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1 Einleitung

1.1 Programmed cell death protein 1 (PD-1) und Programmed cell death
protein 1 ligand 1 (PD-L1)
Das Zusammenspiel zwischen Uberleben und dem kontrollierten Untergang von
Zellen ist Voraussetzung fur das korrekte Funktionieren des menschlichen
Organismus. Bereits vor mehr als 2 Jahrzehnten wurde das Protein
Programmed Cell Death Protein 1 (PD-1) durch die Induktion eines
programmierten Zelltodes in bestimmten Zelllinien als wichtiger Mitspieler bei
der Aufrechterhaltung dieses Gleichgewichts beschrieben (Ishida et al. 1992).
Es handelt sich um ein Transmembranprotein der Immunglobulin-Superfamilie,
welches in der Telomer-Region des langen Arms des Chromosoms 2 kodiert ist
(Shinohara et al. 1994).

PD-1 wird auf der Zelloberflache von aktivierten T- und B-Zellen und
regulatorischen T-Zellen exprimiert und hemmt bei Interaktion mit seinem
Liganden, dem Programmed Cell Death Peotein 1 Ligand 1 (PD-L1), deren
Proliferation und damit deren immunologische Aktivitat (Freeman et al. 2000).
Dies hat im physiologischen Zustand zum Ziel, eine Uberschiel3ende
Immunantwort und autoimmune Aktivitat dieser Zellen zu unterbinden. Das
zugehorige Liganden-Protein PD-L1 wird uberwiegend von Zellen der
Makrophagen-Linie exprimiert (Dong et al. 2002; Gordon et al. 2017), die
zugehdrige mRNA-Transkription findet man jedoch ubiquitar in einer Vielzahl an
Geweben (Dong and Chen 2003).

1.2 PD-L1 in Tumoren, Therapieprinzip

Im gesunden Organismus werden entartete Zellen vom Immunsystem erkannt
und eliminiert (Schreiber, Old, and Smyth 2011). Die inadaquate Bekampfung
von Tumorzellen durch das Immunsystem unterliegt verschiedenen
Mechanismen, man spricht von ,immune escape” des Tumors. Hierbei spielt
das PD-1-Protein eine wichtige Rolle, denn auch eine Reihe von Tumoren
exprimieren PD-L1 auf der Oberflache ihrer Zellen und mildern so die
korpereigene Immunantwort, indem die Aktivitat der den Tumor infiltrierenden
T-Zellen geschwacht wird (Dong and Chen 2003; Dong et al. 2002). Beim PD-



L1/PD-1 System sind dabei vorwiegend CD8+-Zellen betroffen (Grundmann et
al. 2018). Diesen Mechanismus macht man sich beim Einsatz der
immunonkologisch wirksamen Checkpoint-Inhibitoren zunutze. Es handelt sich
um antikorperbasierte Medikamente, die gezielt die immunsuppressive
Lokalwirkung im unmittelbaren Tumor-Mikromilieu aufheben und somit die

gegen den Tumor gerichtete Immunantwort verstarken (Hofler et al. 2019).

Abb.1: Die schematische Prasentation des PD-L1-Mechanismus (Dongkui Song et al, Bladder
cancer, a unigue model to understand cancer immunity and develop immunotherapy
approaches, J Pathol 2019; 249: 151-165)



Prinzipiell gibt es dafur zwei verschiedene Moglichkeiten der Anwendung
(Abb.1): Es kdnnen einerseits monoklonale Antikorper direkt gegen den PD-1-
Rezeptor auf der Zelloberflache der Immunzellen des Patienten eingesetzt
werden. Zum anderen konnen die Antikdrper gegen das von den Tumorzellen
exprimierte PD-L1-Protein gerichtet sein, und auf diese Weise den Pathway,

der zur Down-Regulation der Immunzellen fuhrt, blockieren.

Aufgrund der jungsten Erfolge auf diesem Gebiet ist die Immunonkologie in den
letzten Jahren zu einem zunehmend relevanten Forschungsschwerpunkt
geworden. Ein Durchbruch stellte die Entwicklung der Checkpointinhibitoren mit
erfreulichen Ergebnissen hinsichtlich des Ansprechens und der Vertraglichkeit
der Behandlung dar. Im Jahr 2014 wurde das erste Medikament der
Substanzklasse der PD1-Inhibitoren, zunachst fur die Therapie des malignen
Melanoms zugelassen (Poole 2014). Inzwischen ist diese Therapieoption fur
eine Reihe von Tumorerkrankungen etablierter Standard, darunter auch das
Urothelkarzinom (U.S. Food and Drug Administration).

Welch hohen Stellenwert dieses Gebiet der Krebsbehandlung darstellt wird
auch durch die Vergabe des Nobelpreises fur Medizin im Jahre 2018
unterstrichen: Fir ihre Entdeckung der Tumortherapie durch Inhibition der
negativen Immunregulation wurden James P. Allison und Tasuku Honjo

ausgezeichnet (Guo 2018).

1.3 Das Urothelkarzinom und seine Sonderformen

Blasenkrebs gehort in Deutschland und weltweit zu den haufigsten malignen
Erkrankungen. Bei 70% der diagnostizierten Tumoren handelt es sich dabei um
nicht-muskelinvasive Formen, bei den Gbrigen 30% der Falle infiltriert der
Tumor die Blasenmuskulatur (Siegel, Miller, and Jemal 2019). Insgesamt
wurden in Deutschland im Jahr 2016 etwa 16.470 Neuerkrankungen eines
invasiven Harnblasenkarzinoms erfasst. Hauptsachlich waren davon Manner
betroffen, nur bei etwa einem Viertel der Erkrankten handelte es sich um
weibliche Patientinnen (Zentrum fur Krebsregisterdaten 2019a). Das mittlere
Erkrankungsalter lag bei Mannern bei 74 Jahren und bei Frauen bei 77 Jahren.

Bei den mannlichen Patienten war das Tumorstadium bei Diagnosestellung



gunstiger (36% Stadium | im Vergleich zu 24% Stadium | bei Frauen), was sich
in einem besseren relativen und absoluten Uberleben im Vergleich zu
weiblichen Blasenkrebs-Patienten widerspiegelt. Die absolute Uberlebensrate
stellt dar, welcher Anteil der Erkrankten nach einem bestimmten Zeitraum noch
am Leben sind. Im Gegensatz dazu ist die relative Uberlebensrate Ausdruck
der krebsbedingten Sterblichkeit, sie ist der Quotient aus der absoluten
Uberlebensrate der Tumorpatienten und dem Uberleben der
Allgemeinbevolkerung in diesem Alter und dieses Geschlechts (Zentrum fur
Krebsregisterdaten 2019b).

Die relevantesten Risikofaktoren fur die Entstehung eines Harnblasenkarzinoms
sind aktives und passives Tabakrauchen. Zudem ist die berufliche Exposition
mit aromatischen Aminen als Risikofaktor bekannt. Daruber hinaus erhohen
Luftverschmutzung sowie Arsen oder Chlor im Trinkwasser die
Erkrankungswahrscheinlichkeit fur Blasenkrebs. Auch verschiedene
Medikamente wie beispielsweise Chemotherapeutika sowie
Strahlenbehandlung im Beckenbereich sind mit einem erhohten Risiko an
einem Harnblasenkarzinom zu erkranken assoziiert (Zentrum fur
Krebsregisterdaten 2019a). AuRerdem steigt die Inzidenz fur diese
Krebserkrankung mit zunehmendem Lebensalter an. Auch die chronische
Entzindung der Harnblase im Rahmen einer Infektion mit dem Erreger
Schistosoma haematobium gilt als Risikofaktor fur die Erkrankung an einem
Plattenepithelkarzinom der Harnblase (Grundmann et al. 2018).

In Deutschland sowie im internationalen Vergleich mit anderen
mitteleuropaischen Staaten ist die Inzidenzrate bei Mannern fur Blasenkrebs
seit den spaten neunziger Jahren stabil, wahrend sie bei weiblichen Betroffenen
ansteigt .Gleichzeitig ist die Mortalitatsrate bei beiden Geschlechtern sinkend
(Antoni et al. 2017). Dieser Trend ist hauptsachlich auf den Ruckgang des
Tabakkonsums (Burger et al. 2013) sowie die Fortschritte in der onkologischen
Behandlung invasiver Harnblasenkarzinome zurtckzuflhren (Antoni et al.
2017).



Das Hauptsymptom fur das Vorliegen eines Blasenkarzinoms ist die
schmerzlose Hamaturie, welche bei 85% der Betroffenen auffallt. Man
unterscheidet zwischen makroskopischer und mikroskopischer Hamaturie,
wobei vor allem die makroskopische Hamaturie als Alarmsignal gilt: bei
zwischen 13 und 28% der Patienten mit Makrohamaturie liegt ein
Urothelkarzinom vor (Kirkali et al. 2005). Weitere auf ein Blasenkarzinom
hinweisend Symptome sind eine erhohte Miktionsfrequenz und -drang sowie

Dysurie.

Die Einteilung von Harnblasenkarzinomen erfolgt anhand der TNM-
Klassifikation maligner Tumoren der Union for International Cancer Control
(UICC). Dabei steht das T fur die Ausbreitung des Primartumors, welche mittels
klinischer Untersuchung, bildgebenden sowie endoskopischen Verfahren und
letztlich der Beurteilung von Biopsien ermittelt wird. Das N gibt Auskunft Uber
das Vorhandensein von regionaren Lymphknotenmetastasen, beim
Harnblasenkarzinom sind dabei die Lymphknotenstationen des kleinen Beckens
von Bedeutung (unterhalb der Abgange der Aa. lliacae communes). Das M in
der Klassifikation steht fur das Fehlen oder Vorhandensein von Fernmetastasen
des Tumors (Wittekind, International Union against Cancer, and Wiley-VCH
2020).

