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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 tumorésen Geweben,
umfassend die Schritte bestehend aus dem:

a. Bereitstellen eines oder mehrerer immungefarbter Gewe-
beschnitte, die durch ein automatisiertes Objekttrager-Far-
besystem unter Verwendung von Antikérpern, die spezifisch
an Antigene (Marker) binden, die von Immunzellen expri-
miert werden, erhalten wurden,

b. Digitalisieren der Objekttrager von Schritt a. durch hoch-
auflosende Scanerfassung, wobei ein hochaufgeldstes (4,6
pm/Pixel oder besser) digitales Bild des zu analysierenden
Objekttragers 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 GroRenreferenz-Gitternetzes mit
gleichmaRig verteilten Einheiten, welche die gleiche Ober-
flache aufweisen, wobei das Gitternetz an die Grofke des zu
analysierenden Tumors angepasst ist,

e1. Uberpriifen der Qualitat der Immunfarbung,

f. Detektieren und Quantifizieren gefarbter Zellen jeder Ein-
heit, wobei die Anzahl oder die Dichte der gefarbten Immun-
zellen jeder Einheit bestimmt wird.
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1. Verfahren zur Bestimmung einer Anzahl oder
Dichte von Immunzellen in tumorésen Geweben, um-
fassend die Schritte bestehend aus dem:

a. Bereitstellen eines oder mehrerer immungefarbter
Gewebeschnitte, die durch ein automatisiertes Ob-
jekttrager-Farbesystem unter Verwendung von An-
tikérpern, die spezifisch an Antigene (Marker) bin-
den, die von Immunzellen exprimiert werden, erhal-
ten wurden,

b. Digitalisieren der Objekttrédger von Schritt a. durch
hochauflésende Scanerfassung, wobei ein hochauf-
geldstes (4,6 um/Pixel oder besser) digitales Bild des
zu analysierenden Objekttragers 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 GrdélRenreferenz-Gitternetzes
mit gleichm&Rig verteilten Einheiten, welche die glei-
che Oberflache aufweisen, wobei das Gitternetz an
die Grole des zu analysierenden Tumors angepasst
ist,

e1. Uberpriifen der Qualitat der Immunfarbung,

f. Detektieren und Quantifizieren gefarbter Zellen je-
der Einheit, wobei die Anzahl oder die Dichte der ge-
farbten Immunzellen jeder Einheit bestimmt wird.

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

3. Verfahren gemaR Anspruch 1, wobei kein Gro-
Renreferenz-Gitternetz bereitgestellt wird.

4. Verfahren gemaf einem der Anspruche 1 bis 3,
wobei die Antikérper ausgewahlt sind aus der Gruppe
bestehend aus Antikérpern, die spezifisch flir CD3-,
CD4-, CD8-, CD20-, CD45RO- oder GZMB-Marker
sind.

5. Verfahren gemal einem der Anspriiche 1 bis 4,
wobei zwei oder drei Antikdrper, ausgewahlt aus der
Gruppe bestehend aus den folgenden Kombinatio-
nen: CD3 + CD8, CD3 + CD45R0, CD3 + CD20, CD3
+ GZMB, CD8 + CD20, CD8 + GZMB, CD8 + CD45
RO, CD20 + GZMB, CD20 + CD45R0, GZMB + CD
45R0, CD4 + CD8, CD4 + CD45R0, CD4 + GZMB,
CD4 + CD20 und allen Kombinationen von drei Mar-
kern von CD3-, CD8-, CD20-, CD45R0O-, CD4- und
GZMB-Markern, verwendet werden.

6. Verfahren gemaf einem der Anspriche 1 bis 5,
wobei ein IHC-Automat zur Durchfiihrung von Schritt
a) eingesetzt wird.
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7. Verfahren gemafl einem der Anspriiche 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 durchgefiihrt wird.

8. Verfahren gemaN einem der Anspriche 1, 2 und
4 bis 7, wobei hexagonale, quadratische oder recht-
eckige Einheiten mit einer Oberflache von 10 10-° m?
bis 1000 10-° m? verwendet werden.

9. Verfahren gemafl einem der Anspriiche 1 bis
8, wobei die bestimmte Anzahl oder Dichte gefarbter
Immunzellen jeder Einheit aus Werten der Gruppe A
ausgewahlt ist:

— maximale Anzahl geférbter Zellen

— maximale Dichte gefarbter Zellen

— Summe der Anzahl gefarbter Zellen

— Summe der Oberflache gefarbter Zellen

— Summe der Dichten geféarbter Zellen

— durchschnittliche Anzahl geférbter Zellen
— durchschnittliche Dichte gefarbter Zellen
— maximale Anzahl geférbter Zellen

— Medianwert der Anzahl gefarbter Zellen.

10. Verfahren gemal einem der Anspriche 1, 2
und 4 bis 9, weiterhin umfassend das Detektieren
von Zellen oder Einheiten geman einem Kriterium der
Gruppe B, bestehend aus:

— einzelne gefarbte Zellen

— gefarbte Zellen in Clustern, welche wenigstens drei
gefarbte Zellen enthalten

— einzelne geférbte Zellen oder Cluster, welche we-
nigstens drei gefarbte Zellen enthalten

— samtliche gefarbte Zellen

— am meisten gefarbte Einheiten

— willkurliche Einheiten.

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

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

Es folgen keine Zeichnungen
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