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(54) Bezeichnung: Verfahren zur Quantifizierung von Immunzellen in Tumorgewebe und dessen Anwendungen

(57) Hauptanspruch: Verfahren zur Bestimmung einer An-
zahl oder Dichte von Immunzellen in tumorösen Geweben,
umfassend die Schritte bestehend aus dem:
a. Bereitstellen eines oder mehrerer immungefärbter Gewe-
beschnitte, die durch ein automatisiertes Objektträger-Fär-
besystem unter Verwendung von Antikörpern, die spezifisch
an Antigene (Marker) binden, die von Immunzellen expri-
miert werden, erhalten wurden,
b. Digitalisieren der Objektträger von Schritt a. durch hoch-
auflösende Scanerfassung, wobei ein hochaufgelöstes (4,6
μm/Pixel oder besser) digitales Bild des zu analysierenden
Objektträgers erhalten wird,
c. Detektieren des Gewebeschnitts auf dem digitalen Bild,
d. Analysieren des Gewebeschnitts zum Definieren (i) eines
Tumors (CT) und (ii) eines invasiven Grenzbereichs („inva-
sive margin”) des Tumors (IM),
e. Bereitstellen eines Größenreferenz-Gitternetzes mit
gleichmäßig verteilten Einheiten, welche die gleiche Ober-
fläche aufweisen, wobei das Gitternetz an die Größe des zu
analysierenden Tumors angepasst ist,
e1. Überprüfen der Qualität der Immunfärbung,
f. Detektieren und Quantifizieren gefärbter Zellen jeder Ein-
heit, wobei die Anzahl oder die Dichte der gefärbten Immun-
zellen jeder Einheit bestimmt wird.
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1.   Verfahren zur Bestimmung einer Anzahl oder
Dichte von Immunzellen in tumorösen Geweben, um-
fassend die Schritte bestehend aus dem:
a. Bereitstellen eines oder mehrerer immungefärbter
Gewebeschnitte, die durch ein automatisiertes Ob-
jektträger-Färbesystem unter Verwendung von An-
tikörpern, die spezifisch an Antigene (Marker) bin-
den, die von Immunzellen exprimiert werden, erhal-
ten wurden,
b. Digitalisieren der Objektträger von Schritt a. durch
hochauflösende Scanerfassung, wobei ein hochauf-
gelöstes (4,6 μm/Pixel oder besser) digitales Bild des
zu analysierenden Objektträgers erhalten wird,
c. Detektieren des Gewebeschnitts auf dem digitalen
Bild,
d. Analysieren des Gewebeschnitts zum Definieren
(i) eines Tumors (CT) und (ii) eines invasiven Grenz-
bereichs („invasive margin”) des Tumors (IM),
e. Bereitstellen eines Größenreferenz-Gitternetzes
mit gleichmäßig verteilten Einheiten, welche die glei-
che Oberfläche aufweisen, wobei das Gitternetz an
die Größe des zu analysierenden Tumors angepasst
ist,
e1. Überprüfen der Qualität der Immunfärbung,
f. Detektieren und Quantifizieren gefärbter Zellen je-
der Einheit, wobei die Anzahl oder die Dichte der ge-
färbten Immunzellen jeder Einheit bestimmt wird.

2.   Verfahren gemäß Anspruch 1, wobei das De-
tektieren und das Quantifizieren gefärbter Zellen je-
der Einheit separat in dem Tumor (CT) und dem in-
vasiven Grenzbereich des Tumors (IM) durchgeführt
wird.

3.  Verfahren gemäß Anspruch 1, wobei kein Grö-
ßenreferenz-Gitternetz bereitgestellt wird.

4.  Verfahren gemäß einem der Ansprüche 1 bis 3,
wobei die Antikörper ausgewählt sind aus der Gruppe
bestehend aus Antikörpern, die spezifisch für CD3-,
CD4-, CD8-, CD20-, CD45RO- oder GZMB-Marker
sind.

5.  Verfahren gemäß einem der Ansprüche 1 bis 4,
wobei zwei oder drei Antikörper, ausgewählt aus der
Gruppe bestehend aus den folgenden Kombinatio-
nen: CD3 + CD8, CD3 + CD45RO, CD3 + CD20, CD3
+ GZMB, CD8 + CD20, CD8 + GZMB, CD8 + CD45
RO, CD20 + GZMB, CD20 + CD45RO, GZMB + CD
45RO, CD4 + CD8, CD4 + CD45RO, CD4 + GZMB,
CD4 + CD20 und allen Kombinationen von drei Mar-
kern von CD3-, CD8-, CD20-, CD45RO-, CD4- und
GZMB-Markern, verwendet werden.

6.  Verfahren gemäß einem der Ansprüche 1 bis 5,
wobei ein IHC-Automat zur Durchführung von Schritt
a) eingesetzt wird.

7.   Verfahren gemäß einem der Ansprüche 1 bis
6, wobei die Analyse des Gewebeschnitts zum Defi-
nieren der Grenzen (i) des Tumors (CT) und (ii) des
invasiven Grenzbereichs des Tumors (IM) durch ge-
eignete Software durchgeführt wird.

8.  Verfahren gemäß einem der Ansprüche 1, 2 und
4 bis 7, wobei hexagonale, quadratische oder recht-
eckige Einheiten mit einer Oberfläche von 10 10–9 m2

bis 1000 10–9 m2 verwendet werden.

9.   Verfahren gemäß einem der Ansprüche 1 bis
8, wobei die bestimmte Anzahl oder Dichte gefärbter
Immunzellen jeder Einheit aus Werten der Gruppe A
ausgewählt ist:
– maximale Anzahl gefärbter Zellen
– maximale Dichte gefärbter Zellen
– Summe der Anzahl gefärbter Zellen
– Summe der Oberfläche gefärbter Zellen
– Summe der Dichten gefärbter Zellen
– durchschnittliche Anzahl gefärbter Zellen
– durchschnittliche Dichte gefärbter Zellen
– maximale Anzahl gefärbter Zellen
– Medianwert der Anzahl gefärbter Zellen.

10.   Verfahren gemäß einem der Ansprüche 1, 2
und 4 bis 9, weiterhin umfassend das Detektieren
von Zellen oder Einheiten gemäß einem Kriterium der
Gruppe B, bestehend aus:
– einzelne gefärbte Zellen
– gefärbte Zellen in Clustern, welche wenigstens drei
gefärbte Zellen enthalten
– einzelne gefärbte Zellen oder Cluster, welche we-
nigstens drei gefärbte Zellen enthalten
– sämtliche gefärbte Zellen
– am meisten gefärbte Einheiten
– willkürliche Einheiten.

11.  Verfahren gemäß einem der Ansprüche 1 bis
10, weiterhin umfassend einen Schritt des Einteilens
von Patienten in Gruppen gemäß ihrem erwarteten
Überleben oder ihrem Ansprechen auf eine Krebsbe-
handlung.

12.  Verfahren gemäß Anspruch 11, wobei der Wert
der Anzahl oder der Dichte von Immunzellen für ei-
nen bestimmten Marker mit einem vorbestimmten
Referenzwert für diesen Marker verglichen wird, wo-
bei der vorbestimmte Referenzwert mit einer spezifi-
schen Prognose des Verlaufs der Krebserkrankung
und/oder des Überlebens des Patienten und/oder des
Ansprechens auf eine Krebsbehandlung korreliert ist.
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