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1 Einleitung

1.1 Thematische Einflihrung

Das klassische Hodgkin Lymphom (cHL) ist eine Neoplasie des lymphatischen Systems. Bei
diesem malignen Lymphom sind die neoplastischen Hodgkin-Reed-Sternberg-Zellen (HRSC)
von einem ausgepragten reaktiven Begleitinfiltrat umgeben (Swerdlow et al., 2008).

Dieses Begleitinfiltrat wird als Tumormikromileu (TME) bezeichnet und enthalt (iberwiegend
immunologische Zellen, aber auch Stromazellen, Endothelzellen, Adipozyten und reichlich
extrazellulare Matrix. Im Gegensatz zu anderen Malignomen besteht das Lymphomgewebe
des cHL zu weit Gber 90% aus eben jenem Begleitinfiltrat und nur zu einem sehr geringen
Anteil aus den neoplastischen Zellen (Kippers, 2009). Die Zusammensetzung des TME
unterscheidet sich dabei zum einen zwischen den verschiedenen cHL Subtypen, die unter
anderem durch die histologische Erscheinung des TME definiert wurden, zum anderen ist sie
aber auch innerhalb eines Subtyps aulRerordentlich variabel und selbst intratumoral sehr
heterogen (Steidl et al., 2011).

Obwohl das cHL heute in friihen Stadien eine exzellente Prognose hat, fehlen weiterhin
verlassliche und praktikable Biomarker, die eine optimale Risikostratifizierung ermdoglichen.
Ziel solcher Biomarker soll es sein, sowohl aggressive Polychemotherapien fiir Niedrig-Risiko-
Patienten/-innen zu vermeiden als auch den Hoch-Risiko-Patienten/-innen entsprechend
wirksame und intensive Therapien zukommen zu lassen, um so Rezidive oder Progresse, die
eine erheblich schlechtere Prognose mit sich bringen, zu vermeiden. Die bisherigen
Forschungsergebnisse zum cHL zeigen deutlich, dass die Zusammensetzung des TME solch
ein potentieller Biomarker sein kann (Steidl et al., 2011). Bisher besteht jedoch Uneinigkeit
darlber, wie das TME am besten zu erfassen ist und welche Zellzusammensetzung einen
prognostisch glinstigen oder ungiinstigen Wert hat (Venkataraman et al., 2014).
Problematisch und zugleich einer der entscheidenden Faktoren bei der Charakterisierung der
Zusammensetzung des TME im cHL ist dabei dessen intratumorale Heterogenitat. Die
manuelle Auszdhlung kleiner Ausschnitte in hoher VergroRRerung, sogenannter high power
fields von etwa 0,1-0,4 mm? Flache, kann diese Heterogenitit kaum erfassen und fiihrt so zu

falsch hohen oder niedrigen Werten. Ebenso problematisch ist, dass diese Zahlungen



subjektiv beeinflusst sind, etwa durch tagesabhangige Konzentrationsschwankungen des
Untersuchers und einen gewissen Interpretationsspielraum. Durch die Subjektivitat und den
willklrlich gewahlten kleinen Bildausschnitt ist diese Methode dann nur bedingt
reproduzierbar. Auch bei der automatisierten Analyse von Tissue Microarrays ist die
Aussagekraft durch die intratumorale Heterogenitat gemindert, sie erfassen meist weniger
als Imm?. Genexpressionsanalysen sind um einiges genauer und umfassender als manuelle
Auszahlungen, erfassen aber gegebenenfalls auch ungewollt nekrotische Tumoranteile und
Gewebe, welches nicht direkt zum Lymphom gehort. Aullerdem lassen
Genexpressionsanalysen keine Riickschliisse lber die regionale Verteilung und Lage der
einzelnen Zellarten zu und sind abhangig von der relativen Expression der untersuchen Gene
in den einzelnen Zellen (Greaves et al., 2013b, Kim et al., 2010).

Eine neue Technik zur Quantifizierung von Zellen in histologischen Schnitten stellt die
digitale Bildanalyse dar. Bei dieser Technik werden mit Hilfe einer Software an
reprasentativen Ausschnitten eines immunhistochemisch (IHC) gefarbten Praparates
Einstellungen zur Analyse gewahlt, um anschliefend automatisiert IHC positive (pos.) Zellen
am gesamten Praparat detektieren zu lassen. Diese Form der Quantifizierung von Zelltypen
soll eine umfangreichere Erfassung von Zellen eines Schnittes mit erhohter Objektivitat und
Reproduzierbarkeit ermdglichen und Probleme, die bei der manuellen Auszahlung und
Genexpressionsanalyse auftreten, Gberwinden. (Seidal et al., 2001, Tadrous, 2010).

In der vorliegenden Arbeit soll folglich untersucht werden, ob es mit dieser Methode
gelingen kann, neue Erkenntnisse tber die Zusammensetzung des TME im cHL zu erlangen

und ob die so erfolgte Quantifizierung eine klinische Relevanz haben koénnte.

1.2 Fragestellungen

1. Kann die Zusammensetzung des TME im cHL mit Hilfe der digitalen Bildanalyse
zuverlassig erfasst werden?

2. Wieist das TME im cHL im Allgemeinen und in den verschiedenen Subtypen
zusammengesetzt und wie hoch ist die intertumorale Heterogenitat?

3. Sind Korrelationen zwischen dem Gehalt an verschiedenen Zellarten zu erkennen?

4. Ist die Zusammensetzung des TME im cHL mit klinischen Parametern assoziiert?



1.3 Hodgkin Lymphome

Die WHO Klassifikation fiir Lymphome teilt die Neoplasien des lymphatischen Systems in B-
Zell-Lymphome, T-Zell-Lymphome und Hodgkin-Lymphome ein. Sie stellt eine kontinuierliche
Weiterentwicklung einer Anfang des 20. Jahrhunderts erstellten morphologischen Einteilung
von Lymphomen in Hodgkin- und Non-Hodgkin-Lymphome dar (Jaffe et al., 2008). Zur
Gruppe der Hodgkin-Lymphome wird heute neben dem cHL, welches 95% aller Hodgkin-
Lymphome ausmacht, auch das noduldre lymphozytenpradominante Hodgkin-Lymphom
gezahlt. Dies ist eine sehr seltene Lymphomentitat, die dem cHL stark ahnelt, aber bei der
anstatt HRSC die lymphozytischen und histiozytischen Zellen nachweisbar sind (Klppers,

2009).

1.3.1 Das klassische Hodgkin Lymphom

Das cHL wurde erstmals 1832 durch den britischen Pathologen Thomas Hodgkin als
Krankheitsbild beschrieben. Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts folgte die unabhangige
histologische Deskription der HRSC durch die Wissenschaftler Dorothy Reed Mendenhall und
Carl Sternberg (Reed, 1902, Sternberg, 1898). Das cHL gilt damit als erste naher definierte
Lymphomentitat (Liu et al., 2014). Nach vielen Jahren der Forschung zur Tumorbiologie
wurde in den spaten 1990er Jahren erkannt, dass die malignen HRSC urspriinglich von B-
Zellen abstammen, aber kaum noch klassische B-Zell-Marker aufweisen (Kippers et al.,
2012). Diese neoplastischen Zellen finden sich im Lymphomgewebe nur in sehr geringer Zahl
und sind von einem reaktiven Begleitinfiltrat, dem TME, umgeben. Es besteht Giberwiegend
aus immunologischen Zellen, aber auch aus Stromazellen, Endothelzellen, Adipozyten und
reichlich extrazellularer Matrix, jeweils in inter- und intratumoral variablen Anteilen. Die
Zusammensetzung des TME definiert gemeinsam mit spezifischen Wachstumsmustern die
vier histologischen Subtypen des cHL: Nodulare Sklerose (70%), Mischtyp (25%),
lymphozytenreiches cHL (4%), lymphozytenarmes cHL (1%) (Kiippers et al., 2012). Diejenigen
cHL, die keinem dieser Subtypen zugeordnet werden kdnnen, werden in der Regel mit ,,no
other specified” (NOS) angegeben.

Nur etwa 0,5% aller Krebserkankungen sind ein cHL. Es macht aber 20% aller Diagnosen

lymphatischer Neoplasien in der westlichen Welt aus und mit entsprechend etwa 2400



jahrlichen Neuerkrankungen in Deutschland ist das cHL daher als seltene Tumorentitat, aber
haufige Lymphomentitat einzuordnen. Das mediane Erkrankungsalter liegt bei 43 Jahren. In
der Altersgruppe 15-29, dem ersten Inzidenzpeak, sind Gber 10% aller Krebserkrankungen
ein cHL. Ein zweiter Inzidenzpeak liegt bei 75-84 Jahren. Manner sind insgesamt etwas
haufiger als Frauen betroffen (1,3:1), diese Rate nimmt mit héherem Alter zu (Hermann &
Kraywinkel, 2018).

Zur Atiologie des cHL besteht bis heute viel Unklarheit. Neben der Tatsache, dass es sich um
ein B-Zell-Lymphom handelt, ist gesichert, dass auch das Epstein-Barr-Virus (EBV) eine
signifikante Rolle spielt. Bei etwa 40% der Patienten/-innen kann das Virus in den HRSC
nachgewiesen werden (Kuppers et al., 2012). Die exprimierten Virusproteine LMP1/2 und
EBNA1 konnten dabei auch direkte Bedeutung fiir die Tumorgenese haben, da in
verschiedenen Mausexperimenten eine Wirkung dieser Proteine als Onkogen fiir infizierte
Zellen nachgewiesen wurde (Kiippers, 2009). Die latente EBV-Infektion konnte daher auch
prognostisch relevant sein (Steidl et al., 2011). Daruber hinaus ist bekannt, dass Patienten/-
innen mit einem angeborenen oder erworbenen Immundefekt, z.B. einer Infektion mit dem
Human immunodeficiency virus (HIV) oder einer Autoimmunerkrankung, haufiger an EBV
pos. cHL erkranken (Shanbhag & Ambinder, 2018).

Klinisch manifestiert sich das cHL meist in vergréBerten, indolenten Lymphknoten, am
haufigsten im Bereich der Kopf-Hals-Region und dem Mediastinum. Eines oder mehrere der
B-Symptome: Fieber, Nachtschweil’, Gewichtsverlust, treten bei etwa 30% der Patienten/-
innen auf (Ansell, 2016). Als selten, aber dafiir pathognomisch fiir das cHL, gilt ein Schmerz
in den Lymphknoten nach dem Genuss von Alkohol. Vereinzelt kommt es auch zu atypischen
klinischen Manifestationen des cHL (Banerjee, 2011).

Fiir die Stadieneinteilung und damit Festlegung des Schweregrads der Erkrankung wird die
Ann-Arbor-Klassifikation mit der Cotswold-Modifikation, wie in Tabelle 1 dargestellt,
verwendet. Die Einordnung der Patienten/-innen in ein entsprechendes Stadium beruht

dabei heute in der Regel auf bildgebenden Verfahren (Townsend & Linch, 2012).



Tabelle 1 Stadieneinteilung des klassischen Hodgkin-Lymphoms nach Ann-Arbor mit Cotswold-
Modifikationen (aus Townsend & Linch, 2012)
Ann-Arbor Stadium Definition

| Befall einer Lymphknotenregion oder eines lymphatischen Organs

r Befall von zwei oder mehr Lymphknotenregionen auf einer Seite des
Diaphragmas

Befall von Lymphknotenregionen auf beiden Seiten des Diaphragmas

1) Infradiaphragmal: Milz, Lymphknoten des Milzhilus, der
[} Bauchhhohle oder der Portalvene

2) Infradiaphragmal: paraaortale, iliakale oder mesenteriale
Lymphknoten

" Befall von nicht an den betroffenen Lymphknoten angrenzenden
extranodalen Strukturen

Cotswold-Modifikation | Definition

A Keine B-Symptome*

B Vorliegen eines oder mehrerer B-Symptome

X Tumorbulk (Durchmesser der mediastinalen Tumormasse >1/3 des
Thorax oder >10cm an jeder anderen Lokalisation)

. Lokalisierter Befall von extralymphatischem Gewebe (ausgenommen

Leber und Knochenmark)

*B-Symptome: Fieber, Nachtschweil, Gewichtsverlust von mindestens 10% in 6 Monaten

Das cHL als schnell proliferierende Lymphomentitat reagiert sehr sensibel sowohl auf
Chemo- als auch auf Strahlentherapie, welche entsprechend auch kombiniert angewendet
werden. Grundsatzlich erfolgt die Therapie des cHL dabei adaptiert an klinische
Risikofaktoren (Shanbhag & Ambinder, 2018). Die Tabelle 2 gibt einen Uberblick tiber die
klinische Risikoeinstufung und die entsprechenden risikoadaptierten Therapieempfehlungen
in Deutschland gemafR der German Hodgkin Study Group (GHSG). Diese Einstufung ist bisher
die einzige Risikostratifizierung, die breite klinische Anwendung in Deutschland findet. Sie ist
allerdings noch nicht ausreichend geeignet, all jene Patienten/-innen innerhalb der einzelnen
Risikogruppen zu identifizieren, die ein hohes Risiko fiir Therapierefraktaritat oder Rezidive
haben.

Die gangigen Chemotherapieschemata sind zum einen ABVD, welches aus Adriamycin oder
Doxorubicin (A), Bleomycin (B), Vinblastin (V) und Dacarbazin (D) besteht, sowie das
intensivere BEACOPP, bestehend aus Bleomycin (B), Adriamycin (A), Cyclophosphamid (C),
Vincristin (O), Procarbacin (P) und Prednisolon (P), zum Teil in eskalierter Dosierung
(eBEACOPP) (Brockelmann & Engert, 2015). Bei Therapieversagen oder Rezidiven kommen

intensive Salvage-Chemotherapien und autologe Stammzelltransplantationen zum Einsatz



(Ansell, 2016). Neue Therapieanséatze, die derzeit in vielen klinischen Phase-2- und 3-Studien
getestet werden und zum Teil auch schon regelhaften klinischen Einsatz finden, sind der auf
die HRSC zielende CD30-Antikdrper Brentuximab sowie die Immuncheckpointinhibitoren
Nivolumab und Pembrolizumab, welche Einfluss auf das TME nehmen (Ansell et al., 2014).
Ebenso wird in ersten Studien getestet, ob eine Therapie mit CAR-T-Cells fiir Patienten/-
innen mit refraktdren cHL in Frage kommt. Hierbei werden aktivierte, Tumorantigen-
spezifische zytotoxische T-Zellen (CTL) dem Patienten/-innen zugefihrt, um eine

Immunantwort gegen das Lymphom auszuldsen. (Vassilakopoulos et al., 2019)

Tabelle 2 Risikoadaptierte Einteilung des klassischen Hodgkin-Lymphoms in frilhes, mittleres und
fortgeschrittenes Stadium und entsprechende Erst-Linien-Therapieempfehlungen
(Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019))

Risikofaktoren Ann Arbor Stadium

1, HA 1B ", Iv

Keine Friihes Stadium Fortgeschrittenes Stadium:
2x ABVD*! + 20Gy IF*?

