IMMUNONKOLOGIE

Die Wahl der Methode bei der Herstellung von Gewebeproben kann zu abweichenden Ergebnissen
bei der Uberlebensanalyse von Krebspatienten fiihren:
» Vollumfangliche Gewebeproben bilden die Zusammensetzung des Tumormikromilieus besser

ab als gewebssparende, gestanzte Proben.

» Die Verwendung gestanzter Gewebeproben konnte aufgrund der Heterogenitat
der Immunzellenverteilung im Tumor zu Abweichungen im Ergebnis der
Quantifizierungsanalyse fiihren.

Immunmarkeranalyse

SHORT CUT

Grofle der Tumorgewebefliche: entscheidend
fir die Einschitzung der Uberlebensprognose

D ie  Immunogenitat verschiedener
Krebsarten spielt eine wesentliche
Rolle zur Einschatzung der Uberlebens-
prognose der Patienten. Beim kolorektalen
Karzinom (CRC) hat sich die Dichte der
T-Zellen als entscheidender prognosti-
scher Faktor erwiesen (Immunoscore®).
Bei hoch-immunogenen Tumoren kommt
es hier zur Aktivierung der Immuncheck-
point-Achse, welche diese Tumoren flr
eine Immuntherapie zuganglich macht;
diese Tumorgruppe bestreitet allerdings
nur 15 % aller CRCs. Rezente Studien be-
schaftigen sich daher einerseits mit der
Evaluierung von Immunbiomarkern zur
Einschatzung der Uberlebensprognose,
andererseits mit der Induktion einer Im-
munstimulation durch verschiedene adju-
vante Therapien (u. a. Radiotherapie).

Tumormikromilieu beim
kolorektalen Karzinom

Die Zusammensetzung des Tumormikro-
milieus gilt als prognostischer Faktor bei
Patienten mit CRC. Hierbei zeigen Tumo-
ren mit einer hohen Dichte an CD3- und
CD8-positiven T-Zellen nachweislich eine
signifikant hohere Uberlebensrate; diese
Daten wurden zuletzt im Rahmen einer
internationalen Multicenterstudie anhand
eines Patientenkollektivs mit nicht-metas-
tasiertem CRC (UICC TNM-Stadium I-111)
validiert (Immunoscore®). Um eine opti-

male Tumorkontrolle zu erzielen, sollte die
Zusammensetzung an Immunzellen im
Tumormikromilieu moglichst ausbalan-
ciert sein. Bei CRCs mit hoher Immunoge-
nitat, sog. Mikrosatelliten-instabile Tumo-
ren, kommt es aufgrund einer hohen Mu-
tationslast zur Akkumulation von Neoanti-
genen, welche eine Stimulation der
angeborenen als auch der erworbenen
Immunantwort induzieren. Es kommt zur
konsekutiven  Expression von Immun-
checkpoint-Molekilen (PD-1, PD-L1) auf
den Tumorzellen oder den tumorinfiltrieren-
den Immunzellen — dies stellt einen Schlis-
selmechanismus flr das Ansprechen auf
eine Therapie mittels Immuncheckpoint-
Inhibitoren (z. B. Pembrolizumab) dar.
Hierdurch konnten langfristige Tumorremis-
sionsraten erzielt werden; dennoch weist
die liberwiegende Mehrzahl an CRC-Pati-
enten (75 %) Tumoren mit geringer Im-
muncheckpoint-Expression auf, die einer
Immuntherapie nicht zugéanglich sind.

Stimulation der Tumorimmunogenitat
beim Rektumkarzinom

Beim lokal fortgeschrittenen Rektumkarzi-
nom (RC) bildet die Radiotherapie einen
immanenten Pfeiler der Behandlung. Bei
organuberschreitenden Tumoren wird durch
die praoperative Bestrahlung eine geringere
Rezidivrate erzielt. Weiters kann durch die
Bestrahlung des Tumors ein immunstimu-

lierender Effekt erzeugt werden, der von der
Wahl der Bestrahlungsdosis, -fraktionierung
und -sequenzierung beeinflusst wird. Im
CRC-Tiermodell induzierten hohe Bestrah-
lungsdosen eine Zunahme an CD8-positi-
ven T-Zellen, wahrend eine fraktionierte
Bestrahlung eine niedrige Dichte an tumo-
rinfiltrierenden Lymphozyten nachwies. Im
humanen RC-Kollektiv konnte in den lange
Zeit bestrahlten Geweben im Vergleich zu
unbestrahlten Geweben ein signifikantes
AusmaB an Infiltration mit CD8-positiven T-
Zellen nachgewiesen werden, die Expressi-
on von Immuncheckpoint-Markern blieb
jedoch unverandert. Zusatzlich war eine
hohe Dichte an CD3- und CD8-positiven T-
Zellen in den Tumorbiopsien mit einem gu-
ten histopathologischen Therapieanspre-
chen nach praoperativer Bestrahlung verge-
sellschaftet. Die Mehrzahl an klinischen,
retrospektiven Studien lieferten tberwie-
gend inkonsistente Ergebnisse, welche ei-
nerseits auf die Heterogenitat der praopera-
tiv angewandten Bestrahlungsregime zu-
rickzufiihren sein konnten, andererseits
auf die Auswahl der Methode zur Quantifi-
zierung der Immunmarker.

