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1.  Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit mit dem Titel "Optimiertes PD-L1 Scoring beim Magenkarzinom" zielt
darauf ab, die Methodik zur gewebebasierten Bestimmung der PD-L1-Expression in
Magenkarzinomen zu verbessern. Die PD-L1-Expression ist ein zentraler Biomarker fur die
Wirksamkeit von Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICls) wie Nivolumab und Pembrolizumab.
Diese Medikamente haben das Potenzial, das Uberleben von Patientinnen/Patienten mit
fortgeschrittenem Magenkrebs signifikant zu verlangern. Bisherige Ansatze zur Bestimmung
der PD-L1-Expression basieren haufig auf endoskopischen Biopsien, deren Genauigkeit
jedoch aufgrund der Heterogenitat der Tumore fraglich ist. Es gab bis dato keinerlei
Forschungsdaten / medizinische Untersuchungen, ob Biopsien Gberhaupt in der Lage sind,
realistische Aussagen zum PD-L1-Status eines Gesamttumors zu vermitteln und wie viele
Biopsien dazu notig waren.

Meine Studie berlcksichtigte 56 Patienten mit unbehandelten, primar nicht metastasierten
operablen Adenokarzinomen des Magens. An den Resektionspraparaten wurde zunachst wie
dblich immunhistochemisch der PD-L1-Status des gesamten Tumors ermittelt, um eine
"ground-truth" zu etablieren. AnschlieRend wurden insgesamt 8 Biopsien aus dem Tumor
entnommen und in einen Tissue Microarray (TMA) Uberflhrt. Die Grofe der TMA-Biopsie
entspricht dabei der auch Ublicherweise endoskopischen BiopsiepartikelgroRe. Der TMA
berlicksichtigte sowohl vier oberflachliche (endoskopisch erreichbare) als auch vier tiefe, nicht-
nekrotische Tumorbereiche. Diese TMA-Biopsien wurden dann erneut mittels
Immunhistochemie auf PD-L1 untersucht.

Die Ergebnisse zeigten, dass ausreichend viele oberflachliche Biopsien eine reprasentative
und zuverlassige Methode zur Bestimmung des PD-L1-Status darstellen. Ausreichend
konnten wir als ein Minimum von vier tumortragenden Biopsien definieren — lagen vier Biopsien
vor, konnte der PD-L1-ground-truth-Wert mit einer adaquaten Wahrscheinlichkeit
vorhergesagt werden (k-Wert: 0,76). Die tiefen Biopsien erwiesen sich hingegen als weniger
sensitiv und reprasentativ.

Die Konsequenzen dieser Studie sind weitreichend fiir die klinische Praxis. Durch die aus
meiner Arbeit abgeleiteten Empfehlung, mindestens vier tumortragende Biopsien zu
entnehmen (mehr sind besser), kann die Genauigkeit der PD-L1-Bestimmung verbessert
werden. Dies stellt sicher, dass Patienten, die fur eine Immuntherapie geeignet sind, korrekt
identifiziert und entsprechend behandelt werden. Ein falsch-negatives Ergebnis, das durch
unzureichendes Biopsiematerial verursacht wird, konnte Patientinnen/Patienten um eine
lebensverlangernde Therapie bringen. Diese Arbeit betont daher die Notwendigkeit einer
sorgfaltigen und umfassenden Biopsieentnahme und tragt zur Optimierung der

personalisierten Therapieansatze bei Magenkarzinomen bei.



2. Einleitung

2.1. Magenkarzinom

2.1.1. Epidemiologie

Das Magenkarzinom ist mit ca. einer Million neu diagnostizierter Falle jahrlich die
funfthaufigste Krebserkrankung weltweit und mit ca. 769.000 Todesfallen im Jahr 2020 die
vierthaufigste Todesursache." Damit liegt die Inzidenz fir das Magenkarzinom bei ca.
19.292.000 weltweit diagnostizierten Krebserkrankungen bei insgesamt 5,6% und die
Mortalitatsrate bei 7,7%.?

Je nach Region, Alter und Geschlecht spezifizieren sich die Daten. Die globale Verteilung der
Inzidenzen weist grof3e Unterschiede auf. Zu den Hochrisiko Gebieten zahlen Ostasien (China
und Japan), Osteuropa, Zentral- und Sidamerika. Zu den Niedrigrisiko Gebieten zahlen
Sudasien, Nord- und Ostafrika, Nordamerika, Australien und Neuseeland. Fur Deutschland ist
seit Jahren ein Rickgang sowohl der Inzidenzen als auch der Sterberaten zu beobachten.
Dies wird auf hdhere Hygiene-, und Erndhrungsstandards und die friihzeitige Eradikation von
Helicobacter pylori zurtickgefuhrt, welches zu den Hauptrisikofaktoren fir die Entstehung von
Magenkarzinomen gehért.?

Von der Erkrankung sind Manner etwa zweimal so haufig betroffen wie Frauen." Auch steigt
das Risiko, an einem Magenkarzinom zu erkranken, mit zunehmendem Alter. 2018 erkrankten
in Deutschland Manner im Mittel mit 71 Jahren, Frauen mit 76 Jahren. Die relative 5-Jahres
Uberlebensrate liegt 2018 bei Mannern bei 34%, bei Frauen bei 37%.* Die Verteilung der
UICC-Stadien unterscheidet sich dagegen nur unmerklich zwischen den Geschlechtern. Die
Uberlebensrate ist gering, da die Erkrankung oft erst im fortgeschrittenen Stadium entdeckt
wird. Ca. 40% werden bei Erstdiagnose dem UICC-Stadium IV zugeordnet. Dementsprechend
liegt die Uberlebensrate im Stadium IV bei nur 4-6%, im Vergleich dazu liegt sie bei Stadium |
bei 76-81%.*

2.1.2. Atiologie und Pathogenese

Die Entstehung des Magenkarzinoms ist multifaktoriell und wird sowohl von genetischen als
auch von Umweltfaktoren beeinflusst. Dabei kann zwischen exogenen und endogenen
Faktoren unterschieden werden. Zu den wichtigsten exogenen Risikofaktoren zur
Entstehung von Magenkrebs gehdren die Infektion mit Helicobacter pylori, eine nitratreiche
Ernahrung, Rauchen, eine Infektion mit dem Epstein-Barr-Virus, der sozio6konomische Status
und Ubergewicht. Zu den endogenen Risikofaktoren gehdren unter anderem die chronisch-
atrophe Gastritis, Magengeschwire, die Gastrodsophageale Refluxkrankheit, hereditéare

Faktoren, verschiedene Syndrome, wie das Lynch Syndrom und die Blutgruppe A.



Uber viele Jahrzehnte hinweg wurde durch zahlreiche Studien gezeigt, dass die Entstehung
und Entwicklung des Magenkarzinoms auflerdem durch verschiedene unterschiedliche
genetische Veranderungen verursacht wird, wie zum Beispiel Veranderungen der Zellfunktion
und -differenzierung, der DNA-Reparaturmechanismen, der Zelladhdsion und weitere.® Zu den
genetischen Faktoren zahlt zum Beispiel in Uber 50% der Falle — und damit als wichtigste —
die Mutation des TP53 Gens. AuRerdem lassen sich weitere Mutationen in den Onkogenen
KRAS, CTNBB1 und PIK3CA, sowie den Tumorsuppressorgenen SMAD4 und APC

nachweisen.®

Die Pathogenese des Magenkarzinoms ist unterteilbar in die beiden verschiedenen
topologischen Subtypen der Kardia (CGC) und der ,,Nicht-Kardia“ (NCGC), zu denen die
Karzinome des Magenausgangs (Antrum und Pylorus), der kleinen Kurvatur und der restlichen
Lokalisationen zahlen. Beide Subtypen unterscheiden sich hinsichtlich der Risikofaktoren,
Atiologie und der geographischen Verteilung. Die groRe Mehrheit des NCGC ist assoziiert mit
der H. pylori Infektion, wohingegen das CGC eher mit Ubergewicht und dem
Gastrodsophagealen Reflux assoziiert ist.”