>2 Lymphknotenareale | Mittleres Stadium <60 Jahre: 6x BEACOPP
<60 Jahre: 2x BEACOPP*? eskaliert + eskaliert + RT** von

Hohe BSG** 2x ABVD + 30Gy IF Restgewebe >2,4cm
>60 Jahre: 4x ABVD + 30Gy IF

>60 Jahre: 6-8x ABVD* + RT

. von Restgewebe >1,4cm
Mediastinaler Bulk

Extranodaler Befall

*IABVD = Adriamycin/ Doxorubicin, Bleomycin, Vinblastin, Darcarbazin

*2|F = Involved Field Radiotherapie

*3BEACOPP = Bleomycin, Adriamycin, Cyclophosphamid, Vincristin, Procarbazin, Prednisolon
*4BSG = Blutsenkungsgeschwindigkeit

*5RT = Radiotherapie

Verglichen mit vielen anderen Krebserkrankungen hat das cHL, obwohl es ohne Therapie ein
unausweichlich rasch fortschreitendes und fatal endendes Lymphom ist, heute eine
aulerordentlich gute Prognose. Insgesamt konnen etwa 70-90% der Patienten/-innen
geheilt werden, betrachtet man nur friihe Stadien, liegt die Quote sogar bei deutlich tGber
90%. Dennoch erleiden 20-30% aller Patienten/-innen auch nach intensiver Chemotherapie
einen Progress oder ein Rezidiv, wodurch sich die Prognose deutlich verschlechtert

(Brockelmann & Engert, 2015). Es ist bisher weitgehend unklar, welche Patienten/-innen



innerhalb der einzelnen Stadien nicht auf die erste Therapie addquat reagieren oder friih ein
Rezidiv erleiden (Steidl et al., 2011). Wahrend vor einigen Jahrzenten noch die
verschiedenen Subtypen als prognostisch relevant angesehen wurden, sind diese
Unterschiede im Risikoprofil der Patienten/-innen mit Einfihrung der intensiveren Therapien
kaum noch nachweisbar. Trotzdem scheint das lymphozytenreiche cHL mit einer etwas
besseren und das lymphozytenarme cHL mit einer schlechteren Prognose assoziiert zu sein
(Hermann & Kraywinkel, 2018, Swerdlow et al., 2008, Shimabukuro-Vornhagen et al., 2005).
Aktuell wird die funktionelle Bildgebung mittels Positronenemissionstomographie (PET) als
pradiktiver Biomarker diskutiert und findet bereits Anwendung im klinischen Alltag. Hierbei
wird jeweils die Tumorlast, gemessen an Lymphknoten oder Organen, welche pathologisch
viel fluoreszierende Glucose (*8F-Fluor-2-Desoxyglucose = FDG) aufnehmen, bestimmt.
Insbesondere Therapierefraktaritat und Rezidive konnen so deutlich friiher detektiert
werden (Zaucha et al., 2019). Die PET ist daher bereits heute essenzieller Bestandteil als
Primardiagnostik in den Behandlungsprotokollen im Leitlinienprogramm Onkologie,
auBerhalb von Studien wird es uneingeschrankt jedoch nur im fortgeschrittenen Stadium als
Interimsdiagnostik empfohlen (Leitlinienprogramm Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft,
2019)). Problematisch ist die noch immer hohe Rate an falsch negativen Ergebnissen von 13-
19% sowie eine recht hohe Subjektivitat in der Auswertung (Aoki & Steidl, 2018).

Flr Patienten/-innen mit einem cHL in einem fortgeschrittenen Stadium wurde der
International Prognostic Score (IPS) entwickelt. Dieser besteht aus sieben Items, die
unabhangig voneinander einen negativen prognostischen Einfluss haben (Hasenclever &
Diehl, 1998). Allerdings hat der IPS seit Einfihrung der intensiveren Therapien nur noch
wenig Einfluss auf die Therapieempfehlungen (Aoki & Steidl, 2018, Leitlinienprogramm
Onkologie (Deutsche Krebsgesellschaft, 2019)).

Obwohl die Heilungschancen fir Patienten/-innen mit cHL sehr hoch sind, sind die akuten
Nebenwirkungen, die insbesondere die Therapie bei dlteren und komorbiden Patienten/-
innen erschweren, und die spaten Nebenwirkungen der Therapie, von denen besonders
junge Patienten/-innen zwischen 20-40 betroffen sind, als problematisch anzusehen. Friihe
Nebenwirkungen sind beispielsweise eine ausgepragte Neutropenie mit hoher
Infektionsgefahr sowie Nerven- oder Nierenschaden (Engert, 2019). Zu den spéaten
therapieassoziierten Schaden zdhlen unter anderem Kardiomyopathien durch die

verwendeten Anthrazykline, das Auftreten von sekundaren Malignomen durch die



Polychemo- und Strahlentherapie sowie Lungenschaden durch Bleomycin. Besonders bei der
BEACOPP-Therapie, Salvage-Therapien und allogener Stammzelltransplantation kann es

auBerdem zu Infertilitdit kommen (Shanbhag & Ambinder, 2018).

1.4 Tumormikromilieu

Neben den eigentlichen Tumorzellen bestehen Malignome auch aus einem komplexen
Begleitinfiltrat, dem TME, welches immunologische Zellen, aber auch Stromazellen,
Endothelzellen, Adipozyten und reichlich extrazellulare Matrix enthalt. Das TME ist eine
auBerst dynamische Umgebung und variiert inter- und intratumoral stark in seiner
Zusammensetzung. Fiir Malignome ist das TME von essenzieller Bedeutung und es wurde
unter den Punkten ,,evading immune destruction“ und ,tumor promoting inflammation” in
die sogenannten ,Hallmarks of cancer” aufgenommen, das wohl bekannteste Modell zur
Tumorgenese (Hanahan & Weinberg, 2011). Es wird dabei angenommen, dass das
korpereigene Immunsystem standig versucht, die Entstehung von Tumoren zu unterbinden.
In der Tumorgenese formiert sich jedoch um die malignen Zellen herum eine Umgebung, die,
anstatt die neoplastischen Zellen effektiv abzutéten, fiir das Uberleben und Wachsen
derselben unerlasslich sind. Welche Funktion dabei welchen Zellen zukommt und welche
Rolle auch sezernierte Faktoren spielen, wie z.B. Wachstumsfaktoren oder reaktive
Sauerstoffspezies, ist bisher nur in Ansatzen verstanden. Gesichert ist, dass sich in der
Umgebung der malignen Zellen Immunzellen finden, die das Uberleben des Tumors férdern
konnen, darunter T-Helfer-Zellen (Th-Zellen), regulatorische T-Zellen (Treg-Zellen) und
tumorassoziierte Makrophagen (TAM), aber auch solche, die versuchen, den Tumor zu
eliminieren, wie die zytotoxischen T-Zellen (CTL) und natiirlichen Killerzellen (NK-Zellen) (Hui
& Chen, 2015). Uber die Funktionen der Stromazellen, GefaRe und der Extrazelluldrmatrix ist
wenig bekannt. Vermutet wird, dass sie insbesondere fiir die Neoangiogenese,

Metastasierung und Disseminierung von Bedeutung sind (Hanahan & Weinberg, 2011).



1.4.1 Hodgkin-Reed-Sternberg-Zellen und das Tumormikromilieu im klassischen Hodgkin-

Lymphom

Die Besonderheiten des TME im cHL bestehen darin, dass die neoplastischen Zellen, die
HRSC, nur einen Bruchteil der Zellen im Lymphomgewebe ausmachen und dass das TME
entsprechend sehr ausgepragt und dariber hinaus auRergewohnlich heterogen ist (Steidl et
al., 2011). Es ist bekannt, dass die HRSC Uber die Ausschittung von Zytokinen verschiedenste
Immunzellen in das TME locken (Kippers, 2009). Im Folgenden soll auf die HRSC und die
Funktionen der groRten umgebenden Zellpopulationen, die T-Zellen, B-Zellen und
Makrophagen, naher eingegangen werden.

HRSC sind sehr groBe und haufig mehrkernige Zellen, die zwar von B-Zellen des
Keimzentrums abstammen und mutierte Immunglobulingene aufweisen, aber keinen
typischen B-Zell-Phdnotyp mehr haben, was einen Unterschied zu allen anderen B-Zell-
Lymphomen darstellt (Kiippers, 2009). Sie weisen zudem auch Signalwege und Rezeptoren
auf, die normalerweise in anderen hamatologischen Zellen, nicht jedoch in B-Zellen aktiviert
sind (Cirillo et al., 2019). Unter den wenigen B-Zell-Markern, die sie behalten haben, sind
CD40 und CD80 sowie sehr vereinzelt CD20 und der MHCII-Komplex. Vermutet wird, dass
diese Oberflachenmolekiile inshesondere fiir die Interaktion mit dem TME von Bedeutung
sind (Klppers, 2009). Man kann morphologisch zwischen den einkernigen Hodgkin-Zellen
und den mehrkernigen Reed-Sternberg-Zellen, welche vermutlich durch Fusion nach
unvollstandiger Zellteilung entstehen, unterscheiden (Rengstl et al., 2013). Kennzeichnend
fiir beide sind die Expression des Oberflachenmarkers CD30 sowie zum Teil CD15. In der
Forschung werden sie meist als eine Zellart behandelt (Cirillo et al., 2019). HRSC haben,
anders als die meisten anderen Tumorzellen, nur ein sehr geringes intrinsisches
Proliferationspotenzial und sind daher angewiesen auf eine Umgebung, die durch direkte
Zell-Zell-Interaktion sowie durch sezernierte Faktoren die Tumorgenese und Proliferation
vorantreibt. Insbesondere die Aktivierung von Signalwegen, wie die durch die Interaktion mit
dem TME ausgelosten NF-kB- und der JAK/STAT-Signalwege, aber auch aktivierende
Mutationen sind dabei fiir die das Uberleben der neoplastischen Zellen von essenzieller
Bedeutung (Cirillo et al., 2019, Klppers et al., 2012, Kippers, 2009). Diese starke

Abhdngigkeit der HRSC vom TME zeigt sich auch darin, dass es nur schwer méglich ist, HRSC



in Zellkulturen anzuziichten und dass auch bei der Disseminierung eines cHL in
extralymphatische Organe das typische TME immer zu finden ist (Kippers, 2009).

Die groRte Population im TME des cHL sind, unabhangig vom Subtyp, die T-Zellen. Den
Hauptteil davon machen CD4 pos. T-Zellpopulationen aus, wie Th-Zellen und Treg-Zellen (Liu
et al,, 2014). Sie sind im gesamten Lymphom verteilt zu finden, formieren aber auch direkt
um die HRSC herum sogenannte T-Zell-Rosetten. Im gesunden Gewebe sind T-Zellen, vor
allem die CTL und Th-Zellen, unter anderem dafiir zustandig, maligne Zellen zu erkennen und
zu eliminieren. Diese natiirliche immunologische Antwort scheint im cHL nicht effektiv genug
zu sein, um einen Tumorprogress zu verhindern (Vardhana & Younes, 2016). Uber die
genauen Funktionen der einzelnen T-Zellpopulationen und deren spezielles Zusammenspiel
im TME des cHL wird noch viel spekuliert. Griinde fiir die ineffektive Immunantwort gegen
die neoplastischen HRSC kdnnten Zytokine sein, die von den HRSC sezerniert werden. Dazu
gehort zum Beispiel CCL17, welches vermehrt nur jene T-Zellpopulationen anlockt, denen
tumorfoérdernde Eigenschaften zugeschrieben werden, wie zum Beispiel Treg-Zellen. Zudem
werden auch solche Zytokine sezerniert, die in der Lage sind, infiltrierende naive T-Zellen in
spezifische Subtypen umzuwandeln, wie MIF, Galectin-1, IL-7 und IL-13 (Steidl et al., 2011,
Liu et al., 2014). Ebenso wird vermutet, dass die Anti-Tumorantwort, insbesondere der CTL,
durch die von HRSC und den Treg-Zellen ausgeschitteten Zytokine IL-10 und TGF- und
durch die Interaktion mit dem Apoptose ausléosenden CD95-Liganden auf den HRSC
geschwacht wird (Liu et al., 2014). Bei den T-Zellrosetten, die Gberwiegend Th-Zellen
beinhalten, wird vermutet, dass sie eine Art direkte Barriere fiir die HRSC vor Angriffen der
CTL darstellen (Cirillo et al., 2019). Ebenso bekannt ist, dass sich auf den vorhandenen T-
Zellen im cHL vermehrt der Rezeptor PD-1 finden lasst. Dieser wurde urspriinglich als
Zeichen von T-Zell-Erschdpfung bei viralen Infektionen entdeckt. Bei Kontakt von PD-1 und
dem T-Zell-Rezeptor mit den entsprechenden Liganden PD-L1 und MHC-I kommt es zur
Herunterregulierung der effektiven Immunantwort der T-Zellen. Im cHL findet sich dieser
Ligand unter anderem auf den HRSC und Makrophagen, was vermuten lasst, dass sie zu
einer induzierten T-Zell-Erschopfung fahig sind und damit eine effektive Antitumorantwort
abschwachen kénnen (Vardhana & Younes, 2016). Zusammenfassend lasst sich sagen, dass
die grolRe Population der T-Zellen im TME des cHL sowohl tumorfordernde Zellen beinhaltet
als auch solche, die fiir eine Antitumorantwort zustandig sind. Die genauen Funktionsweisen

der einzelnen Subpopulationen sind aber noch nicht ausreichend verstanden. Die HRSC
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sorgen durch die Ausschiittung von Zytokinen und direkte Zell-Zell-Interaktion dafiir, dass
tumorfordernde Populationen gestarkt und die HRSC vor Angriffen durch die
tumorhemmenden Populationen geschiitzt werden. Untersuchungen an IHC-Prdparaten zur
Korrelation von vorhandenen T-Zell-Subpopulationen und dem klinischen Outcome zeigten,
dass T-Zellen potentielle prognostische Biomarker sein konnten. Hierbei ist jedoch
anzumerken, dass einige Studien Treg-Zellen als prognostisch unginstig und CTL als
prognostisch giinstig herausstellten (Alvaro et al., 2005, Greaves et al., 2013b, Chetaille et
al., 2009), einige jedoch auch genau das Gegenteil demonstrierten (Schreck et al., 2009,
Hollander et al., 2018). Diese Arbeiten differierten alle stark in der
Kollektivzusammensetzung und Methodik und bediirfen daher weiterer Validierungen und
eines tieferen biologischen Verstandnisses, um daraus einen praktikablen Biomarker zu
erarbeiten. In den letzten Jahren haben sich die PD-1 beziehungsweise PDL-1-Inhibitoren
Nivolumab und Pembrolizumab, die letztlich eine Herrunterregulierung der T-Zellantwort
verhindern, in der Therapie von refraktdren cHL etabliert und damit die Bedeutung der T-
Zellen, insbesondere der CTL als vermutlich tumorhemmende T-Zell-Subpopulation, im TME
des cHL hervorgehoben (Vardhana & Younes, 2016).