Methoden zur
Immunmarkerquantifizierung

Die Heterogenitat der Immunzellvertei-
lung im Tumor wurde mehrfach be-
schrieben; einige Studien beschaf-
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Dargestellt sind Beispielproben, die zeigen, wie reale Tissue Microarray-Stanzen Immunzellcluster verfehlen. Oben: Heterogenes
Expressionsmuster von CD3- und CD8-positiven T-Zellclustern {iber die Tumorareale verteilt. Unten: Die PD-1- und PD-L1-Expressi-
on wurde ausschlieBlich auf Leukozyten nachgewiesen. Anmerkung: Indexbalken 500 um.

Abb. 1: T-Zelldichte (CD3, CD8) und Immuncheckpoint-Expression (PD-1, PD-L1) in

vollumfanglichen Rektumkarzinomproben.

tigten sich mit der Art der Quantifizie-
rungsmethode und den Vor- und Nachtei-
len der Wahl eines Tissue Microarrays
(TMA). Zur Anfertigung derartiger Proben
werden meist 2 mm groBe Stanzen aus
dem in Paraffin gegossenen Tumorgewebe
gewonnen und in einen separaten, vorge-
stanzten Paraffinblock eingebettet. Die
Stanzen werden jeweils aus einem zufallig
ausgewahlten Areal der Tumorprobe ge-
wonnen, weswegen die Gefahr besteht,
dass ein Areal mit niedriger Immunzell-
dichte ausgestanzt und zur Analyse ver-
wendet wird. Da dies jedoch erst nach
immunhistochemischer Farbung evident
wird, kann die Wahl dieser Methode somit
in einer unwissentlichen Verféalschung der
Quantifizierungsanalyse resultieren. Zur
Errechnung des Immunoscores® beim RC
wurden zwei Gewebsstanzen in jeweils
zwei verschiedenen Tumorarealen (Tumor-
zentrum sowie invasive Tumorfront) heran-
gezogen. In einer rezenten Analyse, wel-
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che die Immunzelldichten im CRC-Primar-
tumor und dessen korrespondierenden
Lebermetastasen verglich, wurde gezeigt,
dass eine Verwendung von bis zu 5 ge-
stanzten Gewebsarealen nétig ist, um eine
Annaherung an den durchschnittlichen
Dichtewert an Immunzellen zu erreichen;
es gilt zu bemerken, dass diese Analyse an
den Lebermetastasen von CRC-Patienten
durchgefiihrt wurde, welche eine homoge-
ne T-Zelldichte aufwiesen.

Immunmodulation und ihre
Auswirkungen auf das Uberleben

In der hier vorgestellten Studie unter-
suchten wir die immunmodulatorische
Kapazitat eines hyperfraktionierten
Kurzzeit-Bestrahlungsregimes bei Pati-
enten mit RC als auch die beschriebe-
nen Unterschiede in der Dichte des Im-
munzellinfiltrats, welche mit der Wahl
der Analysemethode (vollumfangliche

Gewebeproben vs. TMA) einhergeht.
Das urspriingliche Studienkonzept ba-
sierte auf der Hypothese, dass inshe-
sondere die kurze Therapiedauer sowie
die hyperfraktionierte Abgabe einer ge-
ringeren Strahlendosis eine Infiltration
von T-Zellen (CD3, CD8) und konseku-
tive Expression von Immuncheckpoint-
Markern (PD-1, PD-L1) im RC induzie-
ren. Hierzu wurde eine Studienkohorte
von 75 Patienten definiert, wovon 60
Patienten praoperativ nach dem hyper-
fraktionierten Kurzzeit-Bestrahlungsre-
gime (25 Gy: 2 x 2,5 Gy Uber 5 Tage,
Resektion 3 Tage spater) behandelt wur-
den; weitere 15 Patienten dienten als
(unbestrahlte) Kontrolle.

Im Rahmen der mikroskopischen Im-
munmarkerquantifizierung an vollum-
fanglichen Gewebeproben zeigte sich
die bereits beschriebene Heterogenitat
der Immunzellverteilung im Tumorge-
webe. Der Fokus lag daher in weiterer
Folge auf der Untersuchung der Quanti-
fizierungsmethode, um eine etwaige
Verfalschung der Analyse durch die ge-
wahlte Gewebeflache darzustellen. Die
Uberlegung ging dahingehend, dass die
Verwendung kleiner Gewebestanzen
moglicherweise die Kontextualisierung
heterogener Markerexpressionsmuster,
die im Rahmen der Analyse vollumfang-
licher Gewebeproben in Betracht gezo-
gen werden konnen, verhindern wurde.