Die chronische Infektion mit Helicobacter pylori zahlt dabei zu den wichtigsten bekannten
Risikofaktoren des NCGC. Nahezu alle Falle kénnen darauf zuriickgefiihrt werden." Seit 1994
wird H. pylori von der WHO als Karzinogen anerkannt.® Ca. 50% der Weltbevélkerung ist mit
dem Bakterium infiziert, jedoch entwickeln nur <56% Krebs. Dies kdnnte unter anderem an
unterschiedlichen genetischen Eigenschaften, sowohl beim Bakterium als auch beim
Menschen, sowie an verschiedenen Umwelteinfliissen liegen."*

Obwohl weltweit bekannt ist, dass H. pylori eine wichtige Rolle bei der Karzinogenese spielt,
sind die genauen Mechanismen bis heute unklar. Die Infektion fluhrt zu verschiedenen
Erscheinungsbildern wie Magengeschwiiren, -tumoren und Entziindungen.®

Dabei gibt es Hinweise, dass H. pylori sowohl eine Proliferation der Zellen als auch die
Apoptose im Entzindungsstadium auslést. Wohingegen bei der malignen Entstehung die
Apoptose gehemmt und die Adhasion der Epithelzellen beeintrachtigt wird. Auflerdem wird
zum Beispiel von Fan et. al berichtet, dass die Anwesenheit von H. pylori Zellen die

Zellproliferation erhéht.™

2.1.3. Molekulare Subtypen

Neben den topologischen Subtypen kann das Magenkarzinom in der klinischen Praxis auch
nach verschiedenen Modellen eingeteilt werden, die unterschiedlich Anwendung finden. Zur
Unterteilung werden Untersuchungen des Genoms, Transkriptoms, Epigenoms und Proteoms

durchgefiihrt und anschlielRend klassifiziert.



Die jeweiligen Kategorisierungsparameter zur Unterteilung in Subtypen erfolgt je nach
Untersuchungsgegenstand und Zielsetzung. Zwei besonders relevante und anwendbare
Modelle sind die des TCGA sowie des ACRG.

Durch das 2005 gestartete Projekt des TCGA (The Cancer Genome Atlas) haben sich im
Jahr 2014 vier molekulare Subtypen des Magenkarzinoms festlegen lassen. Darunter fallen
(1) Epstein-Barr-Virus (EBV) positive Tumore, (2) mikrosatelliteninstabile Tumoren (MSI), (3)
Tumore mit chromosomaler Instabilitat (CIN) und (4) genomisch stabile Tumore (GS)."

(1) EBV wird in ca. 9% der malignen Epithelzellen beim Magenkarzinom gefunden. Bei
Epstein-Barr-Virus-positiven Tumoren finden sich haufiger DNA-Hypermethylierungen als bei
allen anderen Tumorentitdten, die im TCGA untersucht wurden. AuRerdem finden sich
Amplifikationen von JAK2, CD274 (= PD-L1) und PDCD1LG2 (= PD-L2) und rezidivierende
PIK3CA-Mutationen.

(2) Mikrosatelliteninstabiltat (MSI) ist eine der am langsten bekannten Veranderungen in der
Karzinogenese und resultiert in genomischer Instabilitat. Als Mangel an DNA-Mismatch-
Reparatur definiert, beglnstigt sie das Vorhandensein von Replikationsfehlern in einfachen
repetitiven Sequenzen. Dabei unterscheidet man zwischen hochfrequent, niedrigfrequent und
stabil. Beim Magenkarzinom kommt die MSI in 13-44% (in der TCGA-Kohorte in 21%) der
Falle vor, insbesondere die hochfrequente Variante. Magentumoren mit MSI sind haufiger mit
dem intestinalen Typ nach Laurén, einer Lokalisation im Antrum, sowie einer gunstigeren
Prognose assoziiert.®

(3) Tumoren mit chromosomaler Instabilitit (CIN) zeigen Aneuploidie und fokale
Amplifikationen von Rezeptor Tyrosinkinasen (wie zum Beispiel Her2/neu). Sie werden eher
mit dem intestinalen Typ nach Laurén assoziiert, kommen haufiger in der Kardia (CGC) und
dem Gastroésophagealen Ubergang vor und sind mit ca. 50% die gréBte Gruppe.

(4) Genomisch stabile Tumoren (GS) treten in ca. 20% der Falle auf, werden mit der diffusen
histologischen Variante nach Laurén assoziiert, kommen haufiger im Antrum vor und weisen
Mutationen des RHOA oder mit GTPase-aktivierenden Proteinen der RHO-Familie auf. Die
Prognose ist in dieser Gruppe am schlechtesten.®'"12

Neben der Einteilung des TCGA flir das Magenkarzinom wurden in weiteren Studien andere
genetisch-molekulare Klassifikationen aufgestellt, wie zum Beispiel die der Asian Cancer
Research Group (ACRG) und der Singapore Group.

Auch die ACRG teilt das Magenkarzinom in vier Subtypen ein. Dabei werden ebenfalls
unterschiedliche Kriterien, wie die Mikrosatellitenstabilitat, die Aktivitat von TP53 und die
epithelial-mesenchymale-Transition (EMT) betrachtet.

In der Singapore Group (auch Singapore-Duke Klassifikation genannt) werden drei molekulare

Subtypen unterschieden: Mesenchymal, Proliferativ und Metabolisch."?
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CIN
e Intestinal histology
* TP53 mutation
e RTK-RAS activation

EBV
* PIK3CA mutation
* PD-L 1/2 overexpression
* EBV-CIMP
* CDKNZ2A silencing
* Immune cell signalling

MSI
* Hypermutation
* Gastric-CIMP
* MLH1 silencing
* Mitotic pathways

GS
 Diffuse histology
e CDH1, RHOA mutations
* CLDN18-ARHGAP fusion
e Cell adhesion

Figure 6 | Key features of gastric cancer subtypes. This schematic lists some
of the salient features associated with each of the four molecular subtypes of
gastric cancer. Distribution of molecular subtypes in tumours obtained from
distinct regions of the stomach is represented by inset charts.

Abbildung 1: Molekulare Subtypen des Magenkarzinoms?”

2.1.4. Diagnostik

Zur Primardiagnostik des Magenkarzinoms erfolgt eine Osophagogastroduodenoskopie
(OGD) mit Biopsieentnahmen aus allen suspekten Lasionen. Eine Endosonografie ist im
Anschluss zur Mitbeurteilung der cTNM-Klassifikation, also der Tumorausdehnung und des
Lymphknotenstatus ebenfalls notwendig. Zusatzlich wird fir das Staging eine CT-
Untersuchung von Thorax, Abdomen und Becken angefertigt, um Fernmetastasen zu
detektieren. Bei lokal fortgeschrittenen Tumoren mit unklarem Lymphknotenstatus oder
Verdacht auf eine Peritonealkarzinose sollte weiterfiihrend eine Laparoskopie durchgefihrt
werden.®

2.1.5. Tumorklassifikation und Stadieneinteilung

Die TNM-Klassifikation zeigt die anatomische Ausbreitung des Magenkarzinoms an. Dabei
werden die Infiltrationstiefe (T1-4), der Lympknotenstatus (NO-3) und die Fernmetastasierung
(M0-1) beurteilt.?