Tab. 1: TNM Kiassifikation, T - Primartumor (Wittekind, International Union
against Cancer, and Wiley-VCH 2020)

T Primartumor

X Primartumor kann nicht beurteilt werden

T0 Kein Anhalt fur Primartumor

Ta Nichtinvasives papillares Kazinom

Tis Carcinoma in situ

T Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe

T2 Tumor infiltriert Muskulatur
e T2a: Tumor infiltriert oberflachliche Muskulatur (innere Halfte)
e T2b: Tumor infiltriert tiefe Muskulatur (au3ere Halfte)

T3 Tumor infiltriert perivesikales Fettgewebe



e T3a: Mikroskopisch
e T3b: Makroskopisch
T4 Tumor infiltriert Prostata, Samenblasen, Uterus, Vagina, Becken- oder
Bauchwand
e T4a: Tumor infiltriert Prostata, Samenblase, Uterus, Vagina

e T4b: Tumor infiltriert Becken-/Bauchwand

Tab. 2: TNM-Klassifikation, N- regionare Lymphknoten (Wittekind, International
Union against Cancer, and Wiley-VCH 2020)

N Regionare Lymphknoten

NX Regionare Lymphknoten kdnnen nicht beurteilt werden

NO Keine regionaren Lymphknotenmetastasen

N1 Metastase(n) in solitarem Lymphknoten des kleinen Beckens
N2 Metastase(n) in multiplen Lymphknoten des kleinen Beckens

N3 Metastase(n) in Lymphknoten der Aa. lliacae communes

Tab. 3: TNM-Klassifikation, M- Fernmetastasen (Wittekind, International Union
against Cancer, and Wiley-VCH 2020)

M Fernmetastasen
MO Keine Fernmetastasen
M1a Metastasen in nicht-regionaren Lymphknoten

M1b Andere Fernmetastasen

Die standardmafige Behandlung von Blasenkrebs erfolgt in Abhangigkeit des
Tumorstadiums. In der Regel setzt sie sich zusammen aus der Entfernung des
Tumors durch transurethrale Resektion bzw. Teil- oder Komplettentfernung der
Harnblase (radikale Zystektomie) sowie vorausgehender (neoadjuvanter) oder
anschliel3ender (adjuvanter) lokaler oder systemischer Chemotherapie sowie
Bestrahlung. Als wichtigster Bestandteil der traditionellen systemischen
Chemotherapie wird den Patienten dabei das Alkylanz Cisplatin in Kombination

mit anderen zytostatisch wirksamen Medikamenten verabreicht (Ribben 2014).
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Dieser Therapieansatz gilt seit 30 Jahren als Goldstandard in der Therapie des
Blasenkarzinoms (Bellmunt, Powles, and Vogelzang 2017), es hat sich jedoch
gezeigt, dass etwa 30-50% der Patienten aufgrund von Komorbiditaten wie zum
Beispiel einer eingeschrankter Nierenfunktion oder einer peripheren
Neuropathie ungeeignet fur eine Cisplatin-basierte Therapie sind (Galsky et al.
2011). Zudem ist diese Form der Chemotherapie mit erheblicher Toxizitat und
dementsprechend schweren Nebenwirkungen wie Neutropenie,
Thrombozytopenie und Anamie verbunden (Necchi, Pond, et al. 2017), eine
andauernde Remission der Erkrankung ist unter dieser Behandlung dagegen
selten (John J. Coen 2019; De Santis et al. 2012). Als Konsequenz wurde in
den letzten Jahren vermehrt nach alternativen Behandlungsmethoden gesucht,
die zum einen gut vertraglich und zum anderen auf ein breiteres

Patientenspektrum anwendbar sind.

Histomorphologisch handelt es sich bei diagnostizierten Harnblasenkarzinomen
im Grof3teil (94%) um Urothelkarzinome (Kraywinkel, Fiebig, and Schulz 2018),
die entarteten Zellen gehen also vom spezialisierten Oberflachenepithel der
Blase und der ableitenden Harnwege aus. Neben reinen Urothelkarzinomen
unterscheidet man morphologisch eine Reihe von Tumoren mit abweichenden
Differenzierungsmustern. So fuhrt die WHO zahlreiche eigene
Krankheitsidentitaten als Sonderformen von Blasenkrebs: das
Harnblasenkarzinom mit plattenepithelialer, glandularer, trophoblastischer,
mikrozystischer, mikropapillarer, plasmozytoider, gro3zelliger,
Lymphoepitheliom-artiger, lipid-rich, klarzelliger und sarkomatoider
Differenzierung sowie die nested Variante des Urothelkarzinoms. Daruber
hinaus werden nicht-urotheliale Tumoren der Blase erfasst: Neuroendokrine
Tumoren, Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome, Urachus-Karzinome
sowie melanozytische und mesenchyale Tumoren
(Weltgesundheitsorganisation Working Group on Tumours of the Urinary
System and Male Genital Organs et al. 2016). Dabei liegt der Anteil von
Plattenepithelkarzinomen sowie von Adenokarzinomen je bei etwa 1%, wobei
der Anteil dieser Sonderformen bei weiblichen Patienten erhoht ist (Kraywinkel,
Fiebig, and Schulz 2018).
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Insgesamt geht man heute davon aus, dass in bis zu einem Drittel der
muskelinvasiven Blasenkarzinomen eine komplette oder teilweise divergente
histologische Morphologie vorliegt (Linder et al. 2013). Es wurde gezeigt, dass
diese Sonderformen von Blasenkrebs mit einer hoheren Rate lokal
fortgeschrittener Krankheitsstadien im Vergleich zum konventionellen
Urothelkarzinom assoziiert sind (Linder et al. 2013), und somit moglicherweise

mit einer schlechteren Prognose einhergehen (Kirkali et al. 2005).

1.4 PD-L1 und Blasenkrebs

Atezolizumab Durvalumab Avelumab Nivolumab Pembrolizumab
May 2016, pre-treated AMUC ~ May 2017, pre-treated Mar 2017, metastatic  December 2014, advanced September 2014, advanced
(bladder cancer) advanced/metastatic Merkel cell melanoma melanoma
(bladder cancer) carcinoma
October 2016, metastatic February 2018, May 2017, AMUC May 2015, lung cancer October 2015,
NSCLC cancer unresectable Stage IlI (bladder cancer) advanced/metastatic NSCLC
NSCLC cancer cancer

November 2015, metastatic August 2016, recurrent/
renal cell carcinoma metastatic head and neck
squamous carcinoma

May 2016, Hodgkin lymphoma October 2016, first line
treatment of metastatic

NSCLC

November 2016, head and March 2017, classical Hodgkin
neck cancer lymphoma

February 2017, pre-treated P
AMUC (bladder cancer)

August 2017, metastatic May 2017, any solid cancer
colorectal cancer with MSI with MSI or MMR
or MMR deficiency deficiency

September 2017, pre-treated ~ September 2017, pre-treated
hepatocellular carcinoma advanced/metastatic

gastric, gastroesophageal
cancer
August 2018, pre-treated June 2018, pre-treated
SCLC advanced/metastatic
cervical cancer
June 2018, pre-treated PMBCL

Information obtained through https://www.drugs.com/history/ [Accessed 20 November 2018]. Only the first FDA approval for a non-bladder cancer was included in the

table.
AMUC, advanced/metastatic urothelial carcinoma; MMR, mismatch repair; MSI, microsatellite instability; NSCLC, non-small cell lung cancer; PMBCL, primary

mediastinal large B-cell lymphoma.

Abb.2: Darstellung der fiir das Urothelkarzinom von der FDA zugelassenen Medikamente
(Dongkui Song et al, Bladder cancer, a unique model to understand cancer immunity and

develop immunotherapy approaches, J Pathol 2019; 249: 151-165)

Derzeit sind von der Zulassungsbehorde U.S. Food and Drug Administration
(FDA) fur das Urothelkarzinom verschiedene immunonkologische
Behandlungen mit Checkpointinhibitoren zugelassen. Als Erstlinientherapie fur

Patienten, die fur eine Cisplatin-basierte Chemotherapie nicht in Frage
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kommen, stehen die monoklonalen Antikorper Pembrolizumab und
Atezolizumab zur Verfugung (Suzman et al. 2019). Diese werden den Patienten
in Form von intravendsen Kurzinfusionen verabreicht. Bei Pembrolizumab
handelt es sich um einen Anti-PD1-Antikorper, wahrend Atezolizumab als Anti-
PD-L1-Antikorper wirkt. Zudem konnen Patienten mit Urothelkarzinom in der
Zweitlinientherapie mit obenstehenden Antikdrpern oder alternativ mit
Nivolumab (Anti-PD1-Antikorper), Durvalumab (Anti-PD-L1-Antikorper) oder
Avelumab (Anti-PD-L1-Antikorper) behandelt werden.

Grundlage fur die im Frahjahr des Jahres 2017 erfolgte beschleunigte
Zulassung der Erstlinienmedikamente waren die Ergebnisse hinsichtlich
Effizienz und Sicherheit der einarmigen Phase || Studien KEYNOTE-052 (Balar,
Castellano, et al. 2017) fur Pembrolizumab und IMvigor210 (Necchi, Joseph, et
al. 2017) fur Atezolizumab. In beiden Studien wurden Patienten ungeachtet der
PD-L1-Expression des Tumors behandelt und es zeigte sich eine allgemeine
Ansprechrate (engl. Objective response rate = ORR) von 28,6% (95%
Konfidenzintervall: 24,1% - 33,5%) fur Pembrolizumab und eine ORR von
23,5% (95% Konfidenzintervall: 16,2% - 32,2%) fur Atezolizumab. Das Profil der
unerwunschten Arzneimittelwirkungen der beiden getesteten Medikamente war
ahnlich und immunvermittelte unerwinschte Ereignisse traten in etwa 10-20%

der Falle auf (Suzman et al. 2019).

Zum Zeitpunkt der Verfassung dieser Dissertation existieren zwei den
Medikamenten entsprechende fortlaufende randomisierte Phase Il Studien:
KEYNOTE-361 (ClinicalTrials.gov Identifikationsnummer NCT02853305) fur
Pembrolizumab und IMvigor130 (ClinicalTrials.gov Identifikationsnummer
NCT02807636) fur Atezolizumab, in denen der Nutzen der Arzneimittel weiter
ermittelt werden soll. In den angefuhrten Studien wurden nur solche Patienten
aufgenommen, bei denen das Tumorgewebe einen gewissen Grenzwert der
PD-L1-Expression Uberschritten, da sich fur Patienten mit negativem PD-L1-
Status eine verminderte ORR ergeben hat (Suzman et al. 2019). Eine weitere
Voraussetzung fur die Anwendung dieser Arzneimittel ist neben der
Kontraindikation fur eine Chemotherapie mit Cisplatin demzufolge die Testung
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des Tumorgewebes oder der den Tumor infiltrierenden Immunzellen auf die

Expression von PD-L1.

Inzwischen kommen immunonkologische Therapien beim Blasenkarzinom
sowohl im frGhen Krankheitsgeschehen als auch bei fortgeschrittenen
Krebsstadien zur breiten Anwendung (Song et al. 2019). Dabei konnte die
Uberlegenheit der PD-1-Inhibitoren gegenliber der konventionellen Cisplatin-
basierten Chemotherapie hinsichtlich des Therapieansprechen und der Toxizitat
belegt werden (Powles et al. 2018).

1.5 PD-L1 in der histopathologischen Diagnostik

Wie oben ausgefuhrt beinhalten die Einschlusskriterien der Teilnahme an den
laufenden Medikamentenstudien das Vorliegen der PD-L1-Expression des
Tumorgewebes. Fur die Anwendung der checkpointinhibitorischen Erstlinien-
Arzneimittel ist eine vorausgehende immunhistochemische Testung des
Tumors daher obligatorisch, die FDA spricht von einer ,compagnion diagnostic”.
Diese Testung des Tumorgewebes erfolgt immunhistochemisch unter
Verwendung monoklonaler Antikorper und ist zum heutigen Stand bei
verschiedenen Tumorerkrankungen fester Bestandteil der histopathologischen
Routinediagnostik, so auch im Falle des Urothelkarzinoms. Hier wird inzwischen
sogar empfohlen, alle vorliegenden Biopsiematerialen von Blasenkrebs
standardmalig in Form einer Reflexdiagnostik auf PD-L1 zu untersuchen.
Dabei ist zu beachten, dass man bei der Durchfuhrung dieser obligatorischen
IHC-Diagnostik in Europa — anders als in den USA — nicht an der die Auswahl

eines spezifischen Antikorpers gebunden ist (Schildhaus 2018).

