschrieben (Schneider 2020). Auch in der vorliegenden
Studie war einzelnen Fallen mit Klon 8F4 eine Stromafarbung nachweisbar, welche
mit dem DAKO-KIlon 13H4 nicht zur Darstellung kam. Hochstwahrscheinlich handelt
es sich hier um das gleiche Phanomen der Stromafarbung wie von Schneider be-
schrieben. Ob es sich hierbei um Bildung von elastischen Fasern bzw. Elastin im Tu-

morstroma handelt missen weitere Untersuchungen klaren (Schneider 2020).

Tatsachlich ergibt sich fur den AMACR Klon 8F4 eine interessante Konstellation. Der
Antikorper ist mit Sicherheit nicht spezifisch fur den Nachweis von AMACR. Dies
spricht per se gegen die Qualitat des am UKE hergestellten Antikorpers. Auf der an-
deren Seite scheint die Farbung elastischer Fasern, Spermien und des Stratum Gra-
nulosum der Haut die Perfomance des Antikorpers in seinen diagnostischen Anwen-
dungen nicht zu storen. Klon 8F4 hat sich bezuglich des Nachweises von Prosta-

takarzinomen dem DAKO-KIlon als ebenburtig erwiesen (Schneider 2020). Auch bei
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der Differentialdiagnose von Nierenzellkarzinomen ist Klon 8F4 mit Sicherheit nicht
weniger nutzlich als der Klon 13H4 von DAKO. Maoglicherweise sind die Kreuzreaktio-
nen des AMACR Klon 8F4 sogar von diagnostischem Nutzen. Der Nachweis von
Spermien kann beispielsweise die Diagnose einer Spermatozele unterstutzen. Bei
dieser Diagnose findet sich histologisch ein relativ unspezifisch aussehendes kubi-
sches Epithel, welches dann einer Spermatozele zugeordnet werden kann, wenn -
was meist nur an vereinzelten Stellen nachweisbar ist- intraepithelial Spermienkopfe
zu sehen sind (Ejeckam et al. 1984; Castelino-Prabhu und Ali 2010; Bedir et al.
2013; Mavrov et al. 1990). Auch die positive Anfarbung von Plattenepithelkarzinomen
einer bestimmten Ausreifungsstufe (Analog Stratum Granulosum) kdnnte im besten
Fall ein Vorteil sein und bei der Bestimmung des Differenzierungsgrades von Plat-
tenepithelkarzinomen helfen. Da die AMACR Farbung bei Plattenepithelkarzinomen
ohnehin keine klinische Anwendung findet, durfte auch dieses Farbeartefakt ,die re-
ale Qualitat des Antikorpers® nicht mindern. Die Evaluierung eines neu hergestellten
Antikorpers an tausenden von Tumoren und Normalgeweben, so wie er fur AMACR
Klon 8F4 durchgeflhrt wurde, war bis vor kurzem auferst ungewohnlich. Dement-
sprechend sind viele Antikorper auch deutlich weniger ,gut®, als von ihren Anwendern
angenommen wird. Die variable Qualitat von Antikorpern und ihr haufig weit weniger
spezifisches Farbeverhalten als von den Herstellern proklamiert wird zunehmend ein
in der Welt der Wissenschaft wahrgenommenes Problem (Laflamme et al. 2019). In
den letzten Jahren wurden zu diesem Thema spektakulare Daten publiziert (Laf-
lamme et al. 2019). Laflamme et al testeten 16 verschiedene kommerzielle erhaltli-
che Antikorper fur COORF72, ein Protein, welches bei der amyotrophe Lateralskle-
rose eine Rolle spielt (Laflamme et al. 2019). Nur einer von 16 getesteten Antikor-
pern erwies sich als spezifisch. Viele der ,nicht spezifischen COORF72 Antikorper
waren friher in Studien verwendet worden, welche in hochrangigen Wissenschafts-
journalen publiziert worden waren. Immunhistochemische Daten von mehreren For-
schungsgruppen hatten suggeriert, dass der Erythropoetinrezeptor in Tumorzellen
exprimiert wird und eine relevante Rolle spielen kdnnte (Acs et al. 2002; Acs et al.
2001; Arcasoy et al. 2005a; Arcasoy et al. 2005b). Diese Ergebnisse hatten eine aus-
gedehnte Forschung zu diesem Thema hervorgerufen. Spater zeigte sich allerdings,
dass nur einer von 4 haufig in Studien verwendeten EpoR Antikorper tatsachlich E-
poR detektierte und dass keiner der verwendeten Antikorper EpoR immunhistoche-
misch darstellen konnte (Elliott et al. 2006). Nelson et al hatte kirzlich alle