T Infiltrationstiefe des Primartumor

X Kann nicht beurteilt werden
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TO
Tis

T
T1a

T1b

T2
T3
T4

T4a
T4b

NX
NO
N1
N2
N3
N3a
N3b
M
Mo
M1

Kein Anhalt fir Primartumor

Carcinoma in situ: Intraepithelialer Tumor ohne Infiltration der lamina propria,
hochgradige Dysplasie

Tumor infiltriert Lamina propria, Muscularis mucosae oder Submukosa

Tumor infiltriert Lamina propria oder Muscularis mucosae

Tumor infiltriert Submukosa

Tumor infiltriert Muscularis propria

Tumor infiltiert Subserosa

Tumor perforiert Serosa (viszerales Peritoneum oder infiltriert benachbarte
Strukturen)

Tumor perforiert Serosa

Tumor infiltriert benachbarte Strukturen (Magen, Milz, Colon transversum, Leber,
Diaphragma, Pankreas, Nebennieren, Niere, Jejunum, Retroperitoneum,
Bauchwand)

Regionare Lymphknoten (LK)

Kdnnen nicht beurteilt werden

Keine regionaren LK-Metastasen

Metastasen in 1-2 regionaren LK

Metastasen in 3-6 regionaren LK

Metastasen in 27 regionaren LK

Metastasen in 7-15 regionaren LK

Metastasen in 216 regionaren LK

Fernmetastasen

Keine Fernmetastasen

Fernmetastasen

Tabelle 1: TNM-Klassifikation des Magenkarzinoms®

Aus der TNM-Klassifikation lassen sich die klinischen UICC-Stadien (Union for International

Cancer Control) ableiten.®

UICC-Stadium T N M

0 Tis NO MO
| T1, T2 NO MO
A T1, T2 N1, N2, N3 MO
B T3, T4a NO MO

12



1l T3, T4a N1, N2, N3 MO
v T4b Jedes N MO

Jedes T Jedes N M1
Tabelle 2: UICC Stadien des Magenkarzinom®

Die histologische Klassifikation der WHO (World Health Organisation) aus dem Jahr 2010

ordnet alle Magenkarzinome den folgenden funf Zelltypen zu:

Adenokarzinome (> 90%)

o Papillar

o Muzinés

o Tubular

o Siegelringzellkarzinom

e Adenosquamdse Karzinome (ca. 5%)
o Plattenepithelkarzinome
o Kleinzellige Karzinome

¢ Undifferenzierte Karzinome®"?

In der klinischen Praxis wird weiterfihrend die Klassifikation nach Laurén verwendet, welche
bereits 1965 von ihrem Namensgeber, dem finnischen Pathologen Heikki Laurén eingefuhrt
wurde und immer noch Glltigkeit hat. Dabei wird sowohl die Histomorphologie als auch die
Ausbreitungstendenz des Tumors beurteilt. Anhand dessen kann sie in Verbindung mit
anderen Klassifikationen und Biomarkern verwendet werden, um eine umfassendere
Charakterisierung von Magentumoren zu ermdéglichen und um operativ die Resektionsweite
mit Sicherheitsabstanden zu berechnen. Unterschieden werden der Intestinale Typ (50%)
und der Diffuse Typ (40%). Der Intestinale Typ zeichnet sich durch klar begrenztes,
polypdses, drusig differenziertes Wachstum aus. Der Diffuse Typ ist eher schlecht begrenzt

und infiltrativ in die Magenwand wachsend. In 10% der Félle sieht man einen Mischtyp.®'

2.1.6. Therapie

Nach der histologischen Bestatigung und anschlielenden Staging Untersuchungen wird die
Therapie anhand der TNM-Klassifikation, der Klassifikation nach Laurén und der UICC-
Stadien geplant. Es wird zwischen der operativen und medikamentdsen Therapie
unterschieden, wobei die operative Therapie momentan die einzig kurative Moglichkeit bietet,
sodass diese die Standardtherapie bei potenziell resektablen Tumoren ist.
Magenfriihkarzinome und intraepitheliale Neoplasien bieten die Ausnahme und kdnnen

endoskopisch en-bloc reseziert werden.

13



Lokal fortgeschrittene oder nicht resektable Magenkarzinome werden multimodal mithilfe von
perioperativer (Radio-)Chemotherapie behandelt, um sie potenziell resektabel zu machen.
Bereits hamatogen metastasierte Karzinome werden (blicherweise mit palliativer
Chemotherapie behandelt.

Das chirurgische Standardverfahren ist die radikale Gastrektomie mit D2-Lymphadenektomie.
Dabei werden die Lymphknoten entlang der groRen und kleinen Kurvatur und entlang der
A.gastrica sinistra, A.hepatis communis und der A. lienalis, sowie des Truncus coeliacus und
solche im Lig. hepatoduodenale entfernt. Die Passage wird mithilfe einer Roux-Y-Anastomose
wiederhergestellt. Der Klassifikation nach Laurén folgend mussen je nach Typ
Sicherheitsabstande von 5 cm (intestinaler Typ) bzw. 8 cm (diffuser Typ) eingehalten werden.
Alternativ kann bei Karzinomen des unteren Magendrittels und Karzinomen vom intestinalen
Typ des mittleren Drittels eine subtotale Gastrektomie (4/5-Resektion) mit Lymphadenektomie
erfolgen. Dabei ist immer die RO-Resektion das Ziel.

Eine perioperative Therapie wird in Deutschland nach dem FLOT-Schema durchgefiihrt.
Standard hierbei sind 4 Zyklen vor und 4 Zyklen nach der Operation. Verwendet werden
Zytostatika wie 5-FU + Folinsaure, Docetaxel und Oxaliplatin.

Beim Nachweis einer HER2-Uberexpression wird zusatzlich der monoklonale Antikdrper
Trastuzumab verabreicht.

Weitere palliative Therapien neben der Chemotherapie bieten Gastroenterostomien,
Bestrahlung, Parazentese von Aszites, intraperitoneale Chemotherapie, Peritonektomie bei
Peritonealkarzinose und weitere supportive Therapien bei Nebenwirkungen.®
Immuncheckpoint-Inhibitoren wie Pembrolizumab, Nivolumab, Durvalumab, etc. werden in
klinischen Studien getestet und eingesetzt.