Als Folge dessen ist die standardisierte Durchfuhrung und Auswertung der PD-
L1-Diagnostik von Urothelkarzinomen in den letzten Jahren zunehmend
Bestandteil des pathologischen Diagnostik-Alltags geworden. Es existieren eine
Reihe spezifischer Auswertealgorithmen, welche sich bezuglich der
Tumorentitat sowie des einzusetzenden Medikaments in ihrer Handhabung und
Interpretation grundlegend unterscheiden. Durch die Zunahme der Zulassungen
verschiedener Arzneimittel unterliegt diese Form der Diagnostik einer rasanten

Dynamik und erfordert eine standige Anpassung des diagnostischen Standards.
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Der PD-L1-Status eines Tumors liefert idealerweise relevante Hinweise Uber die
Wahrscheinlichkeit eines Therapieerfolges mit Checkpoint-Inhibitoren. Es wurde
gezeigt, dass eine hohe Zahl an PD-L1 exprimierenden Zellen in einem Tumor
ein negativer prognostischer Faktor darstellt, so auch fur das Urothelkarzinom
(Wu et al. 2015). Auf Grundlage dieses diagnostischen Werkzeuges wird also
die Behandlungsentscheidung getroffen, was letztendlich direkte Auswirkung
auf den Therapieverlauf, die Lebensqualitat und nicht zuletzt den weiteren
Krankheitsverlauf und -ausgang fur den Erkrankten hat.

Folglich ist es erforderlich, an die Qualitat und Performance der bei der PD-L1-
Immunhistochemie eingesetzten Antikorper hochste Anforderungen zu stellen.
Dies ist umso wichtiger, da es zum heutigen Stand keine technische Alternative
zur Immunhistochemie mit dem Ziel der Verifizierung des Ergebnisses gibt
(Schildhaus 2018). Sowohl bei der Praanalytik im Rahmen der Gewebeauswahl
und -aufarbeitung, bei der Auswahl von Antikorpern und Farbeprotokoll als auch
bei der Anwendung der Auswertealgorithmen sind vorgegebene Standards
einzuhalten und diese durch eine fortlaufende Qualitatskontrolle sicherzustellen.

1.6 Fragestellung

Bei den klinischen Studien zur Zulassung der heute zur Behandlung des
Urothelkarzinoms verfugbaren immunonkologischen Medikamente stellt das
Vorliegen einer heterologen Histomorphologie ein Exklusionskriterium dar
(Balar, Castellano, et al. 2017; Necchi, Joseph, et al. 2017; Sharma et al. 2017).
Es wird aufgrund dessen ausdricklich darauf hingewiesen, dass die Testung
bei diesen Sonderformen von Blasenkrebs nicht erforderlich ist, da die
Zulassung oben genannter Medikamente diese Tumorentitaten nicht beinhaltet
(Schildhaus 2018).

Die Datenlage zur Expression von PD-L1 bei Blasenkrebs mit heterologer oder
ausschlieRlich non-urothelialer Histomorphologie war zunachst von geringem
Umfang (Pichler et al. 2017; Faraj et al. 2015; Reis et al. 2019; Tretiakova et al.
2018). In den letzten Jahren erlangte diese Fragestellung zunehmende
Beachtung, der Erkenntnisstand wurde jungst in einem Review von Compérat
et al. beleuchtet (Comperat et al. 2021). Der Einsatz von Checkpointihibitoren
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bei herkdmmlichem Blasenkrebs ist unterdessen bereits therapeutischer
Standard geworden und von gutem Ansprechen und Vertraglichkeit
gekennzeichnet (Powles et al. 2018). Es bleibt derzeit trotz des wachsenden
Erkenntnisgewinns auf diesem Gebiet nach wie vor offen, in welchem Ausmalf}
auch Sonderformen des Urothelkarzinoms das PD-L1 Protein exprimieren und
somit davon betroffene Patienten potentiell von einer Therapie mit
Checkpointinhibitoren profitieren kdnnten. Dies haben wir wie im Folgenden

dargestellt untersucht.
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2 Material und Methoden

2.1 Erstellung der Studienkollektive

Retrospektiv wurden aus der Patienten-Datenbank des Universitatsklinikums
Tabingen (UKT) zwei getrennte Studienkohorten mit Blasenkrebs-Patienten
erstellt. FUr beide Kollektive wurden nur Falle mit einem invasiven
Tumorprozess (T1-T4) eingeschlossen, nicht-invasive (in-situ) Komponenten
jedoch exkludiert. Die Proben wurden operativ entweder durch TURB oder
Zystektomie in der urologischen Abteilung des Klinikums vor Ort gewonnen. Mit
Immun- oder Radiotherapie vorbehandelte Patienten wurden in der
Kollektiverstellung nicht berucksichtigt.

Fir das Sonderformen-Kollektiv wurden 43 Falle aus den Jahren 2007 bis 2019
mit teilweiser, pradominanter oder reiner Ausbildung einer vom normalen
Urothelkarzinom abweichender Morphologie ausgewahlt. Konkret beinhaltete
die Suche Blasenkrebsfalle mit plattenepithelialer, sarkomatoider,
plasmozytoider, mikropapillarer, neuroendokriner und klarzelliger
Differenzierung sowie Adeno- und Urachuskarzinome und Karzinome vom lipid-
rich type.

Parallel dazu wurde ein 28 Falle umfassendes Vergleichskollektiv von
Karzinomen mit herkdmmlicher urothelialer Morphologie aus den Jahren 2014
bis 2018 erstellt. Es wurden lediglich Falle eingeschlossen, die diagnostisch
eine ,high-grade” (G2/G3) Differenzierung aufwiesen.

Die Patienten wurde pseudoanonymisiert und gemeinsam mit Geschlecht,
Erkrankungsalter und Tumor-Staging (nach TNM) erfasst. Pro Fall wurden
anhand der bereits vorliegenden HE-Schnitte ein bis zwei reprasentative
Tumorareale ausgewahlt. AnschlieRend wurde das primare Tumormaterial dem
Blockarchiv des Pathologischen Instituts des UKT entnommen.

Die Prufung und Bewilligung der Studie erfolgte durch die Ethikkommission des
UKT unter der Prifnummer 157/2019 B02.

17



2.2 Immunhistochemie

2.2.1 Vorbereitung der Schnitte

Das Tumorgewebe lag in Form von Paraffinblocken vor, welche im Archiv des
Instituts nach der ausreichenden Fixierung in einer 4%igen Formaldehyd-
Lésung sachgerecht gelagert worden waren. Von den paraffinierten
Gewebeproben wurden je drei 2,5 Mikrometer dicke Schnittpraparate auf
TOMO Objekttragern angefertigt fur die anschlielfende immunhistochemische

Farbung.

2.2.2 Funktionsweise der Inmunhistochemie

Das Prinzip der Immunhistochemie basiert auf der Sichtbarmachung von
zellularen Strukturen eines Gewebes auf Proteinebene. Hierfur werden
spezielle monoklonale Antikdrper auf das dunn geschnittene Tumormaterial
aufgebracht, welche an die fur sie spezifischen Antigen-Strukturen binden. In
einem zweiten Schritt werden die gebundenen Antikorper mit Hilfe von
Farbpartikeln auf dem Gewebeschnitt sichtbar gemacht.

2.2.3 Auswahl und Charakteristika der Antikorper

Es wurden drei verschiedene Primarantikdrper von unterschiedlichen
Herstellern verwendet, welche jeweils spezifisch fur das PD-1 beziehungsweise
PD-L1 Protein sind und zu dessen in-vitro-Darstellung auf dem Tumorgewebe
routinemafig eingesetzt werden. Dabei handelt es sich bedingt durch die
Lokalisation der Zielstruktur um eine extrazellulare, membranare Farbung. Im
Vorfeld hat eine der Qualitatskontrolle dienende Validierung aller Antikorper
durch das fur die Farbung zustandige Labor des Institutes fur Pathologie des
UKT stattgefunden. Die Charakteristika der verschiedenen Antikorper sind

Tab.4 sowie den Produktinformationen im Anhang zu entnehmen.

2.2.3.1 SP142 (Roche)

Beim VENTANA SP142 (PD-L1) Assay handelt es sich um einen monoklonalen
primaren Anti-PD-L1-Kaninchen Antikdrper. Der Assay wurde 2018 vom
Hersteller entwickelt, um die Indikation zur Behandlung mit TECENTRIQ
(Atezolizumab) (Nordic Immunohistochemistry Quality Control 2019) zu stellen.
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Er ist fur die Bestimmung der Expression von PD-L1 beim nicht-kleinzelligen
Lungenkarzinom sowie fur Urothelkarzinome bestimmt. Konzeptionell ist dieser
Antikorper fur die Detektion und Quantifizierung der tumorassoziierten
Immunzellen vorgesehen und nicht fur die Anwendung an Epithelzellen

konstruiert.

2.2.3.2 28-8 (abcam)

Beim monoklonalen Kaninchen-Antikorper gegen PD-L1 der Firma abcam
handelt es sich um einen Antikorper des Isotyps IgG. Dieser Antikorper eignet
sich zur Darstellung der PD-L1 Expression sowohl bei tumorassoziierten

Immunzellen als auch bei Tumorepithelien.

2.2.3.3 22C3 (dako)

Der Antikorper 22C3 von dako ist ein monoklonaler Maus-Antikorper mit
spezifischer Bindung an die extrazellulare Doméane von PD-1 an der
Zelloberflache von normalem und neoplastischem Gewebe. Er ist fur den
Einsatz bei diagnostizierten Urothelkarzinomen zur Identifizierung von Patienten
fur die Behandlung mit KEYTRUDA (Pembrolizumab) (Nordic
Immunohistochemistry Quality Control 2019) entwickelt worden. Auch bei
diesem Antikorper kommt die PD-L1-Expression von Immunzellen sowie von

Tumorepithelien zur Darstellung.