60



verfiigbaren Antikorper fir Ostrogenrezeptor-Beta evaluiert und festgestellt, dass nur
einer dieser Antikorper tatsachlich das Target-Protein identifiziert (Nelson et al.
2017). Durch die Verwendung von nicht geeigneten Antikorpern hatte es in der Ver-
gangenheit viele widerspriichliche Angaben beziiglich des Expressionslevel von Ost-
rogenrezeptor-Beta und seiner Korrelation zu klinisch pathologischen Parametern ge-
geben (Nelson et al. 2017). Nelson et al fanden unter Verwendung des einzigen wirk-
lich Ostrogenrezeptor-Beta spezifischen Antikdrpers sowohl bei den Mammakarzino-
men wie auch beim Prostatakrebs keine relevante Expression von Ostrogenrezeptor-
Beta (Nelson et al. 2017).

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse dieser Studie, dass eine Expression von
AMACR beim Nierenzellkarzinom haufig vorkommt und das Expressionshaufigkeit
und Intensitat beim papillaren Nierenzellkarzinom ausgepragter ist als bei anderen
Tumortypen. Da aber auch klarzellige Nierenzellkarzinome haufig reichlich AMACR
exprimieren, ist der differentialdiagnostische Nutzen einer immunhistochemischen
AMACR-Untersuchung beim Nierenzellkarzinom limitiert. Zusammen mit einer fruhe-
ren Studie aus dem UKE (Eichelberg et al. 2013) deuten die erzielten Daten zwar da-
raufhin, das AMACR positive klarzellige Nierenzellkarzinome eine bessere Prognose
haben konnten als AMACR negative Tumoren, doch ist dieser Unterschied fur die kli-
nische Praxis zu gering, um relevant zu sein. Zusammen mit der Parallelstudie von
Schneider, der AMACR an verschiedenen Geweben aller Art untersucht hatte, de-
monstrieren die gesamten bisher erhobenen Befunde zu dem AMACR Klon 8F4, die
grol3e Bedeutung einer ausgedehnten Gewebevalidierung fur die Klarung der diag-
nostischen Nutzlichkeit eines Antikorpers.
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5. Zusammenfassung

Alpha-MethylAcyl-CoA Racemase (AMACR) ist ein Protein mit wesentlicher Rolle im
Fettstoffwechsel, welches bei verschiedenen Tumortypen im Vergleich zu Normalge-
webe vermehrt exprimiert wird. Ein diagnostischer Nutzen der AMACR Expression
wurde unter anderen bei der Differentialdiagnostik der Nierenzellkarzinome postuliert,
wo papillare Karzinome haufiger AMACR positiv sein sollen als klarzellige. In der vor-
liegenden Studie sollte die diagnostische Relevanz des immunhistochemischen
Nachweises der AMACR Expression beim Nierenzellkarzinom evaluiert werden, un-
ter Verwendung verschiedener Antikorper und Antikorperkonzentrationen. Verglichen
wurden der am UKE kurzlich neu hergestellte monoklonale Mausantikorper Klon 8F4
bei einer Verdunnung 1:1350 und 1:12150 sowie der DAKO-Klon 13F4 unter den
vom Hersteller vorgeschlagenen Protokollbedingungen. Untersucht wurden 1318
Nierenzellkarzinome in einem TMA-Format. Von diesen Tumoren waren auswertbar
716 (54,32%) fur Klon 8F4 (1:1350), 702 (53,26%) fur Klon 8F4 (1:12150) und 678
(561,44%) fur den DAKO-Klon 13F4. Alle Antikorper und Protokolle zeigten hochsigni-
fikant mehr AMACR Positivitat bei papillaren als bei klarzelligen Karzinomen. Fur
DAKO-Klon 13F4 waren 96,6% der papillaren Karzinome mafig oder stark AMACR
positiv aber nur 45,1% der klarzelligen Karzinome (p<0,0001). Fir AMACR-Klon 8F4
1:1350 waren 99,1% der papillaren Karzinome stark oder maRig stark positiv aber
nur 54,6% der klarzelligen Karzinome (p<0,0001). Fir AMACR Klon 8F4 1:12150 wa-
ren 96,4% der papillaren maflig stark oder stark AMACR positiv aber nur 33,3% der
klarzelligen Karzinome (p<0,0001). Die Untersuchung der klinischen Relevanz der
AMACR Expression bei klarzelligen Karzinomen ergab fur alle Antikdrper bzw. Anti-
korperverdinnungen eine Tendenz zu einer Zunahme einer starken AMACR-Positivi-
tat mit zunehmender Entdifferenzierung der Tumoren und mit zunehmendem pT Sta-
dium. Gleichzeitig wurde eine Tendenz zu einer gunstigeren Prognose bei stark oder
maRig stark AMACR positiven klarzelligen Nierenzellkarzinomen gefunden. Die Eva-
luation der klinischen Bedeutung der AMACR Expression bei papillaren Karzinomen
scheiterte an der geringen Zahl der untersuchten Patienten. Aus den Ergebnissen
dieser Studie wird geschlossen, das AMACR bei papillaren Tumoren haufiger und in-
tensiver exprimiert wird als bei anderen histologischen Tumortypen, insbesondere als
beim klarzelligen Karzinom. Da aber bei allen Farbeverfahren mindestens 10% der
nicht-papillaren Karzinome eine kraftige AMACR Expression aufweisen, ist der Nach-