Derzeit bestehen in Deutschland Zulassungen fiir Immuncheckpoint-Inhibitoren in folgenden
Indikationen:

In erster Linie sind Nivolumab bei einem CPS = 5 und Pembrolizumab bei einem CPS = 1

zugelassen. In zweiter Linie ist Pembrolizumab bei MSI zugelassen.'®
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Histologisch bestatigtes
Magenkarzinom

v

Staging
Sonographie, CT (Thorax, Abdomen & Becken), Endosonographie, evtl. Laparoskopie
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T1a T1b-T2 T4
(T1, NO, M) Keine Metastasen, T3 Oder inoperabler
A resektabler Tumor Patient / Tumor
Endoskopische b N Pe;:::;:t)ive
Resanton Chemotherapie

RO R1 R Gastrektomie mit ¢ \

Lymphadenektomie

v v

RO R1 —» Nachresektion
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Palliative
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Abbildung 2: Therapie des Magenkarzinoms © AMBOSS GmbH, Berlin und Kéin, Germany?®
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Algorithmus fur die Primartherapie

Adenokarzinom des Magens

Stadien IB-1I Stadium IV

Stadium 1A

IATla IAT1b

A 4
endoskopische chirurgische = < Medikamentdse
H 9 Praoperative 5
Resektion! A
Resektion Chemotherapie Tumortherapie
L gefolgtivon und / oder
chirurgische chirurgischer
Resektion Resektion BSC2
gefolgt von
postoperativer
Chemotherapie

Legende:
w—— [urativ intendierte Therapie;

Isiene Tabelle 4
2 Best Supportive Care

' nicht-kurativ intendierte Therapie;

Abbildung 3: Algorithmus fiir die Primértherapie”

Medikamentose perioperative Therapie des Magenkarzinoms in den Stadien IB-IlI

Stadium IB-1Il
i v l

andere
FLOT

MSI-H Her2 pos
FLOT +ICI* FLOT + Trastuzumab*

sollte kann soll

Legende:
ICI: PD-1/PD-L1-Immuncheckpointinhibitor, FLOT: 5-Fluorouracil, Folinsdure, Oxaliplatin, Docetaxel; MSI-H: hohe Mikrosatelliteninstabilitdt; *off-label, vorherige Abklarung mit Kos-

tentréager zu empfehlen

Abbildung 4: Medikamentése perioperative Therapie des Magenkarzinoms in den Stadien IB-Ill"”
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Algorithmus fiir die Erstlinientherapie des fortgeschrittenen Magenkarzinoms

{ Fortgeschrittenes Magenkarzinom ]

Erstlinientherapie

Platin-Fluoropyrimidin Doublette Chemotherapie

al

HER2+ | PD-L1- ’ HER2+ |
plus Trastuzumab und plus Nivolumab! oder plus Nivolumab? oder
Pembrolizumab? Pembrolizumab? Pembrolizumab?

plus Trastuzumab

Legende:

I Nivolumab in Europa zugelassen bei PD-L1 CPS = 5 entsprechend Checkmate-649-Studie; 2 pembrolizumab in Europa zugelassen bei Adenokarzinomen des Osophagus bei PD-
L1 CPS = 10 entsprechend Keynote-590-Studie und bei HER2 negativen und HERZ2 positiven Adenokarzinomen des Magens und 6sophago-gastralen Ubergangs bei PD-L1 CPS = 1
entsprechend Keynote-859-Studie und Keynote 811-Studie.

Abbildung 5: Algorithmus fiir die Erstlinientherapie des fortgeschrittenen Magenkarzinoms'”

Algorithmus fiir die Erstlinientherapie des fortgeschrittenen Adenokarzinoms des Osophagus und
ésophago-gastralen Ubergangs

Forgeschritienes Adenokarzinom
des Osophagus und des 05ophago-
gastralen Ubergangs

I

Erstinientherapie

!

Doublette C

! ]

HER2+ HER2-, PD-L1+

l l

plus Nivolumab?,
Pembrolizumab

plus Trastuzumab

zugelassen bei PD-L1 CPS = 5 entsprechend Checkmate-649-Studie; Pembrolizumé
gangs bei PD-L1 CPS = 10 entsprechend Keynote-590 die. Positive Phase IlI-Stud,

uropa zugelassen bei Adenokarzinomen des Osophagus und
lisse bei positivem CPS wurden auch bei Magenkarzinom in

Abbildung 6: Algorithmus fiir die Erstlinientherapie des fortgeschrittenen Adenokarzinoms des Osophagus und
dsophago-gastralen Ubergangs'®

2.1.7. Personalisierte Therapieansatze

Die personalisierte Therapie von Magenkarzinomen hat in den letzten Jahren an Bedeutung
gewonnen, da sie es ermoglicht, die Behandlung auf die individuellen genetischen und
molekularen Merkmale der Patientinnen/Patienten abzustimmen. Dieser Ansatz kann die
Wirksamkeit der Behandlung verbessern und potenziell Nebenwirkungen minimieren.

Zurzeit werden personalisierte Therapieansatze mit z.B. Antikbrpern oder die Immuntherapie

im Rahmen von klinischen Studien angewendet. Fiir die Uberexpression des HER2-Proteins
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bei fortgeschrittenen metastasierten Tumoren wird in den S3 Leitlinien eine ergdnzende
Therapie mit dem Antikérper Trastuzumab empfohlen.® HER2 ist ein transmembraner
Tyrosinkinase Rezeptor und gehoért zur Gruppe der EGFRs (epidermal growth factor
receptors). Die Uberexpression und Amplifikation von HER2 ist seit Jahren Teil vieler Studien
und bei einer Vielzahl von Krebserkrankungen bekannt, zur Zeit vor allem beim
Mammakarzinom, aber auch beim Kolonkarzinom, Ovarialkarzinom, Zervixkarzinom,
Osophagus- und Magenkarzinom. Fiir Mammakarzinome ist er mittlerweile sowohl als
pradiktiver Marker als auch als Prognosefaktor zugelassen. Trastuzumab, ein monoklonaler
Antikorper, bindet direkt an den HER2 Rezeptor und zeigt einen signifikanten
Uberlebensvorteil von Patientinnen/Patienten mit Uberexpression/Amplifikation von HER2-
positiven Brustkrebs Patientinnen/Patienten.'®

Auch fur Patientinnen/Patienten mit Magenkarzinomen oder Karzinomen des
Gastrodsophagealen Ubergangs und HER2-Rezeptor-positiven Status zeigt sich in der ToGA-
Studie (Trastuzumab for Gastric Cancer, 2009-2014) ein medianer Uberlebensvorteil in der
Gruppe Herceptin plus Chemotherapie mit Fluoropyrimidin und Cisplatin von 2,7 Monaten im
Gegensatz zur Referenzgruppe, die alleinig Chemotherapie mit Fluoruracil und Cisplatin oder
Capecitabine und Cisplatin erhielt. Seitdem gehdrt es zur Erstlinientherapie.’®? 22,1% der
Patientinnen/Patienten der Studie mit lokal fortgeschrittenen, inoperablen oder metastasierten
Tumoren zeigten in der Immunhistochemie einen Score 3+ oder in der Fluoreszenz in Situ
Hybridisierung (FISH) eine Uberexpression des HER2 Gens oder Amplifikation von HER2. Die
héchste Inzidenz wurde beim Intestinalen Subtyp und bei den Tumoren des
Gastrodsophagealen Ubergangs gefunden.

In der KEYNOTE-811 Studie (2018-2024) wird zurzeit zusatzlich der Immuncheckpoint-
Inhibitor Pembrolizumab in Kombination mit Trastuzumab+Chemotherapie mit einem
Placebo+Trastuzumab+Chemotherapie verglichen. In mehreren Studien der letzten Jahre
wurde untersucht, ob Trastuzumab mdglicherweise die Expression von PD-L1 auf den
Tumorzellen erhoht.?’