Tab. 4: Charakteristika der verwendeten Antikdrper

Klon 28-8 22C3 SP142
(abcam) (dako) (Ventana)
Beschreibung Kaninchen Maus Kaninchen
monoklonal monoklonal monoklonal
Bestellnummer Ab205921 M3653 741-4860
Verdiinnung 1:100 1:50 Ready to use kit
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2.2.4 Durchfiihrung der Farbung

Fur die immunhistochemische Farbung wurden die Praparate zuerst mit EDTA-
Puffer CC1 Standard vorbehandelt. Bei den Antikorpern 28-8 und 22C3 wurden
die Antikorper manuell mit Cytomed Antibody Diluent gemaf der Empfehlung
des entsprechenden Herstellers verdunnt in einem Verhaltnis von 1:50 im Fall
von 28-8 beziehungsweise 1:100 in Fall von 22C3 und anschlielend handisch
auf die vorbehandelten Schnitte aufpipettiert. Fir den Antikdrper SP142 wurde
der vom Hersteller bereitgestellte fertige Antikorper-Kit verwendet. Die Farbung
wurde vollautomatisch mit einem Benchmark XT Farbeautomaten (Ventana
Medical Systems Inc., Tucson, AZ, USA) fur die Antikorper 28-8 und 22C3
sowie mit einem BenchMark ULTRA Farbeautomaten (Ventana Medical
Systems Inc., Tucson, AZ, USA) fur den Antikdrper SP142 gemal} den
Vorgaben des Herstellers durchgefuhrt. In beiden Fallen diente als
Detektionssystem das OptiView DAB Detection Kit von Roche (Mannheim,
Deutschland). Als Gegenfarbung wurde Hamatoxylin und Bluing verwendet. In
jedem Farbedurchgang wurde als on-slide-Positivkontrolle unauffalliges
Tonsillengewebe in den Farbeprozess integriert. Im Anschluss an die Farbung
wurden die Schnitte zuerst mit handelsublichem Spulmittel und Wasser
gereinigt und anschlie3end in einer aufsteigenden Alkoholreihe (70%, 80%,
95%, 100% fur je 1 Minute) entwassert. Zum Schluss wurden die Praparate mit
Cytoseal XYL versiegelt und mit Menzel Cover Slips Deckglasern bedeckt.

2.3 Auswertung

Die Auswertung der Falle beider Kollektive anhand der gefarbten
Schnittpraparate erfolgte lichtmikroskopisch in Anwesenheit eines erfahrenen
und speziell fur die PD-L1-Bewertung geschulten und mit dessen
Routinediagnostik vertrauten Pathologen. Die Diagnostik erfolgte in den
Vergrofderungen 1:100 und 1:200.

2.3.1 Anwendung von Scores
Um die immunhistochemischen Ergebnisse zu quantifizieren und damit
vergleichbar zu machen, bediente man sich zweier fur das Urothelkarzinom

international etablierter Auswertungssysteme, da die Zulassungsstudien von
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Pembrolizumab und Atezolizumab unterschiedliche immunhistochemische

Nachweismethoden voraussetzen.

In der vorliegenden Studie wurde zum einen der Combined positivity score
(CPS) als auch der Immune cell score (IC score) fur jeden der Falle in beiden
Kollektiven ermittelt. Beide Scoring-Systeme haben zum Ziel, den prozentualen
Anteil immunhistochemisch gefarbter Zellen in Relation zur Tumorzellpopulation
darzustellen. Dabei ist die Farbeintensitat nicht von Bedeutung, schwach
gefarbte Zellen werden ebenso berucksichtigt wie Zellen mit einer starkeren
Farbung. Um eine reprasentative Aussage machen zu kdnnen, ist darauf zu
achten, dass mindestens 50 bis 100 vitale Tumorzellen im verwendeten
Gewebeabschnitt enthalten sind. Es wird stets die Gesamtheit der

Zellpopulation eines Praparats in die Erhebung des Score-Werts einbezogen.

Die klinische Relevanz ergibt sich aus den fur die Scores unterschiedlichen
definierten Cut-off-Werten: Liegt der Wert der PD-L1 Expression uber dem Cut-
off, so besteht die Therapieoption mit dem zugehorigen Checkpoint-Inhibitor.

2.3.1.1 Combined positive score (CPS) - Pembrolizumab Medikation

Bei diesem Auswertesystem werden sowohl Tumorzellen als auch Immunzellen
berucksichtigt und die Gesamtheit beider Zellreihen auf die Totalitat der
Tumorzellen bezogen. Der dimensionslose Maximalwert ist dabei auf 100
beschrankt. Es werden nur diejenigen Tumorzellen berucksichtigt, die eine
lineare membranare Farbung aufweisen, auRerdem werden auch nicht-invasive
Tumoranteile in die Berechnung eingeschlossen. Fur die Immunzellen des
Tumorgewebes und des tumorassoziierten Stromas gilt, dass eine membranare
und zytoplasmatische Farbung bei Lymphozyten, Makrophagen und
dendritischen Zellen bertcksichtigt wird, Granulozyten und Plasmazellen jedoch
von der Bewertung ausgeschlossen sind. Es werden zudem nur Immunzellen
mitgerechnet, welche sich in einem Radius des 20x-Objektiv unmittelbar um die
invasive Tumorkomponente befinden. Gefarbte nekrotische Zellareale oder
TURB-Granulom-assoziierte Zellen sowie sonstige Stromazellen werden nicht

berucksichtigt.
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Der kritische Cut-off fur Urothelkarzinome liegt bei einem Quotienten von >10

fur den Einsatz von Pembrolizumab in der Erstlinientherapie.

Veranschaulichende Formel: CpS§ = (g¢fdrbte TC+gefarbte MI€)x100

Tumorzellen

2.3.1.2 Immunzellscore (IC score) — Atezolizumab Medikation

Bei diesem Algorithmus werden lediglich die PD-L1 Expression der
Immunzellen einbezogen, nicht jedoch die Farbung der Tumorzellen. Es wird
jegliche Farbung von Lymphozyten, Makrophagen, dendritischen Zellen und
Granulozyten in die Bewertung einbezogen, Plasmazellen hingegen werden
nicht gewertet. Es wird das gesamte Tumorareal sowie das assoziierte Stroma
betrachtet, in Blutgefalien befindliche Immunzellen allerdings werden nicht in
die Berechnung integriert. Anschlie3end wird der prozentuale Anteil positiver
Immunzellen auf die Gesamtheit der Tumorflache bezogen und ein Score-Wert
von 0 bis 3 gemal nachfolgender Regel vergeben:

- 1C0:<1%

- IC1:>21% und < 5%
- 1C2: >25% und <10%
- 1IC3:>210%

Fur Urothelkarzinome liegt der Cut-Off-Wert bei 5%, entsprechend einem IC>2.
fur den Einsatz von Atezolizumab in der Erstlinientherapie.

gefarbte IC

Tumorfliche

Veranschaulichende Formel: IC score =

2.3.2 Statistik
Alle statistischen Daten wurden mithilfe der SPSS Version 25 Software (IBM
Corporation) erhoben.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakteristika der Studienkollektive

Tab. 5: Geschlechterverteilung und Alter bei Diagnosestellung

Alter in Jahren  Geschlecht N Minimum Maximum Durchschnitt

Subtypen Mannlich 31(72%) | 42 88 68,29
Weiblich 12 (28%) | 41 94 71,33

Urothel-Karzinom | Mannlich 25 (89%) |44 90 73,16
Weiblich 3 (11%) 69 92 80,00

Das Sonderformenkollektiv umfasste 43 Falle (n=31 mannlich; n=12 weiblich)
mit einem durchschnittlichen Erkrankungsalter von 69 Jahren (Minimum 41 bis
Maximum 94 Jahre; siehe Tab.5). Die Probengewinnung erfolgte bei 31 Fallen
durch Zystektomie, die ubrigen 12 Falle wurden durch TURB gewonnen.

Die Vergleichskohorte bestand aus 28 Fallen (n=25 mannlich; n=3 weiblich) von
Patienten mit herkdommlichen Urothelkarzinomen und das durchschnittliche
Erkrankungsalter lag bei 74 Jahren (Minimum 44 bis Maximum 92 Jahre; siehe
Tab.5). In diesem Kollektiv wurde das Gewebe in 9 der Falle mittels

Zystektomie und bei 19 weiteren durch TURB gewonnen.

Das Tumor-Staging ist Tab.6 und Tab.7 zu entnehmen.
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Tab. 6: Tumorstaging der Patientenkohorte - Sonderformen

Sonderformen N %

ménnlich | TURB 9 29,0
pT2 2 6,5
pT3 9 29,0
pT4 11 35,5
total 31 100,0

Weiblich | TURB 3 25,0
pT3 5 41,7
pT4 4 33,3
total 12 100,0

Tab. 7: Tumorstaging der Patientenkohorte - Urothel-Karzinom

Urothel-Karzinom N %
ménnlich | TURB 17 68,0
pT1 3 12,0
pT2 2 8,0
pT3 2 8,0
pT4 1 4,0
total 25 100,0
weiblich | TURB 2 66,7
pT4 1 33,3
total 3 100,0

Die Falle des Sonderformenkollektivs wurden nach den verschiedenen
Tumorentitaten sortiert. Es waren insgesamt 6 sarkomatoide, 10 mikropapillare,
5 neuroendokrine, 14 plattenepithelale und 4 plasmozytoide Karzinome
enthalten, sowie je ein Fall eines klarzelligen Karzinoms, eines Urachus-
Karzinoms, eines muzindsen Adenokarzinoms und eines Karzinoms vom lipid

rich type (siehe Tab.8).
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Tab. 8: Anteil der im Kollektiv enthaltenen Sonderform-Typen

Sonderform N (total 43)
Sarkomatoid 6 (14%)
Mikropapillar 10 (23%)
Neuroendokrin 5 (12%)
Plattenepithelial 14 (33%)
Plasmozytoid 4 (9%)
Klarzellig 1
Urachus-Karzinom 1

Muzinoses Adenokarzinom 1

Lipid rich type 1

3.2 Ergebnisse der Auswertung der Inmunhistochemie
Ein Fall wurde dann als positiv gewertet, wenn er bei mindestens einem der drei
Antikorper bei mindestens einem der beiden Auswertesysteme Uber dem

festgelegten Cut-off-Wert (CPS>10 beziehungsweise IC score>5%) lag.

Beim Sonderformenkollektiv wurden 19 (44%) der Falle PD-L1 positiv befundet,
beim Vergleichskollektiv der Urothelkarzinome waren 10 Falle (36%) mit einem
positiven Reaktionsprodukt.

Tab. 9: Absoluter und prozentualer Wert der PD-L1 positiven Falle beider
Gesamt-Kollektive

Sonderformen Urothel-Karzinom
Positiv | 19 (44%) 10 (36%)
Negativ | 24 (56%) 18 (64%)
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AnschlielRend wurde das Kollektiv der Sonderformen auf die Positivitatsrate der

unterschiedlichen Subtypen untersucht. Es reagierten 3 der insgesamt 6

sarkomatoiden Tumoren positiv (50%), 2 der 10 mikropapillaren (20%), 2 der 5

neuroendokrinen (40%) und 9 der 14 plattenepithelalen Karzinome (64%).

Ferner zeigten 2 der 4 plasmozytoiden Tumoren ein positives Reaktionsprodukt

(50%), je ein Fall eines klarzelligen Karzinoms, eines Urachuskarzinoms und

eines Adenokarzinoms fielen negativ aus. Der Fall des lipid rich Karzinoms
wurde positiv befundet (100%).