weis einer kraftigen AMACR Farbung kein sicherer Anhaltspunkt fur das Vorliegen
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eines papillaren Nierenzellkarzinoms. Unsere Ergebnisse ergeben auch keine An-
haltspunkte auf eine klinisch relevante prognostische Relevanz der AMACR Expres-

sion in Nierenzellkarzinomen.
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6. English Summary
Alpha-MethylAcyl-CoA Racemase (AMACR) is a protein with an essential role in lipid

metabolism and is expressed more frequently in various tumor types compared to
normal tissue. A diagnostic benefit of AMACR expression has been postulated in the
differential diagnosis of renal cell carcinoma, where papillary carcinomas are reported
to be more frequently AMACR positive than clear cell carcinomas. The present study
aimed to evaluate the diagnostic relevance of immunohistochemical detection of
AMACR expression in renal cell carcinoma, using different antibodies and antibody
concentrations. The mouse monoclonal antibody clone 8F4, recently produced at
UKE, was compared at a dilution of 1:1350 and 1:12150 as well as the DAKO clone
X under the protocol conditions suggested by the manufacturer. 1318 renal cell carci-
nomas were examined in a TMA format. Of these tumors, 716 (54,32%) were evalua-
ble for clone 8F4 (1:1350), 702 (53,26%) for clone 8F4 (1:12150), and 678 (51,44%)
for DAKO clone 13F4. All antibodies and protocols showed highly significant more
AMACR positivity in papillary than in clear cell carcinoma. For DAKO clone 13F4,
96,6% of papillary carcinomas were moderately or strongly AMACR positive but only
45,1% of clear cell carcinomas (p<0.0001). For AMACR clone 8F4 1:1350, 99,1% of
papillary carcinomas were strongly or moderately AMACR positive but only 54,6% of
clear cell carcinomas (p<0.0001). For AMACR clone 8F4 1:12150, 96,4% of papillary
were moderately strong or strong AMACR positive but only 33,3% of clear cell carci-
nomas (p<0.0001).

Investigation of the clinical relevance of AMACR expression in clear cell carcinomas
revealed a tendency for all antibodies or antibody dilutions to increase in strong posi-
tivity with increasing tumor dedifferentiation and with increasing pT stage. At the
same time, a tendency towards a very favorable prognosis was found for strongly or
moderately AMACR positive clear cell renal cell carcinomas. Evaluation of the clinical
significance of AMACR expression in papillary carcinomas failed due to the small
number of patients studied. From the results of this study, it is concluded that
AMACR is more frequently and intensively expressed in papillary tumors than in
other histological tumor types, especially clear cell carcinoma. However, because at
least 10% of non-papillary carcinomas show vigorous AMACR expression in all stain-
ing methods, the detection of vigorous AMACR staining is not a reliable indication of

the presence of papillary renal cell carcinoma. Our results also do not provide
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evidence for a clinically relevant prognostic relevance of AMACR expression in renal

cell carcinomas.
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7. Abkurzungsverzeichnis

Abkirzung Bedeutung

AMACR a-Methylacyl-CoA-Racemase

BAP1 BRCA1 associated protein-1

c-KIT Stammzellfaktor-Rezeptor

HER2 Humaner epidermaler Wachstumsfaktor-Rezep-
tor

ISUP International Society of Uropathology

KID Kidney

MET Mesenchymal-Epithelial-Transition

NCC Nierenzellkarzinome

PBMR1 Polybrom-1

PTEN Phosphatase and Tensin homolog

RNA Ribonukleinsadure

TCGA The Cancer Genome Atlas

TMA Tissue-Micro-Array

uICC Union internationale contre le cancer

UKE Universitatsklinikum Eppendorf

VHL Von Hippel-Lindau-Syndrom

WHO World Health Organization
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