In der GATSBY Studie (2012-2013) wurde dann noch weiterfihrend eine Zweitlinientherapie
fur bereits vorbehandelte HER2-positive Patientinnen/Patienten mit Trastuzumab emtansine
fur fortgeschrittene, nicht resezierbare oder metastasierte Karzinome erforscht. Jedoch
gelangte die Studie zu dem Ergebnis, dass der Antikérper keinen Vorteil gegenuber der
Therapie mit Taxanen brachte. Zurzeit sind die therapeutischen Optionen dieser Patientinnen-
/Patientengruppe stark limitiert.??

Die personalisierte Therapie des Magenkarzinoms befindet sich derzeit noch in der
Entwicklung und es sind weitere Forschungsarbeiten und klinische Studien erforderlich, um

die besten Ansatze und Biomarker zu ermitteln. Es wird erwartet, dass durch die Integration
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verschiedener Ansatze in die klinische Praxis in Zukunft eine noch prazisere personalisierte

Behandlung ermoglichen wird.

GRAFIK 2

Therapiealgorithmus beim lokal fortgeschrittenen irresektablen oder metastasierten Magenkarzinom

Erste Linie

Molekulare Stratifikation nach HER2-Status

C |
IHC-Score 0/1
IHC-Score 2

{
ISH-Test HER2
{ ¥
Platin-Fluoropyrimidin-Doublette Platin-Fluoropyrimidin + Trastuzumab

Zweite und dritte Linie

Progression: Evaluation des ECOG-Performance-Status, Wirksamkeit und Vertraglichkeit
der Erstlinienchemotherapie, Patientenpraferenz und Remissionsdruck

ECOG PS 0-1 ECOG PS 0-2 ECOG PS 2-4 oder

Hoher Remissionsdruck MaBiger Remissionsdruck Patientenpraferenz
Paclitaxel + Ramucirumab Aktive Symptomkontrolle

Ohne adressierbare molekulare Molekulare Charakteristika: u. a.
Charakteristika MSI, EBV, FGFR2, PD-L1 Therapie ohne
l l molekulare Stratifikation
Molekular stratifizierte
g R Molekular stratifizierte Therapie Therapie
TAS-102 (Trifluridin-Tipiracil) (ggf. Studien)

EBV: Epstein-Barr-Virus; ECOG: Eastern Cooperative Oncology Group; FGFR2: , fibroblast growth factor receptor 2“; HER2: ,human epidermal growth factor receptor 2¢;
IHC: ,immunohistochemistry*; ISH: In-situ-Hybridisierung; PD-L1: ,programmed cell death ligand 1*; PS: Performance-Status

Abbildung 7: Therapiealgorithmus beim lokal fortgeschrittenen irresektablen oder metastasierten Magenkarzinom?

2.2. PD-1/PD-L1

2.2.1. PD-1 und PD-L1-Regulation und Funktion
PD-1 (programmed cell death protein 1), ist ein transmembraner Rezeptor, welcher
hauptsachlich auf aktivierten CD8-positiven T-Zellen, B-Zellen und Natlrlichen Killerzellen

(NK) vorkommt und zur Gruppe der B7/CD28-Superfamilie gehort. Es spielt bei der Regulation
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des Immunsystems eine wichtige Rolle und verhindert die Aktivierung von T-Zellen, indem es
die Apoptose auslést.

PD-L1 (programmed death-ligand 1), ebenfalls ein Mitglied der B7-Familie, ist ein
Oberflachenprotein und ebenfalls an der Modulation des Immunsystems beteiligt. Man findet
es auf Antigen-prasentierenden Zellen (APCs), Dendritischen Zellen und Makrophagen.
AuRerdem findet man PD-L1 auf einer Vielzahl von Tumorzellen.?"242°

Die Interaktion zwischen PD-1 und PD-L1 ist einer der bedeutsamsten Mechanismen der
Immunmodulation, da sie die Funktion von T-Zellen unterdriickt, indem sie die T-Zell-
Erschépfung induziert und so die Immuntoleranz férdert. Unter physiologischen Bedingungen
kommt es bei der Bindung von PD-1 und PD-L1 zu einem inhibierenden Signal, welches den
Korper vor der Entstehung einer Autoimmunkrankheit schitzt. Diese Bindung tragt dazu bei,
ubermafRige, entziindliche Ausbreitungen zu unterbinden, indem sie Gewebeschaden auf den
betroffenen Bereich lokalisiert.?®

Krebszellen nutzen dieses System, um die durch T-Zellen induzierten apoptotischen Effekte
zu umgehen. Dies nennt man Immunevasion. Die Uberexpression von PD-L1 verursacht bei
verschiedenen Krebsarten eine immunsuppressive Mikroumgebung des Tumors.'? Antitumor-
T-Zellen sind spezialisierte Immunzellen, die kontinuierlich, wahrend der gesamten
Karzinogenese bis hin zur Bildung von Metastasen, tumorassoziierte Antigene in der
Mikroumgebung erkennen. Das Binden von PD-L1 an PD-1 inhibiert die Proliferation von
tumorspezifischen T-Zellen, induziert die Apoptose, indem proinflammatorische Zytokine
ausgeschuttet werden, darunter Interferon-gamma (IFN-y) und Zytotoxine. Interessanterweise
bewirkt die Freisetzung von IFN-y eine verstarkte Expression von PD-L1 in der
Mikroumgebung, wodurch wiederum Tumorzellen vermehrt PD-L1 exprimieren. Durch das
Verstandnis dieser Mechanismen wird PD-1 und PD-L1 ein zunehmendes therapeutisches Ziel

fUr die |mmuntherapie,21’24'26*27

2.2.2. CPS und TPS-Scoring

Zur pathologischen Diagnostik der PD-L1 Expression bei Tumoren gehort die
Immunhistochemie (IHC). Dabei werden sowohl PD-L1 auf dem Tumor selbst als auch die
Tumorinfiltrierenden-Immunzellen, wie Makrophagen, und Lymphozyten beurteilt.?®

Zurzeit werden zwei Scores zur Beurteilung des PD-L1 Status verwendet, der TPS (tumor
proportion score) und der CPS (combined positive score).

Der TPS wird durch das prozentuale Verhaltnis der PD-L1 prasentierenden Tumorzellen,
bezogen auf alle vitalen Tumorzellen angegeben. Die Immunzellen der tumorinfiltrierenden
Umgebung werden hierbei nicht beriicksichtigt.'?

Der CPS wird durch die Summe aller PD-L1 positiv-gefarbten Zellen, inklusive Tumorzellen,

Makrophagen und Lymphozyten gebildet, dann durch die Gesamtanzahl der vitalen
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Tumorzellen dividiert und zum Schluss mit 100 multipliziert. Der maximale Score liegt bei
100_12,28

Beide Scores werden ebenfalls als pradiktive Biomarker zur Verlaufsdiagnostik unter
Immuntherapie verwendet. Der TPS wird zum Beispiel im Rahmen der immunhistochemischen

t.2° Der neuere CPS

Diagnostik beim Nichtkleinzelligen Lungenkarzinom (NSCLC) angewende
wird in der Diagnostik des Magenkarzinoms und des Gastrodsophagealen Ubergangs
verwendet und hat den Vorteil, die Tumorinfiltrierenden-Immunzellen mitzubeurteilen. Dies
wurde beispielsweise in der KEYNOTE-859 Studie bestatigt, in der Patientinnen/Patienten mit
Magenkarzinom oder Karzinomen des Gastrodsophagealen Ubergangs und positiver PD-L1
Expression (CPS >1) von der Behandlung mit dem ICI Pembrolizumab profitierten, welche
durch die Beurteilung mit dem TPS, durch einen niedrigeren Cut-Off Wert, nicht detektiert
worden wéren. 2230

Eine systematische Uberpriifung und Meta-Analyse von 17 Phase-lII-Studien, veréffentlicht in
JAMA Oncology (Oktober 2022), untersuchte den Zusammenhang zwischen PD-L1-
Expression und dem Nutzen von Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICl) bei fortgeschrittenem
gastrodsophagealem Krebs. Die Ergebnisse zeigten, dass die PD-L1-Expression im
Tumorgewebe der starkste pradiktive Biomarker fiir den Uberlebensvorteil durch ICI-Therapie
bei Plattenepithelkarzinomen war. Bei Adenokarzinomen war PD-L1 der zweitstarkste
Pradiktor nach MSI-Hochstatus.