Ebenso ubiquitar wie T-Zellen finden sich B-Zellen im TME des cHL. Hierbei hervorzuheben
ist, dass sich die B-Zellen im cHL histologisch teils knotig anordnen, wie sie es auch in Primar-
und Sekundarfollikeln eines gesunden Lymphknotens tun, teils aber auch diffus verstreut
liegen (Cirillo et al., 2019). Uber die Funktionen der B-Zellen im TME des cHL ist noch wenig
bekannt. Man vermutet, dass B-Zellen eine weitgehend antitumorale Funktion haben, wobei
auch hier vermutlich zwischen verschiedenen B-Zell-Subpopulationen unterschieden werden
muss (Tudor et al., 2013). In Untersuchungen an IHC Praparaten und in
Genexpressionsanalysen konnte ein Zusammenhang zwischen dem Gehalt an B-Zellen und
der Prognose hergestellt werden (Chetaille et al., 2009, Tudor et al., 2013, Greaves et al.,
2013b, Steidl et al., 2010). Ein erhéhter Gehalt an B-Zellen war demnach mit einem besseren
Outcome verbunden, doch auch hier bedarf es weiterer Validierung durch unabhéngige und
groRRere Studien. Es bleibt dabei auch ungewiss, ob viele B-Zellen im Lymphomgewebe
bedeuten, dass der Tumor noch nicht aggressiv genug war, um die physiologische
Follikelarchitektur und die darin enthaltenen B-Zellen zu verdrdangen, oder ob die B-Zellen
selbst antitumordse Eigenschaften haben und eine hohe Zahl daher prognostisch glinstig

sein konnte (Cirillo et al., 2019).
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Nicht nur im cHL, sondern auch in vielen weiteren Tumorentitdten sind die Makrophagen
und Monozyten schon friih in den Fokus der Forschung zum TME gerlickt. So wurden die
tumorassoziierten Makrophagen (TAM) bereits 1980 in einer Studie als potentieller
Biomarker fiir das cHL prasentiert (Steidl et al., 2011). Es wird vermutet, dass Makrophagen,
durch die Tumorzellen und das umgebende TME angelockt, in ihrer urspriinglichen,
tumorhemmenden Funktion unterdriickt und in eben jene TAM umgewandelt werden, die
durch Zytokine und direkte Zell-Zell-Interaktionen eine effektive T-Zell-Antitumorantwort
verhindern kénnen (De Palma & Lewis, 2013). In verschiedenen Genexpressionsstudien und
Untersuchungen an IHC Praparaten wurde ein erhohter Gehalt an Makrophagen als
unabhangiger, negativ prognostischer Biomarker postuliert (Sanchez-Espiridion et al., 2009,
Kamper et al., 2011, Steidl et al., 2010, Tan et al., 2012), obgleich es Studien gab, die dies
nicht bestatigen konnten (Azambuja et al., 2012, Kayal et al., 2014, Sanchez-Espiridion et al.,
2012, Sdnchez-Espiridion et al., 2010). Da all diese Studien unterschiedliche
Erkrankungsstadien untersuchten und verschiedene Methoden nutzten, bedarf es auch hier
weiterer Forschungsarbeiten, bevor der Gehalt an Makrophagen als Biomarker auch in der

Klinik angewendet werden kann.

1.4.2 Tumormakromilieu

Eine allgemein anerkannte Definition, bis wohin das TME von Malignomen reicht, liegt bisher
nicht vor. Es gibt Bestrebungen, neben dem TME auch ein Tumormakromilieu zu
beschreiben und in seiner Bedeutung fir Malignome zu untersuchen. Grund hierfir ist die
Annahme, dass fiir das Entstehen und Uberleben eines Tumors nicht nur die Zellen in
direkter Nachbarschaft der neoplastischen Zellen von groRer Bedeutung sind, sondern auch
weitreichendere Interaktionen mit dem betroffenen Organ und dem gesamten
metabolischen System des Korpers. Flr diese Interaktionen sollen, anders als im TME, in
dem direkte Zell-Interaktionen und parakrin wirkende Zytokine eine groRRe Rolle spielen,
insbesondere das Blut- und LymphgefaRsystem sowie das Immunsystem verantwortlich sein
(Al-Zoughbi et al., 2014). Insbesondere bei Lymphomen, bei denen keine Metastasierung im
eigentlichen Sinne stattfindet, sondern sich vielmehr eine Disseminierung der neoplastischen
Zellen und des entzlindlichen Begleitinfiltrates iber das Lymph- und Blutgefaflsystem im

gesamten Korper vollzieht, konnte es wichtig sein, zwischen TME und Tumormakromilieu
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nadher zu differenzieren (Pals et al., 2007). Insbesondere wenn, wie in der vorliegenden
Arbeit, Ganzschnitte oder sogar gesamte Lymphknoten ausgewertet werden, sollte bedacht
werden, dass diejenigen Zellen, die die neoplastischen Zellen direkt umgeben, womoglich
andere Funktionen als jene Zellen der gleichen Zellart iibernehmen, die weiter von den
neoplastischen Zellen entfernt zu finden sind (Carey et al., 2017). Da diese Thematik bisher,
insbesondere bei Lymphomen, noch nicht ausreichend erforscht und beschrieben wurde,
wird in der hier vorliegenden Arbeit jedoch ausschlieRlich der Begriff TME fiir die erfassten

Zellen, egal ob nah oder fern einer HRSC, verwendet.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Verwendete Chemikalien, Materialien, Gerate und Software

- IHCFarbung
e Antikérper
o CD20: Maus-anti-CD20 Klon L26
(Dako, Glostrup, Danemark)
o CD30: Maus anti-CD30 Klon Ber-Her2
(Institut far Pathologie, UKSH, Campus Kiel, Deutschland)
o CD3: Hase anti-CD3 Klon SP7
(Neomarkers Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland)
o CD68: Maus anti-CD68 Klon PG-M1
(Dako, Glostrup, Ddnemark)
e Reagenzien
o Bond™ Epitopdemaskierungslosung 1
(Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)
o Bond™ Epitopdemaskierungslosung 2
(Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)
o Bond™ Polymer Refine Detection

(Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)
- Hamalaun Farbung

o Hamatoxylin = Mayers Hamalaunlésung (Merck KGaA, Darmstadt,

Deutschland)
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- Gerate und weitere Materialien

@)

Bond-Max Farbeautomat

(Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)
Nanozoome RS 2.0 Scanautomat

(Hamamatsu Photonics, Ammersee, Deutschland)
Schlittenmikrotom 2010R

(Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)
Rotationsmikrotom Thermo Scientific HM 325
(Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland)
Axiophot Photomikroskop

(Carl Zeiss Microscopy, Jena, Deutschland)
Objekttrager beschichtet

(Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)

Pertex Eindeckglaser

(Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland)
Warmeschrank

(Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland)

- Software

)

Definiens Tissue Studio 64

(Definiens AG, Miinchen, Deutschland)
NDPI Viewer

(Hamamatsu Photonics, Ammersee, Deutschland)
ProGres Capture Pro 2.9.0.1

(Jenoptik, Jena, Deutschland)

MS Paint

(Microsoft Corporation, Redmond, USA)
Graph Pad Prism 8

(Graph Pad Software Inc., San Diego, USA)
SAS9.4

(SAS Institute Inc., North Carolina, USA)
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2.2 Kollektiv

Flr diese Arbeit wurden insgesamt knapp 600 Lymphomproben von Patienten/-innen mit
einem cHL untersucht. Diese Patienten/-innen waren in die Studien HD12, HD15 und HD18
der GHSG eingeschlossen, welche insgesamt 5801 Patienten/-innen umfassten. Das erste
Kollektiv wurde aus den Studien HD12 und HD15, ein Validierungskollektiv fir die CD20
gefarbten Schnitte aus der HD18 Studie gebildet. Bei den Patienten/-innen wurde zwischen
Januar 1999 und Juli 2017 ein cHL diagnostiziert. Die Therapie entsprach dem durch
Randomisation zugewiesenen Studienarm. Die Chemotherapie bestand dabei aus 6-8 Zyklen
mit einem BEACOPP Regime (eBEACOPP, bBEACOPP oder BEACOPP14). Bei den HD12-
Patienten/-innen wurden in den Armen B und C nicht bestrahlt; in den Armen A und D
erhielten sie als Konsolidierung 30 GY Restbestrahlung und auf initialen Bulk. In HD15 und
HD18 wurden nur PET-positive Restbefalle konsolidierend bestrahlt (Borchmann et al., 2017,
Borchmann et al., 2011, Engert et al., 2012).

Fiir diese GHSG Studien galten folgende Einschlusskriterien: Ann-Arbor Stadium llb mit
groBem Mediastinalbefall (>1/3 des Thoraxdurchmesser im Rontgen-Thorax a.p. Aufnahme)
oder einem extranodalen Befall, alternativ ein Ann-Arbor Stadium Il oder IV, Alter zum
Zeitpunkt des Studieneinschluss zwischen 18 und 69, HIV-Status negativ, ECOG von max. 2
(Index von 0 bis 5 zur Quantifizierung der Einschrankung durch die Erkrankung von der
Eastern Co-operative Oncology Group), keinerlei therapieeinschrankende Komorbiditaten.
Primarer Studienendpunkt war die Zeit bis zum Therapieversagen (FFTF) fir die HD12 und
HD15 Studie, definiert als Zeitraum ohne Progression, Rezidiv, Notwendigkeit einer
intensivierten oder modifizierten Therapie, Tod oder Abbruch der studienkonformen
Therapie und Progressionsfreies Uberleben (PFS), definiert als Zeitraum bis zum
Fortschreiten der Erkrankung oder Tod jedweder Ursache, fiir die HD18 Studie.
Progressionsfreies Uberleben bei den HD12 und HD15 Studien (PFS), Gesamtiiberleben (0S),
komplette Remission (CR) sowie das Auftreten therapieassoziierter Schaden waren die
sekundaren Studienendpunkte (Borchmann et al., 2017, Borchmann et al., 2011, Engert et
al., 2012).

Fir die vorliegenden Untersuchungen wurde aus diesen Studien retrospektiv ein Kollektiv
gewahlt, bei dem das Verhaltnis von Patienten/-innen mit Progress oder Rezidiv und solchen

ohne Progress oder Rezidiv 1:2 betrug. Fur die Aufnahme von Patienten/-innen in dieses
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Kollektiv galten dariiber hinaus folgende Voraussetzungen: Vorliegen der diagnostischen
Gewebeproben und einer histologischen Diagnose in einem der pathologischen
Referenzzentren der GHSG, Vorliegen aller notigen Daten und bekannten IPS Risikofaktoren,
langjahrige Follow-up Daten sowie Einverstandnis der Patienten/-innen zur Nutzung ihrer
Gewebeproben fir weitere Forschungszwecke. Zur Verfiigung gestellt wurden diese Proben
in Form von Paraffinblocken aus den Archiven der pathologischen Referenzzentren der
GHSG: Universitatsklinikum Schleswig-Holstein Campus Kiel und Liibeck, Charité Berlin,
Universitatsklinikum Frankfurt am Main, Universitatsklinikum Wiirzburg, Kantonsspital St.
Gallen.

Von 408 vorhandenen Lymphomproben aus den HD12 und HD15 Studien wurden fiir ein
finales Kollektiv von 387 Proben die Anteile der vier Zellarten: B-Zellen, T-Zellen,
Makrophagen, HRSC bestimmt. Grund fiir die Reduktion waren abhanden gekommene
Paraffinblocke oder Schnitte (n=8), stark beschadigtes Gewebe, welches nicht zur Analyse
geeignet war (n=6), eine qualitativ unzureichende Farbung (n=6) und eine fehlerhafte
Diagnose (n=1). Fiir die statistische Auswertung der kombinierten histopathologischen und
klinischen Daten wurden letztlich die Daten von 340 Patienten/-innen verwendet, die
Ubrigen Patienten/-innen (n=47), bei denen ein Tod aufgrund lymphom- und
therapieunabhangiger Erkrankung vorlag, wurden aus diesem Kollektiv ausgeschlossen. Die
Untersuchungen an den fir CD20 und CD68 gefarbten Schnitten wurden von einem
ehemaligen Mitarbeiter des Instituts durchgefiihrt und waren zu Beginn der Arbeit an der
hier vorliegenden Dissertation bereits abgeschlossen.

Fir eine Validierung der B-Zell-Daten wurden 190 weitere Proben aus der HD18 Studie
ebenfalls auf ihren CD20 pos. Zellgehalt hin untersucht. Um eine optimale Vergleichbarkeit
mit den Primardaten zu gewahrleisten, wurde dieses Kontrollkollektiv spater wiederum auf
147 Proben reduziert, sodass die Zusammensetzung der Patienten/-innen dem ersten
untersuchten Kollektiv entsprach. Die Charakteristika dieses ersten untersuchten Kollektivs
sowie des Validierungskollektivs und der GHSG Studien, sind in Tabelle 3 dargestellt. Das
Follow-up in der Primarkohorte lag im Median bei 66 Monaten (Kl 95%: 63-71) und in der
Kontrollkohorte bei 62 Monaten (KI 95%: 57-65) (Jachimowicz et al., 2020).
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Tabelle 3 Darstellung der Charakteristika in den untersuchen Kollektiven und urspriinglichen German
Hodgkin Study Group (GHSG) Studien (Jachimowicz et al., 2020)

Charakteristika 1.Untersuchtes | HD12+HD15 | Validierungs- | HD18
Kollektiv N=3426 kollektiv N=2101
N*1=340 N=147
Medianes Alter (IQR)*? 31 (24-40) 33 (24-42) 33(25-42) 32 (24-43)
GHSG Risikofaktoren N (%)
Extranodale Erkrankung 64 (18.8) 693 (20.3) 28 (19) 407 (19.4)
>=3 Lymphknoten-Areale 304 (89.4) 2884 (84.3) 128 (87.1) 1809 (86.1)
Mediastinaler Bulk 106 (31.2) 1024 (30.1) | 37 (25.2) 592 (28.2)
Erhéhte BSG*3 248 (72.9) 2310 (65.9) 93 (63.3) 1332 (63.4)
IPS** Risikofaktoren N (%)
Mannliches Geschlecht 205 (60.3) 2059 (60.1) 96 (66) 1278 (60.8)
Alter >=45 Jahre 53 (15.6) 719 (21) 26 (17.7) 437 (22.4)
Ann-Arbor Stadium IV 142 (41.8) 1198 (35.0) 53 (36.1) 765 (36.4)
Albumin <4g/dI 192 (56.5) 1796 (55.1) 85 (87.5) 1180 (56.2)
Hamoglobin < 10.5g/dl 56 (16.5) 617 (18.1) 28 (19) 379 (18)
Leukozytose 77 (22.6) 700 (20.5) 30 (20.4) 436 (20.8)
Lymphopenie 23 (6.8) 261 (8.0) 10 (6.8) 151 (7.2)
IPS Score N (%)
0-2 204 (60) 1721 (55.8) | 92 (63) 1206 (61.9)
3-7 136 (40) (34.6) 54 (37) 741 (38.1)
Histologischer Subtyp N (%)
Nodulare Sklerose 221 (65) 1778 (51.9) 72 (49) 747 (35.6)
Mischtyp 100 (29.4) 780 (22.8) 25 (17.0) 245 (11.7)
Lymphozytenreiches cHL 9(2.6) 73 (2.1) 4(2.7) 29 (1.4)
Lymphozytenarmes cHL 4(1.2) 35(1) 0 8(0.4)
NOS*> 6(1.7) 760 (22.2) 46 (31.2) 1072 (51)

*IN = Anzahl

*2]QR = Interquartilrange von 25-75%

*3BSG = Blutsenkungsgeschwindigkeit

*4|PS = International Prognostic Score (Hasenclever & Diehl, 1998)

*>NOS = no other specified
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2.3 Verarbeitung der Gewebeproben

Aus den in Formalin fixierten und in Paraffinblocken eingebetteten Gewebeproben wurden
mit einem Schlitten- und einem Rotationsmikrotom (Schlittenmikrotom 2010R: Leica
Biosystems, Wetzlar, Deutschland; Rotationsmikrotom: Thermo Scientific HM 325, Thermo
Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) 2-3um dicke Schnitte erstellt, auf beschichtete
Objekttrager (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland) aufgezogen und im Warmeschrank
(Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland) bei 37-42°C (iber Nacht getrocknet. Um
eine moglichst valide Aussage Uber die Zellzusammensetzung an einer definierten Stelle des
Lymphoms zu machen, wurden nur Folgeschnitte der Praparate angefertigt und verarbeitet.
Diese Schnitte wurden anschlieRend immunhistochemisch fir die Marker CD3 fur T-Zellen,
CD20 fur B-Zellen, CD68 fir Makrophagen und CD30 fiir HRSC vollautomatisiert im Leica
Bond™ Max Automat (Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland) gefarbt. Diese IHC
Farbungen machen spezifische Zellproteine durch eine Antigen-Antikorperreaktionen
sichtbar. Hierflr wurden die Schnitte mit einer Inkubation in Xylol (10 min) entparaffiniert
und einer absteigenden Alkoholreihe (3x 100%, 2x 96%, 1x 70%) rehydriert. AnschlieBend
folgte eine Bearbeitung der Schnitte im Farbeautomaten mit der Bond™
Epitopdemaskierungslosung 1 (Citrat-Puffer, pH-Wert 5,9-6,1) oder 2 (EDTA-Puffer, pH-Wert
8,9-9,1) (Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland), um die Antigene freizulegen. In einem
nachsten Schritt wurde jeweils der an das spezifische Antigen bindende Antikdrper verdiinnt
hinzugegeben und mit dem polymeren Detektionssystem des Bond Max Automaten (Bond™
Polymer Refine Detection, Leica Biosystems, Wetzlar, Deutschland) verstarkt sichtbar
gemacht. Danach erfolgte eine Gegenfarbung der Schnitte mit Himalaun nach Meier, um
das IHC negative (neg.) Gewebe darzustellen. AbschlieBend wurde eine aufsteigende
Alkoholreihe durchgefiihrt und die Schnitte wurden mit Pertex (Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland) eingedeckt. Die verwendeten Antikdrper, Vorbehandlungen und
Verdiinnungen sind Tabelle 4 zu entnehmen. Die gefarbten Schnitte wurden mit dem
Hamamatsu Nanozoomer RS 2.0 (Hamamatsu Photonics, Ammersee, Deutschland)

hochauflésend in 40facher VergréBerung gescannt und als ndpi-Dateien gespeichert.
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Tabelle 4 Informationen zur immunhistochemischen Farbung: Zielantigen, Antikérperdetails,
Vorbehandlung und Verdiinnung

Zielantigen | Klon Herkunft | Vorbehandlung Verdiinnung
CcD3 SP7 Hase Bond™ Epitopdemaskierungsldsung 1 1:100

CD20 L26 Maus Bond™ Epitopdemaskierungslésung 1 1:400

CD30 BerH2 | Maus Bond™ Epitopdemaskierungslésung 1 1:5

CD68 PG-M1 | Maus Bond™ Epitopdemaskierungslésung 2 (pH9) | 1:100

2.4 Ethikvotum

Es liegt eine schriftliche Einwilligung der Patienten/-innen fiir die jeweilige GHSG-Studie vor,
welche eine translationale Analyse wie in der vorliegenden Arbeit mit einschliel3t. Die
schriftliche Einwilligung nach Aufklarung wurde von der Ethikkommission der Universitat
KoIn begutachtet und genehmigt. Die Studien wurden in Ubereinstimmung mit der
Deklaration von Helsinki durchgefiihrt (ClinicalTrials.gov NCT00265031 (HD12),
NCT00515554 (HD18), isrctn.com ISRCTN32443041 (HD15)).