Tab. 10: Einzelergebnisse des Sonderformkollektivs bezogen auf die Subtypen

negativ Positiv (score range) % (+)

Sarkomatoid (6) | 3 3 (CPS 10-60; IC 8%-20%) 50

Mikropapillar (10) | 8 2 (CPS 10-30; IC 5%-15%) 20

Neuroendokrin (5) | 3 2 (CPS 10-20; IC 5%-20%) 40

Plattenepithelial (14) | 5 9 (CPS 10-100; IC 5%-30%) 64

Plasmozytoid (4) | 2 2 (CPS 10-12; IC 5%-7%) 50
Klarzellig | 1 0 0
Urachus-Karzinom | 1 0 0
Adeno-Karzinom | 1 0 0

Lipid rich | O 1 100
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3.2.1 Beispiele positiver Sonderformen
PD-L1 positive Reaktionsprodukte werden auf den folgenden Seiten beispielhaft
an Bildern eines Plattenepithelkarzinoms und eines sarkomatoiden Karzinoms

dargestellt.
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Beispiel eines positiven Plattenepithel-Karzinoms, mannlich, 73 Jahre

22C3 dako, 100x (CPS 100; IC 0%) SP142 Ventana, 100x (CPS 100; IC 0%)
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Beispiel eines positiven sarkomatoiden Karzinoms, mannlich, 71 Jahre

22C3 dako, 100x (CPS 60; IC 1%) SP142 Ventana, 100x (CPS 50; IC 20%)
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3.2.2 Performance der Antikorper, diskordante Falle

Innerhalb des Sonderformenkollektivs ergaben bei einzelnen Fallen die
Scoring-Ergebnisse je nach eingesetztem Antikorper unterschiedliche
Ergebnisse. Bei einem Fall eines Plattenepithel-Karzinoms wurde die Farbung
mit dem Klon 28-8 (IC 10%) sowie dem Klon 22C3 (IC 5%) positiv bewertet,
wahrend bei der Auswertung der Farbung mit SP142 die erzielten Score-Werte
unter dem Cut-off blieben. Auch bei einem Tumor mit sarkomatoider
Differenzierung erreichten die Farbungen mit 28-8 (CPS 12, IC 10%) und 22C3
(CPS 10, IC 8%) positive Werte, nicht jedoch die Farbung mit dem Klon SP142.
Im Falle eines mikropapillaren Karzinoms Uberschritt lediglich die Bewertung
des Schnittes, der mit 28-8 gefarbt worden war den Cut-off-Wert (CPS10).

Tab. 11: Score-Werte der drei diskordanten Falle je Antikorper; rot markiert sind

die Score-Werte Uber dem Cut-off

Diskordante Falle Plattenepithel Sarkomatoid  Mikropapilldar

28-8 (abcam) | CPS 8 CPS 12 CPS 10
IC 10% IC 10% IC 0%
22C3 (dako) | CPS 5 CPS 10 CPS 5
IC 5% IC 8% IC 0%
SP142 (Roche) | CPS 1 CPS 4 CPS 1
IC 3% IC 4% IC 4%

Im Folgenden sind diese drei Falle des Sonderformenkollektivs bildhaft
dargestellt. Es sei darauf hingewiesen, dass es sich bei den gewahlten Bildern
um reprasentative Gewebsabschnitte handelt und diese nicht die Gesamtheit

des Tumorgewebes, welches fur das Scoring herangezogen wurde, darstellt.
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Diskordanter Fall - Plattenepithelial, mannlich, 79 Jahre

22C3 dako, 100x (CPS 5; IC 5%) SP142 Ventana, 100x (CPS 1; IC 3%)
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Diskordanter Fall - Sarkomatoid, mannlich, 77 Jahre

22C3 dako, 100x (CPS 10; IC 8%) SP142 Ventana, 100x (CPS 1; IC 4%)
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Diskordanter Fall - Mikropapillar, mannlich, 56 Jahre
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3.2.3 Sonderfall: Plattenepithelkarzinom mit Urothelkarzinom-Anteil

Bei einem der Falle der Plattenepithelkarzinome aus dem
Sonderformenkollektiv bestand parallel zu der plattenepithelalen Komponente
ein Areal mit urothelialer Tumordifferenzierung. Dabei erreichte der
plattenepitheliale Anteil in allen drei AntikOrpern positive Score-Werte (CPS 60,
IC 30 bei abcam; CPS 20, IC 10 bei dako; CPS 15, IC 20 bei Roche), wahrend
die urotheliale Tumorkomponente als negativ bewertet wurde. Auf den
folgenden Seiten sollen Bilder der HE-Farbung und der verschiedenen
Antikorperfarbungen, auf denen jeweils beide Tumorkomponenten abgebildet

sind, dies veranschaulichen.
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Sonderfall: Plattenepithel-Ca mit urothelialem Anteil, mannlich, 75 Jahre

28-8 abcam, 50x (CPS 60; IC 30%)
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Sonderfall: Plattenepithel-Ca mit urothelialem Anteil, mannlich, 75 Jahre

SP142 Ventana, 50x (CPS 15; IC 20%)
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3.2.4 Beispielfille mit nicht-reaktiven Immuninfiltraten

In einigen Fallen des Sonderformen-Kollektivs war HE-morphologisch ein
dichtes gemischtzelliges Immuninfiltrat auffallend. Wider Erwarten zeigten diese
Immunzellen aber in den immunhistochemischen Farbungen keine Positivitat
fur PD-L1 (einheitlich negatives Ergebnis zwischen den Antikorpern). Die
Diskrepanz dieser Beobachtungen soll im Folgenden demonstriert werden.
Dazu werden drei Falle als Beispiel bildhaft dargestellt: ein plattenepithelial
differenziertes Urachus-Karzinom sowie zwei Karzinome mit plasmozytoider
Differenzierung. Es sei auch hier darauf hingewiesen, dass die Bildausschnitte
der Veranschaulichung dienen und reprasentativ fur die Gesamtheit des

Tumors zu verstehen sind.
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Plattenepithelial differenziertes Urachus-Karzinom, mannlich, 61 Jahre
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22C3 dako, 100 (CPS 1; IC 1%) SP142 Ventana, 100 (CPS 1; IC 1%)
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Plasmozytoides Karzinom (1), mannlich, 64 Jahre
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Plasmozytoides Karzinom (2), mannlich, 56 Jahre

22C3 dako, 200x (CPS 0; IC 0%) SP142 Ventana, 200x (CPS 0; IC 2%)
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4 Diskussion

4.1 Studienziel: PD-L1-Expression in Sonderformen von Blasenkrebs im
Vergleich mit herkommlichen Urothelkarzinomen
Die hier vorgelegte Studie hatte zum Ziel, die PD-L1-Expression sowohl in
einem Kollektiv von verschiedenen Sonderformen von Blasenkarzinomen sowie
in einem Vergleichskollektiv mit herkdmmlichen Urothelkarzinomen zu ermitteln.
Dafur wurde das Tumormaterial unter Verwendung dreier verschiedener PD-
(L)1-spezifischer Antikdrper (28-8, 22C3, SP142) immunhistochemisch gefarbt
und anschlief3end hinsichtlich zweier verschiedener Auswertealgorithmen
(Combined positivty score und Immunecell score) ausgewertet. Ein Fall wurde
dann als positiv gewertet, wenn er in mindestens einem Antikorper und

mindestens einem Scoringsystem den Cut-off-Wert Uberschritten hatte.

4.2 Performance der eingesetzten Antikorper

Fur die PD-L1-Immunhistochemie ist eine Reihe monoklonaler Antikdrper
verfugbar. Wie in der Einleitung ausgefuhrt ist die Auswahl des
Primarantikorpers von aulRerordentlicher Wichtigkeit, um ein klinisch valides
Farberesultat mit hoher Sensitivitat und Spezifitdt zu erreichen. Aufgrund der
Tatsache, dass die Scoring-Werte auf der Grundlage erhoben werden, welcher
relative Anteil der Tumor- beziehungsweise Immunzellen gefarbt wurde, ist vor
allem die Sensitivitat mit der diese Zellen vom Antikorper angefarbt werden von
besonderer Relevanz (Schildhaus 2018).

Innerhalb des Sonderformenkollektivs konnten wir abgesehen von drei Fallen
(7%) keine diskordanten Ergebnisse zwischen den drei unterschiedlichen
verwendeten Antikorpern feststellen. Bei den drei Fallen, bei denen die
Antikorper sich in ihrem Auswertungsergebnis unterschieden, wurden Score-
Werte erreicht, die den klinischen Cut-Off von CPS > 10 und IC = 5% nur
grenzwertig Uber- bzw. unterschritten. Dies lasst generell auf einen
undeutlichen Nachweis einer PD-L1-Expression in diesen Fallen schlie3en und
weniger auf einen tatsachlichen Unterschied der Performance der Antikorper,
zumal in der Literatur auch von einem Diskordanzen in bis zu 12% der Falle
berichtet wird (Hodgson, Slodkowska, et al. 2018).
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In den Studien, die zur Zulassung der Checkpointinhibitoren fur das
Urothelkarzinom durch die FDA fuhrten, wurden eine Vielzahl verschiedener
Antikorper mit unterschiedlichen Auswertesystemen verwendet (Rosenberg et
al. 2016; Sharma et al. 2017; Balar, Castellano, et al. 2017; Balar, Galsky, et al.
2017; Bellmunt et al. 2017; Massard et al. 2016; Apolo et al. 2017). An dieser
Stelle sei erneut betont, dass der Einsatz eines bestimmten Medikaments
jedoch nicht an die Durchfuhrung der immunhistochemischen PD-L1-Diagnostik
mit einem entsprechenden Antikdrper gebunden ist (Schildhaus 2018). Vor dem
Hintergrund dieser Wabhlfreiheit haben wir uns in unserer Studie fur drei
Antikorper entschieden, welche bereits in der histopathologischen Routine
etabliert und daher von grof3er praktischer Relevanz sind.

Dass zwischen einigen der verfugbaren PD-L1-Antikorpern eine grundsatzliche
Vergleichbarkeit besteht, wurde in mehreren Studien bereits dargestellt (Scheel
et al. 2018; Scheel et al. 2016). Zudem ginge aus Ergebnissen von
Ringversuchsorganisationen hervor, dass auch bei den neueren Antikorpern
von vergleichbarer Leistung ausgegangen werden konne (Schildhaus 2018). In
unserer Studie zeigte sich eine starke Ahnlichkeit der Ergebnisse im Vergleich
der Antikorper, wie es bereits fur das Urothelkarzinom (Tretiakova et al. 2018;
Hodgson, Slodkowska, et al. 2018) als auch fur andere Krankheitsentitaten wie
das Lungenkarzinom (Hirsch et al. 2017) oder das maligne Melanom (Sunshine
et al. 2017) beschrieben ist.