Die Studie ergab, dass ein hoher PD-L1-Tumor-Proportion-Score (TPS) mit einem signifikant
besseren Uberleben assoziiert war. Bei Adenokarzinomen war MSI-H der stérkste Pradiktor,
wahrend ein hoher Combined Positive Score (CPS) ebenfalls einen signifikanten
Uberlebensvorteil zeigte.

Diese Ergebnisse unterstreichen die Bedeutung der PD-L1-Bestimmung im Tumorgewebe als
pradiktiver Marker fir die Effektivitat von ICI-Therapien und belegen ihre Uberlegenheit

gegeniiber anderen variablen Faktoren, mit Ausnahme von MSI-H bei Adenokarzinomen.®'

Einige Medikamente haben sogenannte ,,Cut-Off‘ Scores bezlglich der Zulassung.

In der Checkmate 649-Studie wurde die Kombination aus Nivolumab und Chemotherapie als
Erstlinientherapie flr Patientinnen/Patienten mit fortgeschrittenem Magenkrebs und
gastrodsophagealem Ubergangskarzinom untersucht. Die Ergebnisse zeigten, dass der
Uberlebensvorteil insbesondere bei Patientinnen/Patienten mit einem PD-L1 Combined
Positive Score (CPS) = 5 signifikant war. In der Keynote 859-Studie wurde Pembrolizumab in
Kombination mit Chemotherapie bei Patientinnen/Patienten mit fortgeschrittenem oder
metastasiertem Magenkrebs und gastrodsophagealem Ubergangskarzinom getestet. Die
Studie verwendete einen PD-L1 CPS-Cut-Off von 1, 10 und 50. Der gréRte Uberlebensvorteil

wurde bei Patientinnen/Patienten mit einem CPS von 10 oder hoher beobachtet. In diesen
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Gruppen war Pembrolizumab besonders effektiv und fihrte zu einer signifikanten

Verbesserung der Uberlebensrate und des Ansprechens auf die Behandlung.?93%32

2.2.3. Immuncheckpoint-Inhibitoren

Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI) gelten seit ihrer Entdeckung durch James Allison und
Tasuku Honjo als Revolution der Krebstherapie und als groRer ,Durchbruch® in der
Onkologie.* ICIs werden derzeit unteranderem zur Behandlung des Melanoms, des nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms, des klarzelligen Nierenzellkarzinoms, des Urothelkarzinoms,
des Hodgkin-Lymphoms und des Plattenepithelkarzinoms im Kopf- und Halsbereich
eingesetzt.33¢

Fir die oben genannten und eine Vielzahl weiterer Krebsarten wie Hepatozellularen- und
Mammakarzinomen, dem kolorektalen Karzinom, dem Zervixkarzinom, dem Magenkarzinom
und weiteren laufen derzeit verschiedene Studien, in denen unterschiedliche ICls getestet,
beziehungsweise bereits zugelassen wurden.?*?® Zu den derzeit zugelassenen Checkpoint-
Inhibitoren gehéren zwei monoklonale Antikérper gegen PD-1 (Nivolumab und
Pembrolizumab) und drei gegen PD-L1 (Atezolizumab, Durvalumab und Avelumab), sowie
zwei ICls gegen CTLA-4 (Tremelimumab und Ipilimumab).’

In einigen der Studien werden erfolgreiche Ergebnisse mit Langzeitiberleben prasentiert, die
eine Tumorregression unter ICls zeigen, teils in Monotherapien, teils in Kombinationstherapien
mit Chemotherapeutika, Strahlentherapie oder anderen Checkpointinhibitoren.?

In anderen Fallen zeigen sich die Grenzen der Therapie und niedrige Ansprechraten, die auf
verschiedene Faktoren wie den einzelnen Tumortypen, das Fehlen bestimmter Biomarker,
angeborene und erworbene Resistenzen und das Auftreten von Nebenwirkungen
zurlickzufiihren sind.?>2°2?® Bisher liegt die klinische Ansprechrate bei der PD-1/PD-L1-
Blockade bei nur 40%.%® Diese Faktoren zu limitieren wiirde groRe Auswirkungen auf die
Wirkung der PD-1/PD-L1 blockierenden Immuncheckpoint-Inhibitoren haben und die

Uberlebensraten der Patientinnen/Patienten erheblich steigern kénnen.?

22



eTABELLE

Checkpoint-Inhibitoren - Wirkung und Zulassungsindikationen

in der EU Ipilimumab CTLA4 Melanom humanes IgG1 ja 15 Tage

|
G e Nivolumab PD-1 Melanom, nichtkleinzelliges humanes IgG4 reduziert 25 Tage

Bronchialkarzinom, Nierenzell-
karzinom, klassisches Hodgkin-
Lymphom, Plattenepithelkarzinome
des Kopf-Hals-Bereichs, Urothel-
karzinom

Pembrolizumab | PD-1 Melanom, nichtkleinzelliges humanisiertes IgG4 | reduziert 26 Tage
Bronchialkarzinom, klassisches
Hodgkin-Lymphom, Urothelkarzinom

Avelumab PD-L1 Merkelzellkarzinom humanes IgG1 ja 6 Tage
Atezolizumab PD-L1 Urothelkarzinom, nichtkleinzelliges engineered keine 27 Tage
Bronchialkarzinom humanes IgG1
inden USA = Durvalumab PD-L1 Lungenkrebs, Blasenkrebs, engineered keine 18 Tage
zugelassen (Kopf-Hals-Tumoren) humanes IgG1
Cemiplimab PD-1 Plattenepithelkarzinom humanes IgG4 reduziert 19 Tage
(REGN2810)
(noch) nicht | Tremelimumab | CTLA-4 Melanom, Pleuramesotheliom humanes IgG2
|
e Urelumab, CD137/4-1BB | Glioblastom, Lymphom humanisiertes IgG4,
PF-2566 humanes IgG2
Relatlimab LAG-3 Melanom, Glioblastom, humanisiertes lgG4
BMS-986016 Pankreaskarzinom, Lymphome
Lirilumab NK Leukamie, Plattenepithelkarzinom humanisiertes IgG4
AMG228, GITR solide Tumore z. B. humanisiertes
TRX518, lgG1
MK-4166

CTLA-4: ,cytotoxic T-lymphocyte antigen-4"; GITR: ,glucocorticoid-induced tumor necrosis factor-related protein®; IgG: Immunglobulin G; LAG-3: lymphocyte activation gene 3°;
NK: ,natural killer; PD-1: ,programmed death 1°; PD-L1: ,programmed death-ligand 1°