Die Bearbeitung der Gewebeproben ohne Einholung neuer klinischer Daten wird zudem
durch das Ethikvotum der medizinischen Fakultat der Christian-Albrechts-Universitat fir die

Arbeit mit Archivmaterial in der Pathologie gedeckt (D447/10).

2.5 Digitale Bildanalyse

Die Scans der IHC gefarbten Schnitte wurden einzeln als ndpi-Dateien in die
Bildanalysesoftware TissueStudio 64 (Definiens AG, Miinchen, Deutschland) importiert und
analysiert. Diese Software ermoglicht es, Ganzschnitte hinsichtlich ihres Gehalts an IHC pos.
Zellen teilautomatisiert zu analysieren. Die gewadhlten Softwareeinstellungen sind im
Folgenden detailliert aufgefiihrt. Zum besseren Verstandnis sind die Arbeitsschritte in
Abbildung 1-4 noch einmal dargestellt.

Als konstante Voreinstellungen fiir die Bildanalyse wurde der im Scan gespeicherte
VergroRerungsmafstab 40x = um/pxl 0,22711 verwendet, die vorliegende Farbung als IHC,
braun und chromogen definiert und die Lokalisation des IHC Markers als membranstandig

angegeben.
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Zunéchst erfolgte durch die Einstellung eines Homogenitatsgrenzwertes von 0,5 von 5, eines
individuellen Helligkeitsgrenzwertes von 180-222 von 255 und einer Gewebemindestgrofie
von 2000 um? eine separate Defintion von Gewebe und Hintergrund (Tissue-Background
Separation). Das Gewebe wurde dann automatisiert als zu analysierendes Material erfasst
(Composer: Initialization) und die duBeren Gewebegrenzen wurden geglattet (Composer:
Reclassify Region). AnschlieBend wurde eine Uberpriifung dieser Auswahl vorgenommen
und nicht-analysierbare Bereiche wurden als solche manuell markiert und ausgeschlossen
(Composer: ROI Correction). Als nicht-analysierbar gewertet wurden lber- und unterfarbte,
stark zerkliftete oder gequetschte Areale, Farbflecken, TMA-Stanzl6cher sowie eindeutig
nicht dem Lymphom zugehorige Gewebsabschnitte, wie zum Beispiel grofe

Fettgewebsanhdnge (Abbildung 1).

,,
-

Abbildung 1 Schritt 1 der digitalen Bildanalyse

Kombinierte manuelle und automatisierte Definition der Areale. a Original Scan eines
Lymphomschnittes mit einer Farbung fiir CD30. b Overlay nach der Detektion von geeigneten
(orange) und ungeeigneten (blau) Arealen.

Fiir die weiteren Analyseschritte dienten jeweils 4 reprasentative vergroRerte Ausschnitte
des Schnittes (Initialize Cellular Analysis). In dieser 4-Bild-Ansicht wurden dann die Zellkerne
automatisiert bei einem Intensitatsschwellenwert fiir die Himatoxylinfarbung von 0,01 und
fur die IHC Farbung von 0,1 detektiert und die charakteristische KerngréRe mit 20 um?
beschrieben (Nucleus Detection). Kleinere Artefakte wie z.B. Kerntrimmer sowie
kerndhnliche Farbspritzer wurden durch den Ausschluss von detektierten Arealen unter

einer GroRe von 7 um? entfernt (Nucleus Morphology and Filter) (Abbildung 2).
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Abbildung 2 Schritt 2 der digitalen Bildanalyse
VergroRerung reprasentativer Ausschnitte und Kerndetektion an einem fiir CD30 gefarbten
Lymphomschnitt. a Beispiel eines Ausschnitts, in jeder Analyse wurden vier Ausschnitte gewahlt.
b Darstellung der Kerndetektion auf diesem Ausschnitt durch blaues Overlay der Kerne.

2.5.1 Gehalt von B- und T-Zellen

Der Gehalt an T-Zellen wurde als Anteil der CD3 pos. Zellen von allen detektierten Zellen
gemessen, der Gehalt an B-Zellen entsprechend als Anteil an CD20 pos. Zellen. Hierzu
erfolgte nach der Detektion aller Zellkerne eine automatisierte Erkennung der Zellen, indem
der Intensitatsschwellenwert fiir die IHC Farbung auf O von 1 gesetzt und die Membrandicke
mit 1 pxl von 4 definiert wurde (Membranes and Cells). Fiir die Klassifizierung in CD3 pos.
und CD3 neg. Zellen und entsprechend CD20 pos. und CD20 neg. Zellen wurde der
Intensitatsschwellenwert fir die IHC Farbung fir jeden Schnitt individuell angepasst mit
Werten zwischen 0,04 — 0,32 von 3 (Cell Classification). Das Programm Definiens
TissueStudio (Definiens AG, Miinchen, Deutschland) analysierte den gesamten Schnitt in
automatisiert eingeteilten, wenige mm? groRen Quadraten. Um zu vermeiden, dass Zellen,
die sich auf der Grenze zwischen zwei Quadraten befanden, doppelt gezdhlt wurden, wurden
dabei alle Zellen, die durch die Abschnittsgrenzen angeschnitten waren, aus der Analyse

durch die Einstellung Distanz <0 entfernt (Cell Classification Exclusion) (Abbildung 3).
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Abbildung 3 Schritt 3 der digitalen Bildanalyse
Individualisierte Detektion immunhistochemisch pos. Zellen und neg. Zellen unter Anpassung

verschiedener Schwellenwerte. a Ausschnitt eines fiir CD3 gefdrbten Lymphomschnittes.
b Overlay mit roter (pos.) und weiler (neg.) Farbe nach Detektion. Angeschnittene Zellen am Rand
wurden von der Analyse automatisch ausgeschlossen (grau), um Doppelungen zu vermeiden.
Der T- und B-Zellgehalt wurde dann nach der automatisierten Analyse des gesamten
Schnittes (Default Export) durch die Software sowohl als absoluter als auch als prozentualer
CD3 pos. beziehungsweise CD20 pos. Anteil an Zellen von allen detektierten Zellen
angegeben. Diese Auswahl an Analyseschritten fiir die Berechnung der fiir CD3 und fiir CD20
gefarbten Schnitte war von einem ehemaligen Mitarbeiter des Institutes bereits erfolgt,
welcher die Auswertung der ersten flir CD20 gefarbten Schnitte vorgenommen hatte

(Jachimowicz et al., 2020).

2.5.2 Gehalt von Hodgkin-Reed-Sternberg-Zellen und Makrophagen

Die zellbasierte Detektion war bei den CD30 und CD68 Farbungen nicht moglich. HRSC waren
haufig unregelmalig groR und heterogen angefarbt, wodurch das Programm nur
unzuverlassig die einzelnen Zellen erkannte. Makrophagen lagen haufig dicht beieinander
und wiesen ebenfalls nicht immer konstante Farbeintensitditen der Membran auf. Daher
wurden fiir die Erfassung des Gehaltes an HRSC die IHC pos. Flache der fiir CD30 gefarbten
Schnitte, fiir die Erfassung des Gehaltes an Makrophagen entsprechend fiir CD68 gefarbten
Schnitte berechnet. Hierzu wurde je Schnitt ein individueller Intensitatsgrenzwert fiir die IHC
Farbung von 0,02 — 0,32 von 2 und die MindestgrofRe des zusammenhangenden IHC Areals

auf 40-60 um? festgelegt (Marker Area Detection) (Abbildung 4).
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Abbildung 4 Schritt 3 der digitalen Bildanalyse

Individualisierte Detektion immunhistochemisch pos. Flache unter Anpassung verschiedener
Schwellenwerte. a Ausschnitt eines fiir CD30 gefdarbten Lymphomschnittes. b Overlay mit gelb zur
Darstellung immunhistochemisch pos. Flache. Mit blau markiert sind detektierte Zellkerne.

Mit diesen Einstellungen erfolgte dann eine automatisierte Analyse des gesamten Schnittes
(Default Export), die den Gehalt an HRSC- beziehungsweise der Makrophagen sowohl als
prozentualen als auch als absoluten IHC pos. Flichenanteil in um? der insgesamt analysierten
Gewebeflache berechnete. Der Analyseweg im Bildbearbeitungsprogramm fiir die
Berechnungen der fiir CD68 gefarbten Schnitte wurde von einem ehemaligen Mitarbeiter
des Instituts bereits im Vorfeld bei der Auswertung fiir die CD68 Auswertung aufgestellt und

fiir die CD30 Auswertung ibernommen.

Fiir die Berechnungen der flir CD20 und fiir CD3 gefarbten Schnitte wurden jeweils die
gesamte Zellzahl des Schnittes (All Cells), die Kernzahl (All nucleus) und die entsprechenden
IHC pos. pos. Zellen (IHC positiv cells) von der Software ausgegeben. Fiir die anti-CD30 und
anti-CD68 gefarbten Schnitte konnte nur der Parameter Kernzahl (All nucleus) und IHC pos.
Flache (Marker Area) von der Software erhoben werden. Um alle vier Farbungen
untereinander vergleichbar machen zu kénnen, wurde daher fiir die CD30 und CD68

Ill

Berechnungen hypothetisch der Wert ,,gesamte Zellzahl” ermittelt.

Um zunachst von dem errechneten IHC pos. Flachenanteil auf den Anteil der IHC pos. Zellen
im Gewebe des Schnittes zu schlieBen, erfolgte nach den Analysen an zehn reprasentativen
Schnitten der Kohorte zunachst eine Erfassung der ZellgroRe von HRSC und Makrophagen

vorgenommen.
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Dafiir wurden die IHC gefarbten Schnitte unter dem Axiophot Photomikroskop (Carl Zeiss
Microscopy, Jena, Deutschland) betrachtet und in 400x VergroRerung reprasentative Fotos
aufgenommen. In diesem Bild erfolgte dann die Markierung aller sichtbaren HRSC
beziehungsweise Makrophagen im Programm MS Paint (Microsoft Corporation, Redmond,
USA) mit einem Kreuz und die manuelle Auszahlung. Gleichzeitig wurde dasselbe Bild mit
den oben beschriebenen Einstellungen in Definiens TissueStudio (Definiens AG, Miinchen,
Deutschland) analysiert. Die von der Bildanalyse detektierte CD30 pos. bzw. CD68 pos.
Flache in um? wurde dann durch die Anzahl der manuell gezéhlten Zellen geteilt, um auf die
mit Definiens TissueStudio (Definiens AG, Miinchen, Deutschland) detektierte GroRRe einer
einzelnen HRS-Zelle und eines einzelnen Makrophagen zu schliefen. Durch die Erhebung des
arithmetischen Mittelwertes der zehn untersuchten Schnitte liel§ sich die durchschnittliche
GroRe einer HRS-Zelle und eines Makrophagen in unseren Untersuchungen annahernd mit
167,6 um? (HRSC) und 127,3 um? (Makrophage) beschreiben. Als Richtwert fir die
Gesamtzellzahl in den jeweiligen Schnitten wurde die detektierte Gesamtkernzahl genutzt.
Entsprechend wurde der Anteil an Makrophagen beziehungsweise HRSC als

,(errechnete Anzahl an Zellen/Alle Kerne) * 100“ in die entsprechende und mit den anderen

Ergebnissen vergleichbare Prozentzahl umgewandelt.

25



2.6 Messvariabilitat

Um zu Gberprifen, wie hoch die Messvariabilitdt bei der beschriebenen
Untersuchungsmethode war, wurden 15 Schnitte mit gleichem Scan und Einstellungen und
20 Schnitte mit neuem Scan und neuen Einstellungen fir die fiir CD20 gefarbten Schnitte
(Interobservervariabilitat) und je 10 Schnitte mit neuen Einstellungen fir die fir CD3 und

CD30 gefarbten Schnitte (Intraobservervariabilitdt) ein zweites Mal analysiert.

2.7 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung der bei der Bildanalyse erhobenen Daten erfolgte mit der
Software GraphPad Prism (Graph Pad Software Inc., San Diego, USA). Als Grenzwert fir
Signifikanz wurde ein p<0,05 festgelegt.

Zur Analyse der Eignung der digitalen Bildanalyse zur Erfassung des TME wurden die oben
beschriebenen Daten nach Pearson korreliert. Um die Zusammensetzung des TME im cHL zu
beschreiben, wurden deskriptive Statistiken wie Durchschnitt, Standardabweichung und
95%-Konfidenzintervall (Cl 95%) berechnet. Beobachtete Unterschiede zwischen den
Subtypen wurden mittels zweiseitigen t-Testungen auf Signifikanz gepruft.