Die verwendeten Antikdrper unterscheiden sich grundlegend in ihrem Design.
Der Antikorper SP142 (Ventana), mit dem die Zulassungsstudie fur
Atezolizumab durchgefuhrt wurde, wurde in ebendieser Studie unter
Zuhilfenahme des IC-Scorings ausgewertet. Der Antikorper sei fur das Anfarben
des Immuninfiltrats besser geeignet (Schildhaus 2018), in einem Assay von
Vennapusa et al. konnten eine verlassliche Farbung von Tumor- als auch
Immunzellen fur den SP142 Antikorper verzeichnet werden (Vennapusa et al.
2019). Es stellt sich jedoch die Frage nach der Aussagekraft des von uns
angewendeten CPS-Scores bei dem Antikorper SP142. In unseren Kollektiven
zeigten sich bis auf wenige Ausnahmen hinsichtlich des CPS-Scores
vergleichbare Ergebnisse unter allen drei Antikorpern (28-8, 22C3 und SP142).
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Andere Autoren beschrieben das Farbeverhalten von SP142 in der
Vergangenheit als weniger vergleichbar, unter Verwendung dieses Klons wurde
eine niedrigere Anzahl positiver Tumorzellen gefarbt (Tretiakova et al. 2018;
Hirsch et al. 2017). Reis et al. sprachen von einer ,grobgranular klumpigen®
Farbung, eine Erfahrung, die wir nach der Auswertung aller Schnitte teilen. Es
sei darauf hingewiesen, dass vornehmlich die grenzwertigen diskordanten

Befunde im SP142-AntikOrper negativ ausfielen.

Schildhaus et al. fUhren besonders eine zu schwache membranstandige
Farbung als problematisch an, da dies zu falsch-negativen Ergebnissen fuhren
konne. Auf der anderen Seite wurde vor allem beim Klon 28-8 (abcam) eine
verstarkte Hintergrundfarbung bemerkbar, die die Auswertung und das Scoring
dieser Schnitte erschwerte. Ganz im Gegensatz zum oben beschriebenen Klon
SP142 zeigten sich bei den grenzwertig positiven Fallen vor allem im Klon 28-8
positive Ergebnisse.

Bei verschiedenen Tumorarten wie dem nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom
und dem malignen Melanom wurde gezeigt, dass die PD-L1-Farbung einer
Heterogenitat innerhalb des Tumorgewebes unterliegt (Madore et al. 2015;
Casadevall et al. 2017; llie et al. 2016). Diese Ergebnisse werfen die Frage auf,
ob es einen diagnostisch relevanten Unterschied in der PD-L1-Expression
abhangig vom verwendeten Ausgangsgewebe gibt (Biopsie oder komplette
chirurgische Resektion des Primartumors/Metastasen).

Vor diesem Hintergrund wurde beim Erstellen des Kollektivs bereits darauf
geachtet, bevorzugt Zystektomiepraparate der Blasenkrebssonderformen
auszuwahlen. Ferner bezieht sich das erzielte Score-Ergebnis stets auf die
Gesamtheit des gefarbten Tumorgewebes und stellt daher einen
reprasentativen Wert des Anteils der tatsachlich PD-L1-reagiblen Tumor- und
Immunzellen dar. In einer der klinischen Studien zur intratumoralen
Heterogenitat der PD-L1-Farbung beim NSCLC wurde auRerdem gezeigt, dass
nur in der Minderheit der Falle (10%) dieser Unterschied in der PD-L1-
Expression tatsachlich in einem klinisch bedeutsamen Mal} auftritt (Munari et al.

2018). Es ist also davon auszugehen, dass in unseren Kollektiven die
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intratumorale Heterogenitat der PD-L1-Farbung kein Storfaktor hinsichtlich des

erzielten Score-Werts darstellt.

In Zusammenschau der diskutierten Faktoren kann in unserer Studie eine
zufriedenstellende Performance der eingesetzten monoklonalen Antikorper
angenommen werden. Die geringfugigen Unterschiede, die verzeichnet werden
konnten, sind vorwiegend auf die Konzeption der Antikorper sowie deren
charakteristischen Farbeeigenschaften zurtickzufuhren.

4.3 Immunhistochemische Expression von PD-L1 bei Sonderformen von
Blasenkrebs im Vergleich zu herkdommlichen Urothelkarzinomen
In unserer Studie zeigte sich eine insgesamt hohere Positivitatsrate in der
Kohorte der Blasenkrebs-Sonderformen als im Vergleichskollektiv mit
herkdbmmlichen Urothelkarzinomen (44,2% versus 35,7%). Besonders
hervorzuheben ist dabei die hohe Zahl positiv gewerteter
Plattenepithelkarzinome: neun von vierzehn Fallen waren positiv, das entspricht
einem Anteil von 64% der Falle. AuRerdem fielen je drei der sechs Falle (50%)
der plasmozytoid und sarkomatoid differenzierten Karzinome positiv aus.

In einer Studie von Reis et al. zum Thema der PD-L1-Expression bei
Sonderformen des Blasenkrebses wurden ahnliche Ergebnisse publiziert. Die
Autoren verglichen ebenso drei verschiedene Antikorper, es handelte sich dabei
um die Klone 22C3, SP263 und SP142. Obwohl zum Teil andere Antikorper
verwendet wurden und das Scoring-System von dem unseren abwich, wurden
vergleichbare Ergebnisse erzielt: Bei einer Gesamtpositivrate von 37-54% je
nach Antikdrper wurde vor allem fur das Plattenepithelkarzinom die hochste
Anzahl positiver Falle verzeichnet (Reis et al. 2019). Der hohe Anteil PD-L1-
reagibler Plattenepithelkarzinome in unserem Kollektiv ist auch vereinbar mit
den Ergebnissen einer weiteren Studie von Owyong et al. Insgesamt wurde von
den Autoren eine Kohorte von 151 Patienten mit rein plattenepithelial
differenzierten Harnblasenkarzinomen auf die Expression von PD-L1

untersucht, von denen 66,9% positiv ausfielen (Owyong et al. 2019).

Die Ergebnisse, die im Vergleichskollektiv erzielt wurden, sind vereinbar mit der
existierenden Literatur: In einer Studie von 2018 wurden 197 Urothelkarzinome
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mit verschiedenen Antikdrpern auf die PD-L1-Expression getestet, 14% davon
waren positiv und 12% uneinheitlich je nach verwendetem Antikorper (Hodgson,
Slodkowska, et al. 2018). In diversen anderen Studien lag der Anteil der PD-L1-
positiven klassischen Urothelkarzinome zwischen 4-30% (Faraj et al. 2015;
Pichler et al. 2017; Tretiakova et al. 2018; Wankowicz et al. 2017; Inman et al.
2007; Erlmeier et al. 2016; Bellmunt et al. 2015; Mukherji et al. 2016; Mullane et
al. 2016; Baras et al. 2016) Es ist also zu erwarten, dass — wie in unserer
Studie — in etwa einem Drittel der Falle der immunhistochemische Nachweis
einer PD-L1 Expression in klinisch relevantem Ausmalf bei herkdmmlichen

Urothelkarzinomen gelingt.

Die beiden Patientenkollektive der hier vorgelegten Studie unterscheiden sich
bezlglich mehrerer Gesichtspunkte. Bei der Sonderformenkohorte war der
Anteil weiblicher Patientinnen hoher, auRerdem waren in diesem Kollektiv mehr
Falle mit fortgeschrittenem Tumorstadium (T3/T4) enthalten. Darlber hinaus
besteht das Sonderformenkollektiv vorwiegend aus Zystektomie-Praparaten,
wahrend beim Vergleichskollektiv der Anteil durch TURB gewonnenen Materials
uberwiegt. Eine Erklarung dieses Sachverhalts liegt darin, dass fur
fortgeschrittene Tumorstadien (>pT2) die radikale Zystektomie als
Standardtherapie gilt (S3-Leitlinie Harnblasenkarzinom 2016), weniger
fortgeschrittene Tumorerkrankungen konnen hingegen oft durch die minder
invasive TURB operativ behandelt werden. Da das verwendete
Ausgangsmaterial keinen Storfaktor fur eine falschlicherweise hohere PD-L1-
Expressions-Rate darstellt (Bellmunt, Powles, and Vogelzang 2017) sind die

Patientenkollektive dahingehend als vergleichbar zu betrachten.

4.4 Interpretation der Ergebnisse in Bezugnahme auf bisherigen
klinischen Einsatz von Checkpointinhibitoren

Far Patienten, die an Blasenkrebs mit einer histomorphologischen Sonderform

erkrankt sind, besteht die Therapieoption mit Checkpointinhibitoren bislang

nicht. Wie bereits einleitend ausgefuhrt ist die gute Wirksamkeit und

Vertraglichkeit dieser Medikamente fur das herkdmmliche Urothelkarzinom

jedoch bereits gut erforscht.
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In dem Kollektiv an Sonderformen, welches wir auf die Expression von PD-L1
getestet haben, zeigte sich eine hohere Positivitatsrate als im
Vergleichskollektiv an herkdmmlichen Urothelkarzinomen. Reis et al. berichten
von vergleichbaren Ergebnissen. Da die Ansprechwahrscheinlichkeit der
Therapie mit Immuncheckpointinhibitoren mit der Expression von PD-L1 des
Tumorgewebes assoziiert ist (Powles et al. 2014), weist die erhdhte Expression
dieses Proteins bei Fallen von Blasenkrebs-Sonderformen darauf hin, dass
davon betroffene Patienten von diesen Medikamenten profitieren konnten.

In der 2018 veroffentlichten klinischen Studie PURE-01 (Necchi et al. 2018)
wurde Patienten mit muskelinvasivem Blasenkrebs Pembrolizumab als
neoadjuvante Therapie vor Zystektomie verabreicht. Es wurde dabei unter
anderem der PD-L1-Status unter Verwendung des CPS erhoben. In einem
Update der Studienergebnisse berichteten die Autoren, dass in 34 (30%) der
Falle eine histomorphologische Variante vorlag, welche bei 19 (17%) Patienten
pradominant war. Die haufigste Sonderform war ebenso wie in der hier
vorgelegten Studie mit 19 Fallen das Plattenepithelkarzinom, 7 davon mit
pradominanter plattenepithelialer Differenzierung. Innerhalb der heterogenen
Gruppe der Sonderformen lag der Anteil der Falle, die den primaren Endpunkt
(pTO/pT<1) erreichten, niedriger als bei Betrachtung des Gesamtkollektivs mit
vorwiegend herkdmmlichen Urothelkarzinomen (16%/42% versus 42%/54%).
Auffallend war jedoch, dass 86% der plattenepithelial differenzierten Karzinome
eine pT<1 Response erreichten und bei dieser histomorphologischen Variante
vergleichsweise erhohte CPS-Werte verzeichnet wurden (Necchi et al. 2020).
Betrachtet man die Ergebnisse dieser Studie wird deutlich, dass in der
klinischen Anwendung des Checkpointinhibitors Pembrolizumab bei
Sonderformen von Blasenkrebs ein signifikanter Rickgang der Krankheit zu
verzeichnen war, insbesondere die erfolgreichen Ergebnisse beim
Plattenepithel-Karzinom der Blase waren herausragend. Es ist folglich davon
auszugehen, dass auch die Patienten mit Tumoren mit plattenepithelialer
Differenzierung in unserem Kollektiv von dieser Therapie profitieren wurden,
zumal in dieser Kohorte eine PD-L1-Expression mit CPS>10 vermehrt ermittelt

wurde. Die Autoren Necchi et al. sprechen sich fur die Erweiterung der
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Inklusionskriterien fir neoadjuvante Immuntherapie bei zukunftigen Studien

zum muskelinvasiven Blasenkrebs aus.