Abbildung 8: Checkpoint Inhibitoren-Wirkung und Zulassungsindikationen®®

2.2.4. PD-L1 und Magenkarzinom

In den letzten zehn Jahren hat die Immuntherapie die onkologische Behandlung von
Krebserkrankungen in allen Formen, einschliellich Magenkrebs, revolutioniert. Der PD-1-
Inhibitor Pembrolizumab hat bei bestimmten Patientinnen-/Patientengruppen mit
fortgeschrittenem Magenkrebs dauerhafte Ansprechraten und Uberlebensvorteile gezeigt. Im
Jahr 2017 wurde die Monotherapie mit Pembrolizumab von der US-amerikanischen Food and
Drug Administration (FDA) zur Behandlung von refraktdrem metastasierendem Magenkrebs
mit Uberexprimiertem PD-L1, sowie fur refraktare fortgeschrittene Tumoren mit defekter DNA-
Mismatch-Reparatur/mikrosatelliteninstabiler (dAMMR/MSI) oder hoher Tumor-Mutationslast
(TMB) zugelassen. Allerdings haben mehrere Studien ohne Biomarker-Auswahl nur von einer

begrenzten Wirksamkeit der Einzelimmuntherapie berichtet.*°

In der CheckMate 649 Studie wurde Nivolumab plus Chemotherapie (XELOX/FOLFOX) vs.
Chemotherapie  als  Erstlinientherapie  bei  fortgeschrittenem, = HER2-negativem
Magenkarzinom/Karzinom des Gastrodsophagealen Ubergangs/Osophaguskarzinom,

unabhangig vom PD-L1 Status getestet. Das Ergebnis zeigte zum ersten Mal eine langere
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Progressionsfreiezeit (PFS) und ein erhdhtes Gesamtiberleben (OS) unter dem PD-1 Inhibitor
Nivolumab in Kombination mit einem Chemotherapeutikum bei unbehandelten
Patientinnen/Patienten mit fortgeschrittenem Magenkarzinom/Karzinom des

Gastrodsophagealen Ubergangs/Osophaguskarzinom.*?

Derzeit bestehen in Deutschland Zulassungen fir Immuncheckpoint-Inhibitoren in folgenden
Indikationen:

1. Nivolumab in Kombination mit einer Fluoropyrimidin- und platinbasierten
Kombinationschemotherapie zur Erstlinientherapie von HERZ2-negativen
fortgeschrittenen oder metastasierten Adenokarzinomen des Magens und des
Osophagogastralen-Ubergangs. Diese Therapie ist fiir Patientinnen/Patienten indiziert,
deren Tumoren eine Expression von PD-L1 (Combined Positive Score [CPS] = 5)
aufweisen.

2. Pembrolizumab in Kombination mit einer Platin- und Fluoropyrimidin-basierten
Chemotherapie zur Erstlinientherapie des lokal fortgeschrittenen, nicht resezierbaren,
oder metastasierenden HER2-negativen Adenokarzinoms des Osophagogastralen-
Ubergangs bei erwachsenen Patientinnen/Patienten mit Tumoren, die PD-L1 (CPS 2
10) exprimieren.

3. Pembrolizumab als Monotherapie fir die Behandlung von Magenkarzinomen bei
erwachsenen Patientinnen/Patienten mit hoher Mikrosatelliteninstabilitat (MSI-H) oder
einer defekten DNA-Mismatch-Reparatur (dIMMR) nach mindestens einer vorherigen
Therapie.

Diese Zulassungen basieren auf klinischen Studien und haben das Ziel, die Therapieoptionen

fur Patientinnen/Patienten mit diesen spezifischen Krebsarten zu erweitern.3%41-44

Bezogen auf die molekulare Klassifikation der TCGA erkennt man, dass PD-L1 besonders bei
den Magenkarzinomen mit Epstein-Barr-Virus (EBV)-Positivitat und Mikrosatelliteninstabilitat
(MSI) Uberexprimiert wird.*® Ca. 8% der Magenkarzinome sind EBV-positiv, davon weisen-
aufgrund der entztindlichen Tumorumgebung mit einer hohen Dichte an CD8+ Lymphozyten
und IFNy- ca. 50% der Tumorzellen und ca. 94% der umliegenden Immunzellen eine hohe
PD-L1 Expression auf. Sie zeigen somit ein hohes Potential flir Immuncheckpoint-
Inhibitoren.*®*¢ Die KEYNOTE-61 Studie lieferte beispielsweise klinische Evidenz, zur
Bedeutung der EBV-Positivitdt als wichtigen Biomarker fur die Wirksamkeit der
Immuntherapie. In der Studie erzielten samtliche Patientinnen/Patienten mit EBV-positivem
Magenkarzinom, die Pembrolizumab erhielten, eine komplette oder partielle Remission.
Angesichts dessen kénnte EBV als pradiktiver Biomarker fur die Therapie mit ICls betrachtet

werden.**
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2.3. Fragestellungen und Ziel der Arbeit
Das Ziel dieser Arbeit war es herauszufinden, ob der an endoskopisch gewonnenem
Biopsiematerial bestimmte PD-L1-Status geeignet ist, den tatsachlichen PD-L1-Status des

gesamten Tumors vorherzusagen.

Dabei haben wir uns folgende Fragen gestellt:

o Wie ist die rdumliche Verteilung von PD-L1 innerhalb des Tumors?

e Sind die PD-L1-positiven Zellen mdglicherweise so heterogen verteilt oder in tiefen
Tumoranteilen akzentuiert (z.B. Invasionszone), die mit einer endoskopischen Biopsie
nicht erreicht werden kann, sodass endoskopische Biopsien gar nicht in der Lage
waren, die tatsachliche PD-L1-Expression des Gesamttumors wiedergeben zu
kdnnen?

e Wie viele Biopsien sollten enthommen werden, um einen aussagekraftigen PD-L1
Status zu erheben?

25



3. Publikation
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Abstract

Background PD-1/PD-L1-Immunotherapy has been approved for gastric carcinoma. PD-L.1 assessment by immunohisto-
chemistry is the principle biomarker. Are biopsies able to map the actual PD-L.1 status of the entire tumor?

Methods Whole tumor slides of 56 gastric carcinoma were analyzed to determine the distribution of PD-L1 positive cells
in the entire tumor areas. Tissue micro arrays with four cores of the tumor surface, which represents the endoscopically
accessible biopsy zone, were built from the same tumors. The PD-L.1 CPS value was determined separately for each core.
Preoperative diagnostic biopsies were available for 22 of the tumors. PD-L1 prevalence, sensitivity and specificity were ana-
lyzed using the whole tumor slides as reference scores. Molecular subtyping was performed and related to the PD-L1 status.
Results 27.3% of cases were PD-L1 negative (CPS < 1), 43.6% showed low PD-L1 expression (CPS>1 to<5), 12.7%
moderate (CPS > 5 to< 10) and 16.4% strong expression (CPS > 10).

The biopsies showed best test characteristics if four surface biopsies were analyzed combined, i.e., the CPS was calculated
across all four biopsies. The prevalence showed a distribution similar to the resection specimens, sensitivity was 0.73 and
specificity 1.0. Using fewer surface biopsies decreased sensitivity and specificity and caused false-negative classifications.
Compared to the TMAs, the preoperative biopsies showed reduced sensitivity (0.412).