Dariber hinaus erfolgte eine Auswertung der Studiendaten der Patienten/-innen und der
von uns erstellten Daten mit der Software SAS 9.4 (SAS Institute Inc., North Carolina, USA)
von der GHSG. Ziel war es, den Einfluss der Zusammensetzung des Tumormikromilieus auf
den klinischen Verlauf zu untersuchen. Dafiir wurde zunachst eine Normalisierung der Daten
durch eine Log2-Transformation vorgenommen. Um den Gehalt an CD20 pos., CD3 pos.,
CD30 pos. und CD68 pos. Zellen zwischen Patienten/-innen mit PFS und solchen ohne PFS zu
vergleichen, wurden wiederum zweiseitige t-Testungen durchgefihrt. Mit Kaplan-Meier-
Kurven wurde das Uberleben der Patienten/-innen unter Verwendung eines log-rank-Tests
visualisiert. Flir verschiedene Risikogruppen wurden Hazard ratios mit Hilfe des Cox-Hazard-
Regressionsmodell errechnet. Zur Findung eines optimalen cut-off-Wertes fiir einen
potentiellen Biomarker wurde eine receiver operating characteristic (ROC) Analyse zwischen

Zellgehalt und PFS durchgefiihrt (Jachimowicz et al., 2020).
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3 Ergebnisse

3.1 Bewertung der digitalen Bildanalyse als Methode zur Zellquantifizierung

3.1.1 Objektivitat und Reliabilitat der Methode

Fir die Uberpriifung der Interobservervariabilitit und damit der Reproduzierbarkeit und
Objektivitat der angewandten Methode wurden Schnitte, die bereits von einem anderen
Mitarbeiter des Instituts ausgewertet waren worden, erneut auf ihren Anteil an CD20 pos.
Zellen getestet. In der ersten Testreihe wurde dabei der gleiche Scan mit den gleichen
Einstellungen erneut analysiert. In der zweiten Testreihe wurden neue Scans angefertigt und
sowohl die Auswahl der zu analysierenden Bereiche als auch die Grenzwerte zu Detektion
der IHC Farbung ohne Kenntnis der ersten Einstellungen neu gewahlt. Bei gleichem Scan und
gleichen Einstellungen betrug die Korrelation nach Pearson r=0,996 (p<0,0001, n=15)
(Abbildung 5a), bei einem neuen Scan und neuen Einstellungen fiir den IHC Grenzwert und

der zu analysierenden Bereiche betrug die Korrelation nach Pearson r=0,936 (p<0,0001,

n=20) (Abbildung 5b).

% %
2 30m b 50-
o
20—
m m
S
& &
2 3
ol [
10—
o
(
[
0- T T 1 0 T T T T 1
0 10 20 30 % 0 10 20 30 40 50 %
(]

Tester A Tester A

Abbildung 5 a Interobservervariabilitat bei gleichem Scan und gleichen Einstellungen.

Ein Punkt entspricht den jeweiligen detektierten Anteilen an CD20 pos. Zellen der Tester (n=15),
Pearson r=0,996, p<0,001. b Interobservariabilitat bei neuem Scan und neuen Einstellungen.

Ein Punkt entspricht den jeweiligen detektierten Anteilen an CD20 pos. Zellen der Tester (n=20),
Pearson r=0,936, p<0,0001.
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Zur Prifung der Intraobservervariabilitdt und damit Reliabilitdt wurden jeweils 10 Schnitte
gefarbt fiir CD30 und CD3 ohne Kenntnis der zuvor gewahlten Einstellungen fiir die zu
analysierenden Bereiche und den IHC Grenzwert nach einem halben Jahr erneut
ausgewertet. Hier betrug die Korrelation fiir die getesteten Schnitte bei CD30 nach Pearson
r=0,983 (p<0,001, n=10) (Abbildung 6a) und bei CD3 nach Pearson r=0,908 (p=0,0003, n=10)
(Abbildung 6b).
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Abbildung 6 a Intraobservervariabilitdat bei den CD30-Analysen. Ein Punkt entspricht den
jeweiligen detektierten Anteilen an CD30 pos. Flache in den beiden Analysen (n=10), Pearson
r=0,983, p<0,001. b Intraobservervariabilitat bei den CD3-Analysen. Ein Punkt entspricht den
jeweiligen detektierten Anteilen an CD3 pos. Zellen in den beiden Analysen (n=10), Pearson
r=0,908, p=0,0003.
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3.1.2 Genauigkeit der Erfassung von Folgeschnitten

Um eine moglichst valide Aussage (iber die Zellzusammensetzung an einer definierten Stelle
des Lymphoms zu machen, wurden ausschlieBlich Folgeschnitte eines cHL Praparates
angefertigt, gefarbt und analysiert. Zur Priifung der damit erreichten jeweiligen
Vergleichbarkeit dieser Folgeschnitte wurden fiir CD20 und CD3 die Anzahl der gesamten
detektierten Zellen, fiir CD68 und CD30 die Anzahl der detektierten Kerne korreliert. Diese
Werte waren unabhangig von der IHC Farbung. Die Gesamtanzahl der Zellen korrelierte in
den fiir CD20 und CD3 gefarbten Schnitten nach Pearson mit r=0,923 (p<0,001, n=387)
(Abbildung 7a), die Gesamtanzahl der Kerne in den fiir CD68 und CD30 gefarbten Schnitten
korrelierte nach Pearson mit r=0,909 (p<0,0001, n=387) (Abbildung 7b).
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Abbildung 7 a Korrelation der Gesamtzellzahl der Folgeschnitte (gefarbt fir CD3 und CD20).
Ein Punkt entspricht dabei der jeweils detektierten Zellzahl einer Lymphomprobe (n=387),
Pearson r=0,923, p<0,001. b Korrelation der Gesamtkernzahl der Folgeschnitte (gefarbt fur
CD30 und CD68). Ein Punkt entspricht dabei der jeweils detektierten Kernzahl einer
Lymphomprobe (n=387), Pearson r=0,909, p<0,0001.

29



3.2 Quantifizierung des Tumormikromilieus im klassischen Hodgkin-Lymphom

3.2.1 Beschreibung des erfassten Tumormikromilieus

Um das TME moglichst umfassend zu quantifizieren, wurden die bereits vorhandenen
Analysen zum B-Zell- und Makrophagengehalt um die Analysen zum T-Zell- und HRSC-Gehalt
fur ein Kollektiv von 387 Patienten/-innen erganzt.

Im Durchschnitt konnte bei den fiir CD30 und CD68 gefarbten Schnitten 174734662 um? =
1,747 cm? Préaparat analysiert (Standardabweichung 124444677, KI 95%: 162297170;
187172153) und 1426084 Kerne (Standardabweichung 894654, Kl 95%: 1336668; 1515499)
detektiert werden. In den fir CD3 und CD20 gefarbten Schnitten wurden durchschnittlich
1269569 Zellen (Standardabweichung 794084, Kl 95%: 1190205; 1348932) detektiert.

Der Anteil an HRSC, gemessen als CD30 pos. Zellen, betrug dabei im Mittel 3,67%
(Standardabweichung 3,95%, Kl 95%: 3,27%; 4,06%), der Anteil an Makrophagen, gemessen
als Anteil an CD68 pos. Zellen, 9,6% (Standardabweichung 6,25%, Kl 95%: 8,98%; 10,23%).
Die als CD3 pos. gewerteten T-Zellen waren im Mittel mit 53,52% (Standardabweichung
19,98%; KI 95%: 51,52%; 55,51%) vertreten, die als CD20 pos. gewerteten B-Zellen mit
16.31% (Standardabweichung 13,73%; KI 95%: 14,94%; 17,68%). Abbildung 8 zeigt die
deskriptive Statistik der Erfassung der vier Zellanteile als Graph mit Box-Whisker-Plots.
Rechnet man die erfassten prozentualen Anteile der vier Zellreihen zusammen, ergibt sich
im Mittel eine Zuordnung von 83,1% Prozent der gesamten Zellen, die in den vier
Folgeschnitten detektiert wurden. Die durchschnittliche prozentuale Verteilung der vier
Zellarten sowie der nicht erfassten Zellen ist in Abbildung 9 in einem Kreisdiagramm
dargestellt.

Fur die Kontrollkohorte bestehend aus 147 Patienten/-innen der HD18 Studie wurde nur der
Anteil an CD20 pos. Zellen (B-Zellen) erfasst. Die durchschnittlich erfasste Gesamtzellzahl lag
hier bei 1253204 Zellen, der Anteil an CD20 pos. Zellen betrug durchschnittlich 19,76%
(Standardabweichung 15,63%; Kl 95%: 17,21%; 22,3%).
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Abbildung 8 Darstellung der erfassten prozentualen Anteile immunhistochemisch pos. Zellen.
Box-Whisker-Plots der vier untersuchten Farbungen: CD30 (Makrophagen), CD3 (T-Zellen), CD68
(Makrophagen), CD20 (B-Zellen). n=387, Mittelwert (horizontaler Strich), 95%-Konfidenzintervall
(Box), maximaler und minimaler Wert (Auslaufer).

B CD3+ 5252%
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Abbildung 9 Darstellung der durchschnittlichen prozentualen Verteilung (Mittelwerte) der
untersuchten Zellarten in einem Lymphompraparat. Kreisdiagramm: CD30 pos. (+)
(Makrophagen), CD3 pos. (T-Zellen), CD68 pos. (Makrophagen), CD20 pos. (B-Zellen), Sonstige
(nicht durch eine der vier immunhistochemischen Farbungen detektierte Zellen) (n=387).
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3.2.2 Unterschiede des Tumormikromilieus zwischen den histologischen Subtypen des

klassischen Hodgkin-Lymphoms

In der ersten Kohorte von 387 Patienten/-innen waren die verschiedenen cHL Subtypen in
folgenden Anteilen vertreten: Nodulére Sklerose n=246 (63,57%), Mischtyp n=112 (28,94%),
lymphozytenreiches cHL n=10 (2,58%), lymphozytenarmes cHL n=4 (1,03%); fiir n=15 (3,88%)
wurde der Subtyp nicht klassifiziert (NOS). Betrachtet man die Zellzusammensetzung der vier
erhobenen Zellarten getrennt in den Subtypen des cHL, so zeigten sich groRe Unterschiede.
Der Subtyp lymphozytenreiches cHL zeigte den héchsten Anteil an Lymphozyten (CD3 und
CD20 pos. Zellen), der Subtyp lymphozytenarmes cHL den geringsten. Makrophagen und
HRSC waren am starksten im lymphozytenarmen cHL vertreten, am geringsten im
lymphozytenreichen cHL. De héchsten Anteil an nicht erfassten Zellen zeigte sich ebenfalls
im lymphozytenarmen cHL, gefolgt vom Subtyp Nodulare Sklerose (Abbildung 10). Tabelle 5
zeigt die deskriptive Statistik zur Zellzusammensetzung in den verschiedenen Subtypen.

Die beschriebenen Unterschiede in der Zellverteilung zwischen den Subtypen sind signifikant

(Tabelle 6, zweiseitiger t-test).
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Tabelle 5 Deskriptive Statistik der Zellerfassung in den verschiedenen Subtypen des klassischen

Hodgkin Lymphoms

Nodulare Mischtyp Lymphozyten- Lymphozyten-
Sklerose reiches cHL armes cHL
N*1 (%) 246 (63,57%) 112 (28,94%) 10 (2,58%) 4 (1,03%)
Erfasste Zellen
Mittelwert 1290336 1499 982 2049 304 1011676
Std*3 802 437 882 555 1081093 730915
Anteil CD3 pos.
Zellen (T-Zellen)
Mittelw. in % 49,63 63,01 59,38 28,63
Stdin % 20,00 16,39 19,00 16,94
Anteil CD20 pos.
Zellen (B-Zellen)
Mittelw. in % 15,39 16,91 36,83 2,66
Stdin % 13,84 12,09 12,25 2,45
Anteil CD30 pos.
Zellen (HRSC*?)
Mittelw. in 3,71 3,45 1,88 5,73
Std in % 3,96 3,80 1,81 2,55
Anteil CD68 pos.
Zellen
(Makrophagen)
Mittelw. in % 9,38 10,12 5,76 15,47
Stdin % 6,33 5,94 3,44 9,68
Gesamt- 78,11 93,49 103,86 52,49

Erfassung in %

*1 N = Anzahl

*2 HRSC = Hodgkin-Reed-Sternberg-Zellen

*3Std = Standardabweichung
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Tabelle 6 Testung der Signifikanz der Unterschiede zwischen dem Anteil der untersuchten Zellarten

zwischen den verschiedenen Subtypen des klassischen Hodgkin Lymphoms

Untersuchter Subtypen mit signifikantem Unterschied und Mittelwerten p-Wert
Datensatz
CD3 pos. Mischtyp (63,01%) vs Nodulare Sklerose (49,63%) <0,0001
(T-Zellen) Lymphozytenarmes cHL (28,63%) vs Nodulare Sklerose (49,63%) 0,0379
Lymphozytenarmes cHL (28,63%) vs Mischtyp (63,01%) <0,0001
Lymphozytenarmes (28,63%) vs Lymphozytenreiches cHL (59,38%) | 0,0158
CD20 pos. Lymphozytenreiches cHL (36,83%) vs Noduldre Sklerose (15,39%) <0,0001
(B-Zellen) Lymphozytenreiches cHL (36,83%) vs Mischtyp (16,91%) <0,0001
Lymphozytenarmes cHL (2,66%) vs Mischtyp (16,91%) 0,0207
Lymphozytenarmes (2,66%) vs Lymphozytenreiches cHL (36,83%) 0,0002
CD30 pos. (HRSC™?) | Lymphozytenarmes (5,73%) vs Lymphozytenreiches cHL (1,88%) 0,0073
CD68 pos. Lymphozytenarmes cHL (15,47%) vs Nodulare Sklerose (9,38%) 0,0059
(Makrophagen) Lymphozytenreiches cHL (5,76%) vs Mischtyp (10,12%) 0,0243

*1 HRSC = Hodgkin-Reed-Sternberg-Zellen
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Il CD3+ 49,63%
O cb20+ 15,39%
@ cD30+ 3,71%
] cD68+ 9,38%
[ Sonstige 21,89%

a Nodulare Sklerose (n=246) b Mischtyp (n=112)

Il CD3+ 59,38%
[ CD20+ 36,83%
@ CD30+ 1,88%
[ cD68+ 5,78%

Total=103.861

W CD3+ 63,01%
O CD20+ 16,91%
E CD30+ 3,45%
[ CcD68+ 10,12%
[l Sonstige 6,51%

B CD3+ 28,63%
[0 CD20+ 2,66%
O CD30+  5,73%
O CD68+ 1547%
[ Sonstige 47,51%

¢ Lymphozytenreiches cHL (n=10) d Lymphozytenarmes cHL (n=4)

Legende fiir Abbildung 10 a-d:
B CD3pos.(+): T-Zellen
CD20 pos.(+): B-Zellen
CD30 pos.(+): Hodgkin-Reed-Sternberg-Zellen
CD68 pos.(+): Makrophagen

B OmDO

Sonstige: Nicht erfasste Zellen

Abbildung 10 a-d Darstellung der durchschnittlich erfassten Zusammensetzung des

Tumormikromilieus in den verschiedenen Subtypen des klassischen Hodgkin Lymphom (cHL).
Kreisdiagramme der vier Subtypen: Verwendung der Mittelwerte der jeweiligen prozentualen

Anteile an immunhistochemisch pos.(+) Zellen.
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3.3 Korrelationen der verschiedenen erfassten Anteile der Zellarten

Fiir die Beantwortung der Frage, ob die Anteile der verschiedenen Zellarten untereinander
korrelieren, wurde der Pearson Korrelationskoeffizient fiir die vier verschiedenen erfassten
Anteile erhoben und auf Signifikanz getestet. Die Ergebnisse sind in Tabelle 7 dargestellt und
in Abbildung 11 a-f wurde die entsprechende Korrelation zwischen dem Gehalt von je zwei
Zellarten als Scatter Plot auf einem Graphen visualisiert. Ein mittlerer Effekt konnte zwischen
dem Gehalt an CD68 und CD20 pos. Zellen (-0,304, p<0,0001) und ein sehr kleiner Effekt

zwischen den Ubrigen erfassten Anteilen festgestellt werden.