Bei den ubrigen in dieser klinischen Studie von Necchi et al. enthaltenen
Tumoren mit divergenter Differenzierung zeigte sich keine PD-L1-Sensibilitat,
mit Ausnahme des lymphoepithelioma-like Karzinoms. 67% der LEL-Karzinome
erreichten einen pT0-Status, auch hier konnte ein erhdhter CPS verzeichnet
werden (Necchi et al. 2020). Aufgrund der Seltenheit der Erkrankung ist in
unserem Kollektiv kein LEL-Karzinom enthalten. In unserer
Sonderformenkohorte waren dahingegen mit je 50% der sarkomatoiden und
plasmozytoiden Karzinome immunhistochemisch fur PD-L1 reagibel.

In diesem Zusammenhang sei auch auf zum Zeitpunkt der Verfassung dieser
Dissertationsschrift laufende klinische Studien zur Anwendung von
Kombinationstherapien bei Blasenkrebs mit Sonderform bei fortgeschrittenem
Krankheitsstadium verwiesen: Die Kombination von Durvalumab und
Tremelimumab (NCT03430895), von Duvalumab und Cabozantinib (ARCADIA,
NCT03824691) und von Nivolumab mit Ipilimumab und Cabozantinib
(ALLIANCE A031702 ICONIC, NCT03866382). Dies verdeutlicht einerseits die
Dringlichkeit, mit der nach Behandlungsoptionen fur diese Krebsart gesucht
wird, andererseits welcher Dynamik dieses Forschungsgebiet unterliegt. Daraus
ist abzuleiten, welche Relevanz die Ergebnisse der hier vorgelegten Studie
auch auf der Ebene der klinischen Anwendung haben.

Neben der einleitend beschriebenen morphologischen Gliederung lassen sich
Blasenkarzinome auch molekular einteilen. Bei dieser molekularen Einteilung
unterscheidet man den luminalen vom basalen Typ. Die Unterscheidung erfolgt
immunhistochemisch: Wahrend der luminale Typ typischerweise Cytokeratin 20
und Gata 3 exprimiert, ist der basale Typ negativ fur Gata 3, hingegen positiv

fur Cytokeratin 5/6 oder Cytokeratin 5/14, also fur Basalzellkeratine.

In einer Publikation wurde ermittelt, dass der basale Subtyp etwa 15% der
Blasentumoren ausmacht und im Vergleich zum luminalen Typ deutlich mehr

PD-L1-positive Zellen aufweist (Hodgson, Liu, et al. 2018). In ihrer Studie
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konnten Hodgson et al einen Trend fur das Auftreten von divergenten
Differenzierungen unter den Tumoren mit basaler Subtypisierung feststellen,
welcher jedoch nicht das Signifikanzlevel erreichte. Unter den erfassten
Tumoren mit varianter Histomorphologie befanden sich plattenepitheliale,
glandulare, trophoblastische, klarzellige, sarkomatoide, plasmozytoide,
rhabdoide, mikropapillare und myxoide Karzinome sowie Karzinome vom
nested Typ. Die erhdhte Expression von PD-L1 unter den Tumoren vom
basalen Subtyp und die Tendenz eines erhdhten Anteils von Blasenkarzinomen
mit spezieller histomorphologischer Differenzierung in dieser Studie deckt sich
mit den von uns sowie von Reis et al erzielten Ergebnissen der hoheren
Positivitatsrate im Subtypenkollektiv. Zusatzlich ergab eine Studie von
Robertson et al. fir den basalen molekularen Subtyp eine erhohte Positivitat fur
plattenepitheliale Differenzierungsmarker (Robertson et al. 2017). Es legt die
Uberlegung nahe, das Subtypenkollektiv analog zur Studie von Hodgson et al
molekular in den luminalen und basalen Subtyp zu gliedern und mit der PD-L1-
Expression sowie der morphologischen Diagnose abzugleichen. Offen bleibt
jedoch, inwiefern die bessere Reagibilitat fur PD-L1 des basalen molekularen
Subtyps hinsichtlich des Therapieerfolgs mit Checkpointinhibitoren klinisch

relevant ist.

Bei anderen Lokalisationen von Plattenepithelkarzinomen werden
Checkpointinhibitoren bereits eingesetzt oder die Anwendung ist Gegenstand
der aktuellen Forschung. So besteht die Moglichkeit der Behandlung von
plattenepithelialen Tumoren im Kopf-Hals-Bereich mit Checkpointinhibitoren,
was in einem verbesserten Uberleben dieser Patienten resultiert (Przybylski et
al. 2018; Kao and Lou 2019). Im Falle des plattenepithelialen Zervix-Karzinoms
(Minion and Tewari 2018) sowie beim kutanen Plattenepithel-Karzinom (Migden
et al. 2018) wird deren Ansprechen auf PD-L1-Blocker untersucht. Auch im
Falle des PLECA im Osophagus gibt es vielversprechende Resultate klinischer
Studien (Jiao et al. 2019) und Immuncheckpointinhibitoren werden als
Schlusselelement der zukinftigen Therapie bei dieser Krankheitsentitat
diskutiert (Mimura et al. 2018). Diese Erkenntnisse erharten die Annahme, dass
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auch die Anwendung von Checkpointinhibitoren bei plattenepithelial

differenzierten Blasentumoren erfolgreich sein konnte.

4.5 Alternativen zur Immunhistochemie

Generell ist in Anbetracht des biologischen Wirkmechanismus der PD-L1-
spezifischen Checkpointinhibitoren verschiedene Marker zur Voraussage eines
Therapieerfolgs moglich. Im Moment ist die — wie in unserer Studie
durchgefuhrte — immunhistochemische Bestimmung des Vorliegen und des
Ausmales der PD-L1-Expression des Tumorgewebes die am weitesten
verbreitete Methode (Schildhaus 2018). Es konnte fur das Urothelkarzinom
unabhangig von der therapeutischen Relevanz und Konsequenz gezeigt
werden, dass die PD-L1-Expression ein prognostischer Parameter fur das
krankheitsfreie und das Gesamtuberleben darstellt und in einem schlechteren
klinischen Outcome der Patienten resultiert (Faraj et al. 2015; Wahlin et al.
2019; Wang et al. 2019).

Nur bei etwa 20-25% der behandelten Patienten mit fortgeschrittenem oder
metastasiertem Blasenkrebs ist ein Ansprechen auf die ICB-Therapie zu
erwarten (Gopalakrishnan et al. 2018). Es ist also bedeutsam, Biomarker zu
etablieren, die mit moglichst hoher Prazision voraussagen, welche Patienten
am ehesten von den immunonkologischen Medikamenten profitieren (Aggen
and Drake 2017).

4.5.1 Tumor mutational burden als molekulares Gegenstiick zur IHC

Als besonders vielversprechend im Hinblick auf die Etablierung als PD-L1-
Biomarker wird die tumorale Mutationslast (TMB = tumor mutational burden)
diskutiert. Das Prinzip der Bestimmung der TMB ist es, die Gesamtzahl der
somatischen und kodierenden Mutationen, die im untersuchten Tumorgenom
vorliegen, zu ermitteln (Chalmers et al. 2017). Dies ist insbesondere bezuglich
der Immuntherapie relevant, da man davon ausgeht, dass Tumoren mit einer
hoheren Mutationslast eher Neoantigene exprimieren, die anschliefend vom
Immunsystem des Patienten als fremd erkannt werden konnen (Gubin et al.

2015). Tumoren, die durch den Einfluss chemischer Noxen entstanden sind,
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weisen generell eine besonders hohe Mutationslast auf (Alexandrov et al.

2013), dies trifft auch im Fall des Urothelkarzinoms zu.

Dieser Grundlage entsprechend konnte in einigen der bereits angefuhrten
Studien eine erhohte TMB mit der Wahrscheinlichkeit eines Ansprechens auf
die Anti-PD-L1-Immuntherapie korreliert werden (Rosenberg et al. 2016;
Bellmunt et al. 2017; Necchi et al. 2018). Interessanterweise wurde in einer der
klinischen Studien im Rahmen der Zulassung zu Atezolizumab eine signifikante
Assoziation der Ansprechrate und des Gesamtuberlebens mit der TMB gezeigt
(Balar, Galsky, et al. 2017). In Beziehung zu der von uns durchgefuhrten Studie
zu Blasenkrebs-Sonderformen ist auRerdem von Relevanz, dass in der
klinischen Studie von Necchi et al. zu neoadjuvant eingesetztem
Pembrolizumab sich auch fur die Sonderformen dieser Umstand bestatigte:
Neben dem CPS konnte eine erhohte TMB als signifikante Variable in
Assoziation mit dem Therapieansprechen festgestellt werden (Necchi et al.
2020). Zudem konnte fur die speziellen Blasenkrebsformen des plasmozytoiden
(Al-Ahmadie et al. 2016) und des kleinzelligen Karzinoms (Chang et al. 2018)
deren erhohte TMB im Vergleich zum konventionellen Urothelkarzinom gezeigt
werden. Fur unsere Studie bedeutet das, dass auch in dem hier vorgestellten
Sonderformenkollektiv gemal den genannten Studien zu speziellen Typen von
Blasenkrebs mit einer erhohten TMB gerechnet werden kann, was fur die

Patienten in einem besseren Ansprechen auf die Immuntherapie resultiert.

4.5.2 Tumor-infiltrierende Lymphozyten/Microenvironment

Nicht nur die Interaktion zwischen Tumorzellen und zytotoxischen T-Zellen wird
durch das PD-L1-System reguliert, sondern auch die den Tumor infiltrierenden
Immunzellen untereinander kommunizieren mittels dieses Signalwegs
(Schildhaus 2018). Es ist also eine naheliegende Konsequenz, dass die PD-L1-
Expression auf TIC (tumor infiltrating immune cells = Tumorinfiltrierende
Immunzellen) mit der Therapie-Effizienz assoziiert werden konnte (Powles et al.
2014).