Quantifizierung von Immunmarkern/
Virtueller Tissue Microarray: Hierflr
etablierten wir in Kooperation mit der
Firma TissueGnostics aus Wien einen
virtuellen TMA auf gescannten vollum-
fanglichen Gewebeproben (Abb. 1); die
GroBe und Lokalisation der TMA-Stan-
zen basierte auf der zuvor beschriebe-
nen Immunoscore®-Analyse beim RC
(Abb. 2). Die entwickelte Software wurde
hinsichtlich der Markererkennung trai-
niert und bei Bedarf manuell korrigiert.
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Links: Zuféllig ausgewahlte virtuelle Stanzen im Tumorzentrum (2 x 0,6 mm Durchmesser) und der invasiven Tumorfront (2 x 1 mm
Durchmesser). Rechts: Erweiterung der virtuellen Stanzen von 2 auf maximal 6 Kerne pro Tumorregion unter Beriicksichtigung der
minimal verfiigharen Tumorfléche der vollumfénglichen Gewebeproben. Anmerkung: Indexbalken = 500 um.

Abb. 2: Virtueller Tissue Microarray auf gescannten, vollumfanglichen Rektumkarzinomproben

unter Verwendung von StrataQuestTM®.

In weiterer Folge wurden die Dichtewer-
te der quantifizierten T-Zellen mit denen
auf den vollumfanglichen Gewebe-
schnitten verglichen und schlieBlich die
Unterschiede zwischen den beiden Me-
thoden hinsichtlich Uberlebensprogno-
se dargestellt. Hierbei wurden tatsach-
lich Unterschiede in der Uberlebenspro-
gnose zwischen den unterschiedlichen
Quantifizierungsmethoden deutlich, so
dass in einem weiteren Schritt die Ge-
webeflache, welche zur Annaherung an
die T-Zelldichte in vollumfanglichen Ge-
webeproben bendétigt wird, evaluiert
wurde; hierbei gab die minimal verfiig-
bare Gewebeflache der RC-Proben die
Etablierung einer maximalen Anzahl
von 6 Stanzen pro Tumorareal vor.

Vergleiche zwischen den beiden Quan-
tifizierungsmethoden: Unabhangig von
der Quantifizierungsmethode zeigte sich
eine reduzierte T-Zelldichte als auch
Immuncheckpoint-Expression nach
praoperativer hyperfraktionierter Kurz-
zeitbestrahlung. Generell war eine hohe

Anzahl an PD-L1-positiven Leukozyten
im Tumor mit einem niedrigeren Tumor-
stadium assoziiert. Die T-Zelldichte va-
riilerte zwischen den einzelnen TMA-
Stanzen, unabhéangig davon, wie viele
Stanzen fir die Quantifizierung heran-
gezogen wurden. Mit zunehmender An-
zahl an TMA-Stanzen kam es zur Kor-
relation der T-Zelldichtewerte der bei-
den Quantifizierungsmethoden, wobei
hier die T-Zelldichte der einzelnen
TMA-Stanzen keinen Einfluss auf die
Annaherung der beiden Methoden
nahm.

Uberlebensanalyse anhand von voll-
umfénglichen Gewebeproben: Sowohl
das erkrankungsfreie als auch das ge-
nerelle Uberleben war mit einer hohen
CD3- als auch PD-1-Expression auf
tumorinfiltrierenden Leukozyten verge-
sellschaftet; hierbei spielt insbesondere
die Untergruppe der zytotoxischen,
CD8-postiven T-Zellen an der Invasi-
onsfront der Tumoren eine entscheiden-
de Rolle. Eine hohe PD-1-Expression
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erwies sich zudem als prognostischer
Biomarker; weiters erwiesen sich der
Lymphknotenstatus und eine hohe Dich-
te an CD3-positiven T-Zellen an der Tu-
morinvasionsfront als unabhangige pro-
gnostische Marker fiir das erkrankungs-
freie Uberleben. Fiir das generelle Uber-
leben erwies sich zudem eine hohe
Dichte an CD8-positiven T-Zellen als
prognostisch relevant.

Uberlebensanalyse anhand des virtuel-
len Tissue Microarrays: Hier zeigte die
T-Zelldichte weder unter Verwendung
von 2 Stanzen zur Analyse des Immu-
noscores® noch unter Verwendung von
6 Stanzen pro Tumorareal einen Einfluss
auf das erkrankungsfreie oder das gene-
relle Uberleben. Weiters konnte mittels
dieser Methode keine prognostische Re-
levanz der T-Zellwerte als Biomarker zur
Uberlebensvorhersage  nachgewiesen
werden.

Resiimee und Ausblick

Die GroBe der Gewebeflache, die flr die
Immunmarkeranalyse  herangezogen
wird, stellt einen entscheidenden Faktor
flr die Einschatzung des prognostischen
Biomarkerpotenzials dar.

Hierflr sollten optimierte, digitale Analy-
severfahren herangezogen werden. Die-
se verhindern einerseits den ,Pitfall“ der
heterogenen Immunzellverteilung im
Tumorgewebe, andererseits erlauben sie
eine effektive und gewebesparende Auf-
arbeitung der Tumorproben. [ |
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