Tabelle 7 Korrelation der Anteile der verschiedenen untersuchten Zellarten nach Pearson.
CD20 pos. =B-Zellen; CD68 pos. = Makrophagen; CD3 pos. = T-Zellen; CD30 pos. = Hodgkin-Reed-
Sternberg-Zellen

CD30 pos. Zellen | CD3 pos. Zellen | CD68 pos. Zellen | CD20 pos.

in% in% in% Zellenin %
CD30 pos. 1 -0,037 0,2 -0,188
Zellenin % (p=0,47) (p<0,0001) (p=0,0002)
CD3 pos. -0,037 1 -0,111 0,254
Zellenin % (p=0,47) (p=0,03) (p<0,0001)
CD68 pos. 0,2 -0,111 1 -0,304
Zellenin % (p<0,0001) (p=0,03) (p<0,0001)
CD20 pos. -0,188 0,254 -0,304 1
Zellenin % (p=0,0002) (p<0,0001) (p<0,0001)
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Abbildung 11 a-f Korrelation der Anteile von je zwei Zellarten in einem histologischen Schnitt.
In den Scatter Plots entspricht ein Punkt dabei dem Anteil der der jeweiligen
immunhistochemisch pos. Zellen in einer Lymphomprobe: CD20 pos. = B-Zellen; CD68 pos. =
Makrophagen; CD3 pos. = T-Zellen; CD30 pos. = Hodgkin-Reed-Sternberg-Zellen.
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3.4 Die Zusammensetzung des Tumormikromilieus als klinisch prognostischer Marker

Von der GHSG wurden die von uns erhobenen Daten gemeinsam mit den klinischen Daten
aus den Studien ausgewertet, um einen Effekt des TME auf den klinischen Verlauf des cHL zu
untersuchen.

Zunachst wurde getestet, ob die Anteile der CD20, CD3, CD30 und CD68 pos. Zellen zwischen
Patienten/-innen mit kompletter Remission (CR) und solchen mit Erkrankungsprogress oder
Rezidiv in einem zweiseitigen t-test sich signifikant unterscheiden.

Ein signifikanter Unterschied lag vor bei Betrachtung des Gehalts an B-Zellen, respektive
Anteil an CD20 pos. Zellen. Bei Patienten/-innen in CR lag dieser Gehalt im Mittel bei 17,7%,
bei solchen mit Progress oder Rezidiv bei 13,5% (p=0,0079). Bei der Analyse in den einzelnen
Subtypen, welche in Tabelle 8 dargestellt ist, zeigte sich dieser Unterschied signifikant in den
Subtypen Noduladre Sklerose (p=0,0033) und Mischtyp (p=0,0064). Fiir die restlichen
Zellanteile konnten keine signifikanten Unterschiede zwischen der Gruppe mit und der

Gruppe ohne Progress oder Rezidiv festgestellt werden.

Tabelle 8 Vergleich des B-Zell-Gehalts (Anteil CD20 pos. Zellen) von Patienten/-innen mit
progressionsfreiem Uberleben und solchen mit Rezidiv oder Progress in den verschiedenen Subtypen
des klassischen Hodgkin Lymphoms (cHL) (Jachimowicz et al., 2020)

Subtyp N2 & Anteil CD20 p-Wert
pos. Zellen

Alle PFS*3 229 17,7 % 0,0079
PFS failure*3 111 13,5%

Mischtyp PFS 70 19,5% 0,0064
PFS failure 30 13,3%

Nodulare Sklerose PFS 145 16,9% 0,0033
PFS failure 76 12,1%

Lymphozytenarmes cHL PFS 3 2,4% >0,05
PFS failure 1 5,5%

Lymphozytenreiches cHL PFS 6 32,2% >0,05
PFS failure 3 55,7%

*1Std. = Standardabweichung

*2N = Anzahl

*3pFS = progression free survival (progressionsfreies Uberleben); PFS failure = kein progressionsfreies
Uberleben
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Um den beobachteten signifikanten Unterschied im B-Zell-Gehalt zwischen den Gruppen mit
und ohne Krankheitsprogress oder Rezidiv noch naher zu untersuchen, wurde das Verfahren
einer ROC-Analyse angewandt. Ziel einer solchen Analyse ist es, einen bestmoglichen cut-off
Wert eines Parameters, in diesem Fall der CD20 pos. Zell- bzw. B-Zell-Gehalt in Prozent, zu
finden, der es ermoglicht, einen zweiten Parameter, in diesem Fall das PFS, vorherzusagen.
Das Ergebnis dieser ROC-Analyse war ein cut-off Wert fiir den B-Zell-Gehalt von 21%.
Patienten/-innen, die einen entsprechenden Anteil an CD20 pos. Zellen >21% hatten, hatten
ein signifikant langeres PFS also solche mit einem Anteil £21% (ROC estimate chance =
0,00959, p<0,0001). Dieser cut-off-Wert findet in Abbildung 12 Berlicksichtigung, in der das
PFS dieser zwei Gruppen gegen die Zeit in einer Kaplan-Meier-Kurve aufgetragen wurde.
Dabei wurde das Risiko fiir ein Ende des PFS in einem Cox-Hazard-Regressionsmodell
miteinander verglichen. In diesem Modell hatten Patienten/-innen mit einem B-Zell-Gehalt
<21% ein signifikant kiirzeres PFS als solche mit einem B-Zell-Gehalt >21% (p=0,0004, hazard
ratio = 2,479, 95%-Kl: 1,479 — 4,157). Ebenso war das Gesamtuberleben von Patienten/-
innen mit einem B-Zell-Gehalt £21% signifikant niedriger (p=0,04, hazard ratio (HR) = 2,372,
95%-KI: 0,996 — 5,651).

Auch fir die tibrigen erhobenen Daten wurde das PFS noch einmal flr Patienten/-innen mit
einem Anteil IHC pos. Zellen jeweils Giber und unter dem entsprechenden Durchschnittswert
analysiert und in Kaplan-Meier-Kurven aufgetragen. Hier zeigten sich jedoch keine

signifikanten Unterschiede in den Gruppen (Jachimowicz et al., 2020).
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Abbildung 12 Progressionsfreies Uberleben (PFS) von Patienten/-innen mit einem CD20 pos.
Zellgehalt (B-Zellen) von >21% bzw. <21%.
Patienten/-innen mit einem niedrigen Anteil an B-Zellen haben ein signifikant (p=0,0004) kirzeres
PFS (Jachimowicz et al., 2020). Darstellung als Kaplan-Meier-Kurve, cut-off-Wert von 21% wurde in
einer ROC-Analyse ermittelt (n=340).
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3.4.1 Validierung der CD20-Daten

Um diese Ergebnisse zum prognostischen Wert des mit der digitalen Bildanalyse erfassten B-
Zell-Anteils zu validieren, erfolgte die Untersuchung einer zweiten, unabhangigen Kohorte
aus 190 Patienten/-innen der HD18 Studie. Mit der gleichen Methode wurden die Schnitte
auf ihren Anteil an CD20 pos. Zellen hin ausgewertet und die erhobenen Daten mit den
klinischen Parametern der Patienten/-innen verglichen. Hierzu wurde das Kollektiv auf
wiederum 147 Patienten/-innen verkleinert, deren Zusammensetzung der Primarkohorte
entsprach (Tabelle 6). Hier war der B-Zell-Gehalt ebenfalls niedriger in der Gruppe, die einen
Progress oder ein Rezidiv erlitt (16,4% zu 21,5%, p = 0,0616). Auch hier wurde eine ROC-
Analyse zur Findung eines optimalen cut-off-Wertes durchgefiihrt, dieser lag diesmal bei
einem Gehalt von CD20 pos. £10% (Abbildung 13). Das PFS und das OS in den sich
ergebenden Gruppen, aufgetragen in einer Kaplan-Meier-Kurve, waren wiederum signifikant
geringer in der Kohorte mit dem niedrigeren B-Zell-Gehalt, was den Beobachtungen in der
Primarkohorte entsprach (PFS: p=0,02, HR= 1,981, 95%-Kl: 1,104 — 3,557; OS: p=0,01, HR=
3,598, 95%-KI: 1,205 - 10,739) (Jachimowicz et al., 2020).
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Anzahl der Patienten/-innen
51 40 35 27 23 16 7
96 84 73 58 51 33 19

Abbildung 13 Darstellung des progressionsfreien Uberlebens (PFS) der Patienten/-innen in der
Validierungskohorte mit einem CD20 pos. Zellgehalt (B-Zellen) von >10% bzw. <10%.
Patienten/-innen mit einem niedrigen B-Zellgehalt haben ein signifikant (p=0,01) kiirzeres PFS
(Jachimowicz et al., 2020). Kaplan-Meier-Kurve, n=147, cut-off-Wert wurde in ROC-Analyse ermittelt.

41



4 Diskussion

4.1 Einflhrung

Das cHL ist dank moderner Polychemo- und Radiotherapien eine Lymphomentitat mit
exzellenter Prognose (Steidl et al., 2011). Dennoch bleibt noch immer ein Teil der Patienten/-
innen therapierefraktar oder erleidet friih ein Rezidiv und hat eine deutlich schlechtere
Prognose. Es ist noch weitgehend unklar, welche Erkrankten dafiir pradisponiert sind.
Ebenso problematisch ist, dass die intensiven Therapien nicht ohne Langzeitfolgen wie
Infertilitat oder Zweitmalignom bleiben. Es ist in den einzelnen Stadien ungewiss, welche
Patienten/-innen von den sehr intensiven Therapien profitieren und welche vielleicht auch
mit einem weniger aggressiven Regime in Langzeitremission gebracht werden kénnten. Aus
diesem Grund liegt ein Fokus der aktuellen Forschung und auch der vorliegenden Arbeit auf
der Suche nach zuverlassigen und praktikablen Biomarkern, die es ermdglichen, eine
optimale Risikostratifizierung fiir die Patienten/-innen durchzufiihren und ihnen so
adaptierte Therapien zukommen zu lassen (Aoki & Steidl, 2018).

Die histologische Besonderheit des cHL besteht im Vergleich zu anderen Lymphomentitaten
in der Auspragung und der inter- und intratumoralen Heterogenitat des entziindlichen
Begleitinfiltrates, dem TME, welches die wenigen neoplastischen HRSC umgibt (Steidl et al.,

2011).

Mit Hilfe der digitalen Bildanalyse wurde in der vorliegenden Arbeit dieses TME an einem
Kollektiv von knapp 400 Patienten/-innen der GHSG hinsichtlich des Gehalts an CD30 und
CD3 pos. Zellen quantifiziert und mit den bereits vorliegenden Daten zum Gehalt an CD20
und CD68 pos. Zellen ein Uberblick (iber die Zusammensetzung des TME gegeben. Die GHSG
verglich anschlieBend die erhobenen Werte mit den klinischen Daten der Patienten/-innen.
Ziel dieser Arbeit war es, damit ein umfassendes Bild tiber die Zusammensetzung TME zu
erlangen und zu prifen, ob sich die individuelle Zusammensetzung als praktikabler

Biomarker eignen konnte.
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4.2 Digitale Bildanalyse von Ganzschnitten — eine geeignete Methode zur Zellquantifizierung

an histologischen Schnitten

Die hier verwendete digitale Bildanalyse von Ganzschnitten ist eine neue Methode zur
Quantifizierung von Zellen an histologischen Schnitten. Mit ihr soll es gelingen, gleich zwei
Probleme, die in Studien mit manueller Auszahlung von IHC gefarbten Schnitten auftreten,
zu Uberwinden (Aeffner et al., 2019). Erstens werden bei manuellen Auszdhlungen in den
meisten Studien Gewebeausschnitte von nur etwa 1 mm? ausgewertet und dabei hiufig
anstatt kontinuierlicher Variablen nur ordinal skalierte Scoring-Systeme, z.B. von 0-3 unter
subjektiver Einschatzung der prozentualen Anteile (z.B. 0 = 0-25%, 1= 26-50%, 2 = 51-75%,
3=76-100%), verwendet (Seidal et al., 2001, Webster & Dunstan, 2014). Bei der digitalen
Bildanalyse von Ganzschnitten hingegen kann ein gesamter Schnitt sehr viel praziser erfasst
werden. In der vorliegenden Arbeit wurden so im Durchschnitt 174 mm?= 1,74 cm? Praparat
ausgewertet, was der Erfassung von tiber 1 Mio. Zellen und damit etwa dem
zweihundertfachen manueller Untersuchungen entspricht. Die Anteile der IHC pos. Zellen
wurde dabei in Prozent mit 2 Nachkommastellen angegeben. Insbesondere fiir das cHL, bei
dem das TME eine einzigartig ausgepragte Heterogenitat zeigt, ist es womaoglich
entscheidend, nicht nur einen kleinen Teil eines Schnittes zu scoren, sondern moglichst viele,
verschieden zusammengesetzte Bereiche moglichst genau zu erfassen. Durch die
automatisierte Auswertung war es moglich, eine sehr viel grolRere Kohorte zu analysieren,
als es bei den meisten vergleichbaren IHC Studien mit manueller oder semiquantitativer
Erfassung moglich war. Einzig in der Arbeit von Hollander et al. wurden noch mehr Proben
(n=459) untersucht, allerdings wurden dort nur HPF von <1mm? unter Verwendung von
Scoring-Systemen ausgewertet (Hollander et al., 2018). Das zweite Problem der manuellen
Auszahlung ist die fehlende Reproduzierbarkeit. In verschiedenen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass die digitale Bildanalyse der manuellen Auszahlung beziiglich der Reliabilitat
und Objektivitdt weit Gberlegen ist (Taylor & Levenson, 2006, Webster & Dunstan, 2014). Die
Reproduzierbarkeit konnte in der vorliegenden Arbeit mit hohen Inter- und
Intraobserverkorrelationen von Pearson r=0,908 bis r=0,996 bestatigt werden. Auch die
Tatsache, dass die Zell- beziehungsweise Kernanzahl in den Folgeschnitten mit Pearson
r=0,92 und r=0,909 korrelierte, unterstiitzt dies. Die Reproduzierbarkeit ldsst sich durch die

Verwendung von nahezu standardisierten Algorithmen erklaren. In einer digitalen
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Bildanalyse miissen nur sehr wenige Entscheidungen zur Detektion von Zellen getroffen
werden — zum Beispiel ab welcher GroRe eine Zelle als einzelne Zelle bewertet werden soll.
Solche Entscheidungen sind zwar ebenfalls subjektiv, aber weniger anfallig fir Fehler durch
Ubermiidung und Tagesform, da sie in der Regel nur einmal fiir alle in der Studie
verwendeten Schnitte getroffen werden missen. Sie wirken sich daher auch nicht auf den
Vergleich der Proben untereinander aus (Webster & Dunstan, 2014). Anzumerken ist, dass
die Reproduzierbarkeit in dieser Arbeit zu einem Teil auch auf die automatisierte
Farbemethode, aufbereitet nach einem standardisierten Protokoll in einem einzigen Labor,
zurtickzufihren ist. In der Literatur wird beschrieben, dass sowohl die initiale
Probenbehandlung als auch der Prozess der IHC Farbung die Gefahr einer sehr hohen
Variabilitat im Farbeergebnis und damit auch der folgenden quantitativen digitalen
Auswertung mit sich bringt — diese Variabilitat wurde fiir diese Arbeit zuvor minimiert (Seidal
et al., 2001, Taylor & Levenson, 2006, Webster & Dunstan, 2014).