Daruber hinaus sind fur die PD-L1-Interpretation intratumorale Lymphozyten
insofern von erheblicher Relevanz, da beide von uns verwendeten Scores (CPS
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und IC) die Immunzellen mit einbeziehen und daher das Auswerteergebnis
auch von deren Reagibilitat abhangt. Im Falle des herkdmmlichen
Urothelkarzinoms haben mehrere Publikationen das Verhaltnis von
Lymphozytendichte (LD) und PD-L1-Expression und deren Effekt auf den
klinischen Verlauf zum Gegenstand (Faraj et al. 2015; Wahlin et al. 2019; Wang
et al. 2019), wahrend die Datenlage zu Sonderformen von Blasenkrebs und
Immunphanotypen zum jetzigen Zeitpunkt noch dunn ist (Hodgson, Liu, et al.
2018; Li et al. 2020; Guo et al. 2019). Insbesondere die prognostische Rolle von
CD103 als spezifischer Marker intraepithelialer Lymphozyten wurde fur diverse
Tumorarten untersucht (Bosmuller et al. 2016), so zeigt auch beim
Urothelkarzinom die Infiltration von CD103-positiven Lymphozyten eine
gunstige Prognose an (Wang et al. 2015). Im Rahmen der Auswertung der Falle
unserer Kollektivs konnten interessante Beobachtungen zum Auftreten und
Farbeverhalten der intratumoralen Immunzellen gemacht werden. Wahrend in
einigen der Tumoren in der HE-Farbung an der Invasionsfront eine erhebliche
Lymphozytendichte beobachtet werden konnte, zeigte sich diese bei der
spateren PD-L1-Farbung wider Erwarten negativ. Einige Beispielfotos solcher
Falle finden sich im Ergebnisteil dieser Dissertation. Dies wirft die Frage auf, ob
ein erweitertes Markerprofil zusatzlich zu PD-L1 fiur die Darstellung der
Interaktion zwischen Tumorzellen und Immunzellen im unmittelbaren

Tumorgebiet geeigneter ist.

Das individuelle Therapieansprechen hangt demnach von komplexen
Immunaktivitats-Faktoren ab und ist derzeit noch Gegenstand der Forschung. In
diesem Zusammenhang wurden jungst die Verwendung von Immunogrammen
zur Ermittlung des Outcomes der PD-L1-Therapie untersucht (van Dijk et al.
2019; Karasaki et al. 2017). Bei dieser Erhebung des Immunstatus werden
sowohl die numerischen Verhaltnisse als auch der Aktivierungszustand der im
Blut befindlichen Immunzellen abgebildet (IMD Institut fir Medizinische
Diagnostik 2020). Trotz der vielversprechenden Daten bedarf die klinische
Durchflhrbarkeit dieser Methode jedoch noch weiterer Testungen (Song et al.
2019).
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4.5.3 Morphologischer Phdnotyp

Fur das Urothelkarzinom konnte in einem im Jahr 2020 veroffentlichten
Fallbericht bei einem Fall eines metastasierten Blasentumors ein komplettes
Ansprechen auf die Anti-PD-L1-Therapie mit Atezolizumab erreicht werden
(Yang et al. 2020). Noch interessanter sind diese Ergebnisse aufgrund der
vorliegenden histomorphologischen Klassifizierung des Tumors als klassisches
Urothel-Karzinom mit plattenepithelialer (15%) und plasmozytoider (5%) Teil-
Differenzierung. Wahrend die PD-L1-Expression im Primartumor als niedrig-
positiv beschrieben wurde, verzeichnete die Autoren vor allem bei der
plattenepithelialen Tumorkomponente erhdhte Positivitat fur PD-L1. Auch die
Werte fur TIL waren in diesem Teil des Tumors vergleichsweise angehoben.
Dieser im Bericht beschriebene Fall ahnelt stark dem in unserem Kollektiv
enthaltenen und im Ergebnisteil bildlich dargestellten Sonderfall von synchroner
urothelialer und plattenepothelialer Mischdifferenzierung (siehe S. 36-37), auch
hier wurde fur die squamose Komponente eine erhohte PD-L1-Expression
ermittelt. Es scheint eine von der Histomorphologie abhangige Heterogenitat
des Tumor-Mikroenvironments vorzuliegen (Yang et al. 2020). Daher ist dies
ein weiterer Hinweis darauf, dass es sich bei dieser Tumorart der
plattenepithelialen Blasenkarzinome um einen ,hot immuno-phenotype’
vermutlich verbunden mit gutem Ansprechen auf die PD-L1-Therapeutika
handelt.

4.6 Limitationen der Studie

Das Sonderformenkollektiv umfasste nur eine geringe Fallzahl von 43 sehr
heterogenen Fallen. Dies ist einerseits der Seltenheit der Erkrankung
geschuldet, andererseits auf die Qualitatsstandards zuruckzufuhren, welche wir
bei der Auswahl des Tumormaterials gestellt haben. Es wurde hierbei auf das
Vorhandensein von ausreichend intaktem Tumorgewebe mit wenig Nekrose
oder Hitzelasionen geachtet, um ein moglichst storfreies und reprasentatives

Ergebnis zu erzielen.

Bei der vorgelegten Studie handelt es sich um eine Querschnittsstudie, es

wurde also eine einmalige Messung der PD-L1-Expression bei jedem Fall der
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beiden definierten Kollektive vorgenommen. Man weil} heute aber, dass die
Variabilitat dieser Expression im zeitlichen Verlauf und unter bestimmten
Therapien der Tumorerkrankung zunimmt (Zhang et al. 2008; Deng et al. 2014;
Munari et al. 2018). So zeigte sich zum Beispiel eine Zunahme der PD-L1-
Expression im Anschluss an eine Immuntherapie mittels BCG-Instillation der
Blase, was zudem mit einem schlechteren Outcome der Patienten assoziiert ist
(Inman et al. 2007; Hashizume et al. 2018). Bei den Ergebnissen, Uber die wir
berichten, handelt es sich also um eine punktuelle Information innerhalb eines
weit komplexeren und mitunter langwierigen Krankheitsgeschehens. Vor
diesem Hintergrund haben wir uns daflur entschieden, bereits mit Immun- oder
Radiotherapie vorbehandelte Patienten nicht in unsere Studienkollektive zu

integrieren.

Aufgrund des retrospektiven Studiensettings wurde in Paraffin eingebettetes
archiviertes Tumorgewebe verschiedenen Probenalters verwendet. Damit
assoziierte potentielle Fehlerquellen im Rahmen der Epitopdemaskierung fur
die Immunhistochemie werden durch sachgemale Entparaffinierung minimiert.
In klinischen Therapiestudien zum nicht-kleinzelligen Lungenkarzinom konnte
entsprechend gezeigt werden, dass Archivgewebe grundsatzlich fur die
immunhistochemische PD-L1-Diagnostik zur Therapieindikation geeignet ist
(Borghaei et al. 2015; Garon et al. 2015).

Bei der Farbung selbst wurden die Schnitte fur einen der Antikorper (SP142)
auf einem anderen Gerat gefarbt als die der anderen beiden Antikdrper. Da
jedoch konsequent On-slide-Positivkontrollen mit Tonsillargewebe bei jedem
Farbedurchlauf eingebracht wurden, kann von einem vergleichbaren
Farbeergebnis der Antikorper untereinander ausgegangen werden. Die
gewahlte Methode der Immunhistochemie stellt in Abhangigkeit vom
verwendeten Antikorper ein kostengunstiges, breit und zeitnah verfugbares und
etabliertes diagnostisches Tool fur den Nachweis einer PD-L1-Expression dar,

was Voraussetzung fur einen breiten Einsatz in der companion diagnostic ist.
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5 Zusammenfassung und Ausblick

In der vorgelegten Studie zeigte sich fur das Kollektiv an Blasenkrebs-
Sonderformen eine vergleichsweise hohere Positivitat der PD-L1-Expression
als im Vergleichskollektiv mit klassischen Urothelkarzinomen. Die drei
verschiedenen eingesetzten monoklonalen Antikorper farbten die
Tumorgewebsschnitte mit hoher Konkordanz untereinander, nur kleine
Unterschiede der Performance konnten erfasst werden. Die hochste
Positivitatsrate wurde in der Kohorte der plattenepithelial differenzierten
Karzinome verzeichnet. Aufgrund des retrospektiven Studiensettings und daher
des Verzichts auf Einbeziehung klinisch-pathologischer Parameter sowie der
limitieren Fallzahl ist die Aussagekraft der vorgestellten Studie geringfugig
eingeschrankt.

In Ubereinstimmung mit den zitierten Autoren sprechen wir uns in Anbetracht
dieser Ergebnisse dafur aus, die Inklusionskriterien zu klinischen Studien zu
Anti-PD-L1-Therapie fur Sonderformen des Blasenkarzinoms auszuweiten
(Reis et al. 2019; Necchi et al. 2020). Dies erscheint uns besonders fur den
histomorhologischen Typ des plattenepithelialen Karzinoms sowie den
molekular als basal definierten Typ als sinnvolle Erwagung. Erste Ergebnisse
einer klinischen Studie, in der Blasenkarzinome mit abweichender Histologie
enthalten und von gutem Ansprechen auf die Therapie gekennzeichnet waren,
unterstreichen diese Annahme (Necchi et al. 2020). Die weiterfuhrenden
Ergebnisse der erwahnten laufenden klinischen Studien auf diesem Gebiet gilt
es noch abzuwarten. Fur die von dieser seltenen und zugleich aggressiven
Tumorerkrankung betroffenen Patienten, fur welche es zum aktuellen Zeitpunkt
wenig Behandlungsoptionen gibt, stellt die Aussicht auf eine mogliche Therapie
mit den vergleichsweise gut vertraglichen und nebenwirkungsarmen

Immuncheckpoints einen enormen Hoffnungstrager dar.

Parallel dazu wird die Suche nach geeigneten Biomarkern zur Definition von
passenden Patientenpopulationen fur die Checkpointinhibitor-Therapie
fortgesetzt, denn es wurden auch Falle als PD-L1-sensitiv erfasst, welche

immunhistochemisch negativ sind (Carbognin et al. 2015). Es wird die Meinung
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vertreten, dass die Bestimmung der TMB den immunhistochemischen PD-L1-
Nachweis langfristig ablosen wird (Schildhaus 2018). In Zukunft konnte diese
Bestimmung also moglicherweise in die Diagnostik mit einbezogen werden
(Necchi et al. 2020). Ahnlich verhélt es sich mit den Erkenntnissen auf der
immunologischen Ebene der Tumorerkrankung: Die Etablierung neuer
Methoden wie beispielsweise Immunogrammen als zusatzliche pradiktive
Biomarker fur die Immuncheckpoint-Behandlung ware auf diesem Gebiet
ebenso denkbar.

Beim Urothelkarzinom und dessen Sonderformen handelt es sich auf Basis der
genetischen und molekularen Entstehungsgrundlage um eine immunologisch
beeinflusste Tumorerkrankung. Die anatomische Zuganglichkeit erlaubt zudem
eine erleichterte Applikation sowie Monitoring bei der Implementierung neuer
immunonkologischer Medikamente. Abgeleitet von Fortschritten auf der Ebene
von Immuntherapien bleibt die klinische Vergleichbarkeit des
Urothelkarzinomes mit anderen Tumorentitaten abzuwarten (Song et al. 2019).

Generell handelt es sich bei der Entwicklung von Immuncheckpoints um ein
Forschungsgebiet mit erheblicher Dynamik welche zweifellos auch in der

Zukunft kontinuierlich Neuerungen unterliegen wird.
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