Verglichen mit dem Verfahren der Genexpressionsanalyse, welches ebenfalls groRRe
Gewebsbereiche erfassen und an groflen Kohorten angewendet werden kann, weist die
digitale Bildanalyse weitere Vorteile auf. Zu Beginn jeder Analyse kann manuell eingestellt
werden, welche Gewebeteile analysiert werden sollen. Es wurde so vermieden, dass zum
Beispiel Fett- oder Bindegewebe, welches die diagnostische Lymphomprobe umschlief3t, in
die Analyse eingeschlossen wurde. Auch solche Lymphomteile, die nekrotisch oder
anderweitig beschadigt waren, konnten von der Quantifizierung ausgeschlossen werden.
Weiterhin ist die digitale Bildanalyse verglichen mit Genexpressionsanalysen unabhangig von
der relativen Genexpression pro Zelle. Ohne Validierung durch Untersuchung von IHC
Praparaten bleibt bei Genexpressionsanalysen zunachst auch immer unklar, ob erhéhte
RNA-Level bestimmter Gene letztlich auch zur erhéhten Expression von entsprechend
spezifischen Proteinen in den einzelnen Zellen fiihren (Scott & Steidl, 2014). Zur
Beantwortung der Frage nach der aktuellen Zellkomposition eines Lymphomschnittes ist
eine digitale Bildanalyse daher womoglich besser geeignet (Jachimowicz et al., 2020).
Jedoch treten auch bei der digitalen Bildanalyse kritische Faktoren auf. Mittlerweile gibt es
verschiedenste Anbieter und Softwareldsungen, die eine digitale Quantifizierung von Zellen
an histologischen Schnitten ermdglichen sollen. Die Ergebnisse verschiedener Software sind,
Stand heute, nur bedingt vergleichbar. Bisher gibt es nur wenige Studien dariber, inwieweit

sich die Ergebnisse vergleichbarer Praparate, welche mit verschiedener Software
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ausgewertet wurden, unterscheiden (Tadrous, 2010). Selbst innerhalb einer Software ist es
problematisch, dass die Auswahl der Einstellungen mannigfaltig ist, was von Tadrous
treffend als ,inter-algorithm variation beschrieben wurde. Die Moglichkeiten reichen von
der Auswahl der zu analysierenden Bereiche Uber die Festlegung einer Analysemethode
(zell-, flichen- oder kernbasiert) bis hin zur Einstellung der finalen Detektionsgrenzen
(Tadrous, 2010). Die von der Person vor dem Computer getroffenen subjektiven
Entscheidungen werden in Algorithmen umgewandelt, welche zwar haufig exakt
reproduzierbar sind, jedoch im Endergebnis nicht zwangslaufig als objektiv angesehen
werden sollten, sondern vielmehr als eine codierte, nachvollziehbare Subjektivitat (Tadrous,
2010). Diese Subjektivitat ist jedoch weniger von Bedeutung fiir den Vergleich von Proben
innerhalb einer Studie, sondern vielmehr ein Problem fiir die Implementierung von digitalen
Bildanalysen im klinischen Alltag (Webster & Dunstan, 2014). Die in dieser Arbeit
eingeschlossenen Auswertungen der fiir CD20 und CD68 gefarbten Schnitte, wurden
beispielsweise von einem Mitarbeiter des Instituts bereits Monate zuvor vorgenommen. Um
letztlich eine Gesamterfassung des TME in den zur Verfligung stehenden Praparaten zu
erstellen und auch die verschiedenen Zellarten untereinander vergleichbar zu halten,
wurden die Grundeinstellungen exakt libernommen, auch wenn sie subjektiv gesehen nicht
dem Optimum dessen entsprachen, was an Analysegenauigkeit und Output mit der
verwendeten Software moglich gewesen ware. So wurde beispielsweise fiir die Erfassung
der HRSC und der Makrophagen ein flachenbasiertes Verfahren, fiir die B- und T-Zellen
hingegen ein zellbasiertes Verfahren gewahlt. Es bleibt jedoch unklar, inwieweit eine anders
gewidhlte Einstellung im Sinne einer ,inter-algorithm variation” (Tadrous, 2010) auch die
Ergebnisse signifikant verandert hatte. Da jedes Analyseergebnis noch einmal optisch in
Stichproben beurteilt und bei unzureichenden Einstellungen erneut mit anderen
Detektionseinstellungen analysiert wurde, wiirden die Ergebnisse auch mit anderen
Einstellungen vermutlich nicht stark differieren. Bei der Auswertung von IHC Praparaten ist
auch zu bedenken, dass lediglich zwei Dimensionen erfasst werden kdnnen und eine andere
Zellzusammensetzung an anderer Stelle des Lymphknotens nicht auszuschlieRen ist. Ein
moglicher Ansatz zur Losung dieses Problems ist die Stereologie und Multiplex-Bildanalyse.
Diese Technik ist jedoch noch sehr zeitaufwendig und technisch anspruchsvoll und daher bei

einer groRen Kohorte, wie der hier vorliegenden, kaum anwendbar (Aeffner et al., 2019).
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4.3 Umfassende Deskription des Tumormikromilieus im klassischen Hodgkin Lymphom

Die untersuchte und 387 Patienten/-innen umfassende Kohorte ist die groRte uns bekannte
Arbeit Uber cHL, in der histologische Ganzschnitte derartig detailliert und prazise bezliglich
der Zusammensetzung des TME untersucht wurde.

Im Durchschnitt konnten etwa 80% aller detektierten Zellen in den Lymphomschnitten einer
der vier untersuchten Zellarten zugeordnet werden. Wie in der Literatur beschrieben (Liu et
al., 2014), war dabei die dominierende Zellpopulation in den Lymphomschnitten die der T-
Zellen (CD3 pos. Zellen) und nur ein Bruchteil der Zellen waren neoplastische HRSC (CD30
pos. Zellen). Gemessen an den hohen Standardabweichungen von bis zu 20% zeigte sich bei
allen vier Zellarten eine extrem hohe Variabilitat, die die Heterogenitat des TME
widerspiegelt.

Fiir die von der WHO definierten Subtypen des cHL konnten genaue Angaben (iber die vier
am haufigsten vorkommenden Zellarten generiert werden.

Der am haufigsten diagnostizierte cHL Subtyp ist Noduladre Sklerose, in unserer Kohorte mit
64% vertreten und in der Literatur mit etwa 70% Inzidenz fir Industrielander angegeben. Er
ist definiert durch dicke, zellarme Fibrosebander, die sich durch den betroffenen
Lymphknoten ziehen und die zellreichen Gebiete in Knoten umschlieBen. Die lbrigen Zellen
des TME und auch die HRSC selbst finden sich in sehr variablen Anteilen wieder (Swerdlow et
al., 2008). In den Erhebungen dieser Arbeit waren die Schnitte mit dem Subtyp Nodulare
Sklerose deutlich zellarmer als die Schnitte der Subtypen Mischtyp und lymphozytenreiches
cHL, was sich durch die vielen zellarmen Fibrosebander der entsprechenden Praparate
erklaren lasst. Die Standardabweichungen, als MakR fiir die Variabilitat der
Zusammensetzung, fiir den Gehalt an B-Zellen, T-Zellen und HRSC, waren in diesem Subtyp
am hochsten.

Die Inzidenz des zweithaufigsten Subtyp Mischtyp wird mit 20-25% angegeben und war in
unserer Kohorte mit knapp 30% etwas haufiger vertreten. Er zeichnet sich durch ein
zellreiches, inflammatorisches TME aus, welches die normale Lymphknotenarchitektur vollig
verdrangt hat (Swerdlow et al., 2008, Eberle et al., 2009). In den analysierten Schnitten
spiegelte sich das insbesondere in einem hohen Anteil an T-Zellen (63,01%) wider, der in

keinem anderen Subtyp grofRer war.
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Das lymphozytenreiche cHL wird in etwa 5% der Falle diagnostiziert und lag in unserer
Kohorte bei 2,58% der Patienten/-innen vor. Es ist definiert durch entweder noch intakt
erscheinende Lymphfollikel, in denen HRSC nur am Rand der Mantelzone, nicht aber im
Keimzentrum eines Lymphfollikels zu finden sind, oder sehr viel seltener durch eine diffuse
von kleinen Lymphozten gepragte Zellverteilung. Verglichen mit den anderen Subtypen hat
das lymphozytenreiche cHL charakteristischerweise weniger nicht-lymphozytare
Immunzellen (Swerdlow et al., 2008, Eberle et al., 2009). Auch diese histologische
Beschreibung konnte mit der digitalen Bildanalyse bestéatigt werden. Verglichen mit den
anderen Subtypen wurden sehr viel mehr Zellen pro Schnitt detektiert. Insbesondere der B-
Zellgehalt war in den analysierten Féllen im Durchschnitt mehr als doppelt so hoch wie in
den Gbrigen Subtypen. Ebenfalls bemerkenswert ist, dass der Anteil der HRSC mit nur 1,8%
deutlich niedriger ausfiel (Ubrige Subtypen 3,7-5,7%) und auch die Makrophagen mit 5,76%
(Gbrige Subtypen 9,38-15,47%) nur sparlich vertreten waren. Diese Beschreibungen
bestatigen damit die Arbeit von Nam Cha et al., der die Zellzusammensetzung von
lymphozytenreichen cHL in kleinen Ausschnitten sehr detailliert analysiert hat und zu dem
Schluss kam, dass das TME im lymphozytenreichen cHL der AuBRenzone von Keimzentren
reaktiver Lymphknoten dhnelt, gekennzeichnet von B-Zellansammlungen, die von einigen T-
Zellen umrandet sind (Nam-Cha et al., 2009).

Das TME des sehr selten lymphozytenarmen cHL wird als eine relative Hiufung an HRSC in
einer lymphozytenarmen Umgebung beschrieben (Swerdlow et al., 2008, Eberle et al., 2009).
In den vorliegenden vier Fallen war insbesondere die fast vollstandige Abwesenheit von B-
Zellen (2,8%) auffallig. Darliber hinaus waren die Makrophagen (15,73%) und HRSC (5,73%),
verglichen mit den anderen Subtypen, ungewdhnlich stark vertreten.

All diese Ergebnisse zusammengenommen zeigen, dass die auf pathologischer Expertise
beruhende Subtypisierung des cHL erstmals mit Hilfe der digitalen Bildanalyse von
histologischen Ganzschnitten in einer sehr groflen Kohorte quantifiziert und auch verifiziert
werden konnte.

Die Ubrigen 20% der Zellen, die keiner der untersuchten Zellart zugeordnet werden konnten,
beinhalten vermutlich stromale Zellen sowie weitere Immunzellen, wie Plasmazellen und
Eosinophile. Da auch deren Funktion im TME nicht unerheblich ist, waren auch hier

Quantifizierungen durchaus interessant (Bussard et al., 2016, Varricchi et al., 2017).
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4.4 Lineare Korrelationen sind unzureichend fiir die Beschreibung des Tumormikromilieus

Weiterhin wurde untersucht, ob der Anteil an Zellen der untersuchten Zellarten in einem
bestimmten Zusammenhang zueinander steht. Ein nennenswerter Effekt konnte nur fiir den
Zusammenhang zwischen B-Zellen und Makrophagen mit einem Korrelationskoeffizient von
-0,304 (p<0,0001) zwischen dem Gehalt an CD20 pos. Zellen und CD68 pos. Zellen
festgestellt werden. Das kann bedeuten, dass tendenziell mehr Makrophagen in einem
Schnitt zu erwarten sind, je weniger B-Zellen vorhanden sind und umgekehrt. Da den B-
Zellen Gberwiegend tumorsupprimierenden (Greaves et al., 2013b, Panico et al., 2015, Tudor
et al., 2013) und den Makrophagen liberwiegend tumorférdernde Eigenschaften
zugesprochen werden (Guo et al., 2016), erscheint dieser Zusammenhang nachvollziehbar.
Dennoch handelt es sich hierbei nur um eine Korrelation mittleren Effektes, die keine sichere
Vorhersage erlaubt. Vermutlich ist das Zusammenspiel der einzelnen Zellreihen im TME des
cHL sehr viel komplexer als ein linearer Zusammenhand es darzustellen vermag,
insbesondere, da die vier Zellarten, die untersucht wurden, sich noch einmal in

verschiedenste Untergruppen aufspalten.

4.5 Nutzen der Ganzschnittanalyse — B-Zellen als potentieller prognostischer Biomarker

Dank der Kooperation mit der GHSG konnten die umfangreichen klinischen Daten, die zu
allen Patienten/-innen der vorliegenden Arbeit vorlagen, mit den entsprechenden Daten der

digitalen Bildanalyse verglichen werden.

Das untersuchte erste Kollektiv wie auch das Validierungskollektiv setzten sich im Verhaltnis
1:2 aus Patienten/-innen mit und ohne Rezidiv oder Erkrankungsprogress zusammen und
sind damit als eine flr Patienten/-innen mit schlechter Prognose stark angereicherte
Kohorte anzusehen. Die randomisierten, prospektiven GHSG Studien, denen diese
Patienten/-innen angehdrten, waren allesamt speziell fiir cHL Patienten/-innen, die eine
Erkrankung im fortgeschrittenen Stadium hatten (Ann-Arbor llb mit Mediastinalbefall oder
Tumorbulk, Ann-Arbor III-1V), wobei in den Studien selbst nur 8% bzw. 10% der Patienten/-
innen einen Progress unter der Therapie oder ein Rezidiv erlitten. Verglichen mit allen

Patienten/-innen der GHSG-Studien waren die Patienten/-innen, deren Proben fir diese
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Arbeit untersucht wurden, im Durchschnitt etwa 2 Jahre jiinger und hatten etwas haufiger
>3 betroffene Lymphknotenareale oder ein Ann-Arbor-Stadium IV. Das angewendete
Therapieregime BEACOPP ist intensiver und toxischer als das fir friihe Stadien angewandte
ABVD-Schema (Engert et al., 2012, Borchmann et al., 2011). Bei der Bewertung der
Ergebnisse dieser Arbeit und bei der Ubertragung auf den klinischen Alltag ist die
Zusammensetzung der Kohorte daher zu berlicksichtigen.

Um die klinische Relevanz und das Potenzial als Biomarker der mit der digitalen Bildanalyse
erhobenen Werte zu testen, wurden die Daten zu den Anteilen der Zellarten von Patienten/-
innen mit und ohne Komplettremission verglichen.

Der Anteil an HRSC als kleinste erfasste Zellpopulation zeigte keine signifikanten
Unterschiede in der Verteilung zwischen den Patientengruppen. Lediglich ein Trend im PFS
zwischen Patienten/-innen mit einem CD30 pos. Zellgehalt Gber beziehungsweise unter dem
Durchschnittswert wurde beobachtet. Hier war das PFS von Patienten/-innen mit héheren
CD30 pos. Zellanteilen (HRSC) kiirzer (p=0.07). Diese Ergebnisse decken sich mit einer Arbeit
von Steidl et al., in denen der Gehalt an HRSC ebenfalls keine prognostische Signifikanz
zugesprochen wurde. (Steidl et al., 2010). Grund hierfiir mag die Tatsache sein, dass HRSC
zwar die neoplastischen Zellen sind, jedoch nicht ohne das von ihnen geformte TME
Uberleben kénnen. Die Malignitat der Erkrankung wird daher vielmehr durch das
Zusammenspiel und Orchestrierung des Begleitinfiltrates und weniger durch die Masse der
HRSC selbst definiert, wie es bei vielen soliden Tumoren der Fall ist (Aldinucci et al., 2019).
Qualitative genetische Untersuchungen an HRSC sind daher womaoglich besser als
Quantifizierungen geeignet, die HRSC allein als prognostischen Biomarker zu nutzen. So
wurde beispielsweise in einer anderen Arbeit von Steidl et al. das genetische Profil der HRSC
ndher untersucht und dabei wurden signifikante Auswirkungen bestimmter Mutationen auf
die Prognose beobachtet (Steidl et al., 2012).

Die grof3te Zellpopulation im TME des cHL sind die T-Zellen, welche in der vorliegenden
Arbeit mit dem Pan-T-Zellmarker CD3 quantifiziert wurden. Dabei konnte keine
prognostische Signifikanz des Gehalts an T-Zellen hinsichtlich des progressionsfreien
Uberlebens der Patienten/-innen festgestellt werden, welches sich wiederum mit den
Ergebnissen der Arbeiten von Steidl et al. und Greaves et al. deckt (Steidl et al., 2010,
Greaves et al., 2013b). Weniger die absolute Anzahl an T-Zellen im TME scheint fur die

Prognose des cHL von Bedeutung zu sein, als vielmehr die Zusammensetzung aus den
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verschiedenen T-Zell-Subpopulationen. Die bisherigen Studien dazu kamen jedoch zu keinem
einheitlichen Schluss, welche Subpopulation von entscheidender Bedeutung dabei ist
(Mottok, 2020). Neben uneinheitlichen Methoden und Kollektiven ist ein Grund hierfiir
vermutlich die Komplexitat der T-Zell-Funktionen. Grundsatzlich wird zwischen einer Th1-
und Th2-gerichteten Immunantwort und den immunsuppressiven Treg unterschieden. Lange
akzeptiert wurde die Hypothese, dass die Th1-Zellen unter anderem durch Sekretion von
Interferon-y ein liberwiegend proinflammatorisches Milieu mit vielen CD8 pos. CTL und
Makrophagen beglinstigen, die eine zellvermittelte Immunantwort gegen intrazellulare
Antigene und damit auch gegen Tumore auslésen kénnen (Ellyard et al., 2007, Zhu & Paul,
2008). Die Th2-Zellen wiederum sollen in Interaktion mit den B-Zellen zur Starkung der
humoralen Immunantwort, insbesondere gegen Parasiten, fiihren und eine Rolle in der
Entwicklung von Allergien spielen. Dariiber hinaus kdnnten sie durch Sekretion von IL-10 zur
Hemmung der Thl-Immunantwort fiihren und dadurch indirekt eine tumorférdernde
Funktion haben (Zhu & Paul, 2008). Da im cHL eine Th1-Antwort offensichtlich nicht effektiv
genug ist, um das Lymphom am Progress zu hindern, wurde die Hypothese aufgestellt, dass
das Tumormikromilieu insbesondere aus den Th2-Zellen besteht. Auf der Grundlage von
neuen Forschungsarbeiten, sowohl zur Funktion der verschiedenen T-Zell-Subpopulationen
als auch zur Zusammensetzung der T-Zellen im cHL, wird heute jedoch vermutet, dass fir die
antitumorale Antwort nicht nur Th1-, sondern auch partiell Th2-Zellen verantwortlich sind
und dass das TME im cHL nicht zwangslaufig von Th2-Zellen gepragt ist (Ellyard et al., 2007,
Greaves et al., 20133, Schreck et al., 2009). Die Th2-Zellen sollen dabei beispielsweise tiber
die Ausschittung von Zytokinen wie IL-4 und IL-13 Eosinophile, Neutrophile und
Makrophagen anlocken, die zu einer zelluldren Antitumorantwort fahig sind (Ellyard et al.,
2007). Treg-Zellen haben zwar in der Forschung den Status einer antitumoralen T-
Zellpopulation erlangt, doch bleibt im cHL unklar, ob eine hohe Anzahl an Treg-Zellen einen
enstprechend positiven prognostischen Einfluss hat. Angesichts dieser komplexen
Verknipfung von verschiedenen T-Zell-Populationen ist es nicht liberraschend, dass weder
die Gesamtzahl an T-Zellen noch der Gehalt einer einzelnen T-Zellsubpopulation einen
signifikanten und konsistenten Effekt auf die Prognose des cHL hat. Die neuen Techniken der
digitalen Multiplex-Bildanalyse von IHC Praparaten und die single-cell analysis
Genexpressionsanalyse eroffnen hier Moglichkeiten der Identifizierung und Quantifizierung

einzelner Subtypen. So konnten Aoki et al. erstmals eine definierte T-Zell-Subpopulation
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unter den CD4 pos. Zellen ausmachen, welche spezifische immunsuppressive und damit
womoglich tumorfordernde Funktionen aufwies (Aoki et al., 2020). Um T-Zellen als
moglichen Biomarker noch ndher zu untersuchen, wére es interessant zu erfahren, wie sich
bestimmte Subpopulationen in der Ganzschnittanalyse verhalten. Hierfiir miissten jedoch
aufwendige Mehrfachfarbungen und -analysen durchgefiihrt werden, da einzelne IHC
Marker nur bedingt spezifisch fiir die Subgruppen sind.

Zu den Makrophagen des TME und ihrer prognostischen Bedeutung sind vergleichsweise
viele Studien zu finden. Obgleich viele unabhangige Studien einen Zusammenhang mit der
Prognose darlegen konnten, gibt es auch einige kontroverse Literatur (Guo et al., 2016). In
der vorliegenden Arbeit konnte keinerlei Auswirkung des Gehalts an CD68 pos. Zellen auf die
Prognose der Patienten/-innen festgestellt werden. Neben der Tatsache, dass die Methoden
zur Quantifizierung der Studien zu Makrophagen stark variieren (Kollektivzusammensetzung,
verwendete Antikorper, semiquantitative Auswertung von kleinen Ausschnitten von IHC
Praparaten, Genexpressionsanalysen), sind die Patienten/-innen aus der Kohorte der hier
vorliegenden Arbeit mit einem BEACOPP-Regime sehr viel intensiver behandelt worden als
die Patienten/-innen fast aller Gbrigen Arbeiten, denen Studien mit ABVD-Therapie zugrunde
lagen (Guo et al., 2016). Der mogliche negativ prognostische Effekt von einem erhéhten
Gehalt an Makrophagen, sofern er sich auch in der Quantifizierung an Ganzschnitten
bewahrheiten wirde, kdnnte also auch von dem Vorteil der intensiven BEACOPP-Therapie
Uberdeckt worden sein (Scott & Steidl, 2014). Es ist weitgehend gesichert, dass
Makrophagen im Tumormikromilieu verschiedenster Krebsarten eine immunsuppressive und
damit den Tumor schiitzende Funktion Gibernehmen und die antitumorale Immunantwort
hemmen. Entsprechende Hinweise fiir diese Funktion und Erkldrung fir den vermuteten
negativ prognostischen Einfluss von Makrophagen im cHL liefert unter anderem die Arbeit
von Carey et al. Dort konnte nachgewiesen werden, dass viele Makrophagen in naher
Umgebung von T-Zellen den PD-1-Liganden aufweisen, ein Hinweis darauf, dass sie zur
Hemmung der T-Zell-Antwort gegen den Tumor fahig sein konnten (Carey et al., 2017).
Ahnlich wie bei den T-Zellen sollte daher auch bei den Makrophagen ein Augenmerk darauf
liegen, dass ihre Funktionen innerhalb des Tumormikromilieus sehr komplex sind.
Makrophagen in direkter Umgebung der T-Zellen haben womdoglich andere Funktionen als
solche in direkter Umgebung der HRSC und wiederum andere als solche in der Peripherie

(Yang et al., 2018). Eine genauere Phanotypisierung und standardisierte Methoden, wie die
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digitale Ganzschnittanalyse, zur Quantifizierung dieser verschiedenen Populationen konnten
daher hilfreich sein, um den Gehalt an Makrophagen als Biomarker erfolgreich zu etablieren.
Mit den in der Bildanalyse generierten Daten zum Gehalt an B-Zellen konnte ein starker
Zusammenhang mit der Prognose der Patienten/-innen hergestellt werden. Patienten/-
innen, die einen hohen B-Zell-Gehalt haben, blieben langer im PFS, sowohl in der ersten als
auch in der Validierungskohorte, und hatten ein langeres OS (Jachimowicz et al., 2020).
Diese Erkenntnisse decken sich mit den Ergebnissen anderer Arbeiten, in denen ein hoher
Anteil von B-Zellen im Lymphomgewebe durchweg als prognostisch glinstig angesehen
wurde, sowohl in IHC Untersuchungen an TMA Stanzen (Chetaille et al., 2009, Steidl et al.,
2010, Tudor et al., 2013, Greaves et al., 2013b, Panico et al., 2015) als auch in
Genexpressionsanalysen (Chetaille et al., 2009, Steidl et al., 2010). Gegenteilige Ergebnisse
sind in der Literatur nicht zu finden. In der vorliegenden Arbeit konnte dieser Effekt in einer
deutlich groReren Kohorte, die intensiver therapiert wurde, mit einer Methode bestatigt
werden, die nicht nur eine deutlich hohere Reproduzierbarkeit hat, sondern auch die
intratumorale Heterogenitat, insbesondere der B-Zellen, besser beriicksichtigt. Um
herauszufinden, wodurch die B-Zellen im TME einen positiven Einfluss auf die Prognose
haben, bedarf es weiterer Forschung. Derzeit werden mehrere Hypothesen diskutiert. Ein
TME, welches stark angereichert flir B-Zellen ist, kdnnte ein Zeichen daflir sein, dass das
Lymphom noch nicht weit fortgeschritten ist und noch immer ein Teil der urspriinglichen
Lymphknotenarchitektur mit entsprechend vielen B-Zellen vorhanden ist. Ebenso kénnten B-
Zellen aber auch aktiver Teil der Immunantwort gegen den Tumor sein, sei es humoral oder
auch durch Starkung der zelluldren T-Zell-Antwort. Diskutiert wird auch, ob die B-Zellen
ebenfalls differenziert in verschiedenen Subpopulationen eingeteilt und untersucht werden
sollten. So wére es beispielsweise moglich, dass B-Zellen, die sich follikular anordnen, anders
verhalten als solche, die sich gleichmaRig im TME verteilen (Tudor et al., 2013). Ebenso
konnte kein gemeinsamer cut-off-Wert fiir den Anteil an B-Zellen, der fiir beide Kollektive
giltig war gefunden werden. Fir eine Etablierung eines solchen cut-off-Wertes bedarf es

noch groBerer, prospektiver Studien, die auch alle klinischen Stadien des cHL einschlielRen.
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4.6 Einordnung der Ergebnisse und Ausblick

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass mit den in der digitalen Bildanalyse generierten
Daten die Zusammensetzung des TME des cHL in bisher nicht beschriebener Form und Grol3e
quantifiziert werden konnte. Die bisherigen auf subjektiven Beschreibungen beruhenden
Daten konnten quantifiziert und bestatigt werden. Ebenso ist es gelungen, in zwei sehr grol8
angelegten Studienkohorten, die in vorherigen Arbeiten beschriebene Rolle der B-Zellen als
potentiellen prognostischen Biomarker zu festigen. Die dafiir angewandte Methode wiére
noch dazu auch im klinischen Alltag praktikabel, da die dafiir notwendigen Schnitte und
Farbungen ohnehin fiir die Diagnostik angefertigt werden. Die digitale Bildanalyse ist leicht
zu erlernen und konnte ohne viel Aufwand an dafiir spezialisierte Zentren delegiert werden,
da die gefarbten Schnitte, ausschlielllich in digitaler Form vorliegen missen.

Es bedarf weiterer Studien an noch gréBeren und vor allem prospektiven Kohorten, in denen
auch Patienten/-innen in friihen Stadien eingeschlossen werden sollten, um die Ergebnisse
zu bestatigen, beispielsweise in kiinftigen Studien der GHSG (Jachimowicz et al., 2020).
Ebenso sollte die Nutzung der Multiplex-Bildanalyse und Stereologie von Ganzschnitten in
Betracht gezogen werden. Hier kénnen mehrere Farbungen gleichzeitig untersucht werden
und nicht nur Quantifizierungen, sondern auch raumliche Beziehungen erhoben werden.
Diese Technik ist allerdings noch sehr aufwendig und erfordert neben kostspieligem
technischen Equipment auch ein speziell ausgebildetes interdisziplindres Team von
Pathologen, Biologen, Informatikern und technischen Assistenten (Parra et al., 2019). Fir die
verschiedenen Subgruppen der untersuchten Zellreihen kdonnten ebenfalls weitere
Quantifizierungen hilfreich sein, sofern es ausreichend spezifische IHC Marker gibt. So
konnte insgesamt ein tieferes biologisches Verstdandnis Gber die Zellzusammensetzung des

TME erlangt werden.
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5 Zusammenfassung

Das klassische Hodgkin Lymphom ist eine Krebserkrankung, welche heute dank intensiver
Therapien eine exzellente Prognose hat. Dennoch bleiben noch immer einige Patienten/-
innen therapierefraktar oder erleiden Rezidive und haben dadurch eine erheblich
schlechtere Prognose (Steidl et al., 2011). Dariber hinaus bergen die angewandten
intensiven Chemo- und Radiotherapien eine nicht unerhebliche gesundheitliche Gefahr,
sowohl akut als auch viele Jahre spater. Bis heute fehlen praktikable Biomarker, die eine
optimale Risikostratifizierung und Therapieadaptierung innerhalb der etablierten
Risikogruppen ermoglichen (Shanbhag & Ambinder, 2018).

Die histologische Besonderheit des klassischen Hodgkin-Lymphoms besteht in dem
entziindlichen Begleitinfiltrat, welches die nur vereinzelt liegenden neoplastischen Hodgkin-
Reed-Sternberg-Zellen umgibt. Dieses Tumormikromilieu ist im klassischen Hodgkin
Lymphom einzigartig stark ausgepragt und heterogen zusammengesetzt. Die individuelle
Komposition des Tumormikromilieus wurde schon in verschiedensten Studien als
potentieller Biomarker untersucht. Diese blieben aber bisher ohne klinische Konsequenz, da
die Ergebnisse sich zum Teil widersprachen und die Methoden fiir den klinischen Alltag nicht

praktikabel waren (Steidl et al., 2011).

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, an einem Kollektiv von knapp 400 Patienten/-innen
zunachst die vier grofSten Zellarten des Tumormikromilieus mittels digitaler Bildanalyse
umfassend zu quantifizieren und anschlieRend mit den klinischen Daten der Patienten/-
innen zu vergleichen, die aus randomisierten klinischen Studien der German Hodgkin Study

Group stammten.

Vorteil dieser Methode war die Erfassung von Ganzschnitten mit jeweils Gber 1 Mio. Zellen,
wodurch die intratumorale Heterogenitat des Tumormikromilieus Beriicksichtigung fand. Die
digitale Bildanalyse ist zudem einfach zu standardisieren, reliabel und in den klinischen Alltag
implementierbar.

Insgesamt wurden so etwa 80% aller detektierten Zellen einer der vier untersuchten

Zellarten, B-Zellen, T-Zellen, Makrophagen, Hodgkin-Reed-Sternberg-Zellen, zugeordnet.
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Die Ergebnisse konnten die auf pathologischer Expertise beruhenden Beschreibungen der
vier Subtypen des klassischen Hodgkin Lymphoms quantifizieren und verifizieren.

Von den vier erhobenen Zellarten erwies sich der Anteil an B-Lymphozyten dabei als
potentieller prognostischer Biomarker. Diejenigen Patienten/-innen, die einen niedrigen
Gehalt an B-Lymphozyten hatten, hatten ein signifikant kiirzeres progressionsfreies
Uberleben. Dieses Ergebnis konnte auch in der Untersuchung eines zweiten Kollektivs von
knapp 150 Patienten/-innen bestéatigt werden und deckt sich mit den Ergebnissen voriger

Studien (Jachimowicz et al., 2020).

Die digitale Bildanalyse hat sich als ein praktikables Verfahren fiir die Quantifizierung des
Tumormikromilieus erwiesen. Fiir die Nutzung des Gehalts an B-Zellen als prognostischer
Biomarker fiir das klassische Hodgkin Lymphom bedarf es nur der digitalisierten Analyse
ohnehin angefertigter Routineschnitte. Dies kdnnte ohne viel Aufwand Uberregional in
qualifizierten Zentren erfolgen, da das Praparat dafiir nur als Bilddatei vorliegen muss. Um
die Ergebnisse der Arbeit zu bestatigen und womdoglich auch im klinischen Alltag zu nutzen,
muss auch in prospektiven klinischen Studien der B-Zell-Gehalt bei Diagnosestellung mit
Hilfe der digitalen Bildanalyse ausgewertet und mit den klinischen Verlaufen verglichen
werden. So kénnte der prognostische Nutzen validiert und auch ein pradiktiver Effekt der

Bestimmung des Anteils der B-Zellen untersucht werden.
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