Conclusions This is the first comprehensive study to optimize PD-L1 assessment in gastric cancer using endoscopically
available tissue. The obtained PD-L1 prevalence is consistent with data of current clinical studies. Calculation of the test
characteristics shows that surface biopsies can be indicative of the true PD-L1 status based on the resection specimen. How-
ever, an adequate number of biopsies is required. In this study, » =4 biopsies yielded best results.

Keywords PD-L1 - Biomarker - Checkpoint inhibition - Gastric cancer - Endoscopically obtained - Biopsies
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in immunomodulation [1]. Many malignant tumors show
aberrant PD-L1 expression on the carcinoma cells and/or
tumor-associated immune cells [2]. PD-L1 overexpression is
associated with interferon gama signaling in the stroma [3],
WNT/p-catenin and PIK3CA/PTEN signaling [4], Epstein-
Barr Virus infection [5] and microsatellite instability (MSI)
[2]. Clinical trials on PD-1 inhibition in gastric cancer (GC)
were successful (CheckMate 649; Keynote-61) and anti-
PD-1 antibodies have been approved for gastric adenocar-
cinoma [6] and esophageal squamous cell carcinoma. [7],
8] PD-L1 immunohistochemistry (IHC) is currently the
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principle biomarker for immunotherapy and is predictive for
both anti-PD-1 and anti-PD-L.1 treatments. More biomarkers
such as tumor mutational burden (TMB) and RNA-based
expression analysis are investigated but not yet clinically
employed [2, 4].

In GC, the EBV-positive and the MSI molecular subtypes
are characterized by strong overexpression of PD-L1 in
tumor, stromal and immune cells [9, 10]. Tumors with over-
expression of PD-L1 were associated with a better prognosis
analyzed in a group of Western patients while former studies
with Asian patients showed a worse prognostic effect. The
prognostic difference has been related to different genetic
signatures [11].

A growing number of studies have been conducted
to investigate immunotherapy-options for gastric cancer
patients. Some studies tested single agent regimes, some
ongoing trials evaluate combination approaches with chem-
otherapy and/or molecular targeted agents in different dis-
case settings. Most studies test PD-L1 IHC as predictive
biomarker, e.g., [12-14]. The most common type of inter-
pretation is the IHC combined positive score (CPS) [15]
which evaluates PD-L1 expression on carcinoma cells and
tumor-associated immune cells. Different cut-off values are
investigated (CPS 1, 5, 10). Generally speaking, a higher
cut-off reduces the number of positive cases but increases
clinical benefit.

GC is usually diagnosed by small endoscopic biop-
sies. THC for Her2 and PD-L1 is often performed on the
biopsy specimens, in particular in the neoadjuvant setting.
PD-L1 expression shows spatial heterogeneity in most GC
cases, yet little is known about the validity of PD-L.1 scor-
ing on GC biopsies. The aim of this study was to optimize
PD-L1 assessment in GC. Four superficial and four deep
biopsies were compared to matched resection specimens.
Estimated prevalence, sensitivity and specificity were cal-
culated for different conditions and an optimal procedure
was determined.

Methods
Patients’ samples

Formalin-fixed, paraffin embedded (FFPE) tissue from
n=>56 patients with gastric adenocarcinoma was analyzed
including 56 resection specimens and 22 preoperative biop-
sies. Biomaterials and clinical data were used in agreement
with the guidelines of the local ethics committee. The usage
of the FFPE materials was consented. Patients were treated
with primary surgical resection between 2016 and 2018 at
the Department of General, Visceral and Cancer Surgery,
University of Cologne, Germany.
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Tissue microarray construction

Tissue microarrays (TMASs) of the n =156 gastric adeno-
carcinoma were constructed as previously described [16,
17]. Two intratumoral regions per case were identified
on H&E stained slides. Each region was samples by four
TMA cores with a diameter of 1.2 mm and an area of 1.13
mm?. (Supplementary Information (SI Fig. 1). The surface
region represents the superficial, endoscopically accessible
biopsy zone. The deep region represents the invasive front
of the carcinoma, which is endoscopically unreachable. The
regions were selected to contain viable tumor-cell forma-
tions and their adjacent stroma. Areas with alterations that
are known to infere with IHC were excluded, i.e., necrotic
areas, fibrinous exsudate, detritus and areas with artificial
fragmentation. TMA cores containing tonsil tissue were
included as internal control and for spatial orientation.
Example photomicrographs show representative TMA cores
(Fig. 1) and one TMA slide (SI Fig. 2).

Determination of molecular tumor subtypes
according to TCGA

Molecular subtyping was performed according to the
current WHO recommendations of 2019. The EBV sub-
type was determined using the specific RNA in-situ test
“EBER” (PB0589, Leica, Germany). The MSI subtype was

Fig.1 PD-L1 immunohistochemistry. Examples of two tissue-micro-
array cores with PD-L1 immunohistochemistry (IHC) showing focal
expression in tumor-associated immune cells (a) and widespread
expression (b). Overview of the cores (1), magnified detail (2)
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determined by IHC for mismatch repair deficiency (MMR)
as recommended (mouse monoclonal primary antibodies:
MLHI1 clone M1, MSH2 clone G219-1129, PMS?2 clone
A16-4; rabbit monoclonal antibody: MSHS6, clone SP93.
All clones by Roche Diagnostics, Switzerland). IHC results
indicative of MMR deficiency (d-MMR) were confirmed
by PCR using the Bethesda panel. All d-MMR tumors were
highly microsatellite-instable (MSI-H).

The GS and CIN subtype, on the other hand, are less
clearly definable. In the following, we refer to the GS sub-
type as “diffuse/CDH-type” if these tumors show a poorly
cohesive and/or signet-ring cell growth pattern (= diffuse
type according to Lauren). The IHC loss of E-cadherin
(mouse monoclonal antibody, clone NCH-38, Dako/Agi-
lent, USA) with a concomitant diffuse growth pattern and
the absence of MSI or EBV were further arguments for the
assignment to this subtype. The CIN subtype corresponded
to all tumors that could not be assigned to the defined other
subgroups (EBV, MSI, “diffuse/CDH-type”). These tumors
typically showed the following characteristics: intestinal
(glandular) morphology, TP53 alteration as determined
by immunohistochemistry (mouse monoclonal antibody,
clone DO-7, Dako/Agilent, USA) and more frequent Her2
alteration as determined by immunohistochemistry (rabbit
monoclonal antibody, clone 4B5, Roche, Switzerland) and
fluorescence in-situ hybridization for Her2/neu (Zytolight
SPEC ERBB2/CEN 17 Dual Probe Kit; Zytomed Systems
GmbH, Germany). In the following, we therefore refer to
this subtype as the “intestinal type”.

PD-L1 immunohistochemistry and scoring

PD-L1 immunohistochemistry was performed by a labora-
tory developed test (LDT) using primary antibody clone
E1L3N (Cell Signaling Technology, Danvers, USA) at 1:400
dilution on the Leica Bond Max staining platform (Leica
Biotechnologies, Wetzlar, Germany). Antigen-retrieval
was achieved by heat-induced antigen-retrieval with citrate
buffer. Detection was done by the Bond Polymer Refine
system (Leica Biotechnologies). The PD-L.1 LDT was cali-
brated to match the staining patterns of the Agilent/Dako
22C3 pharmDx assay and validated by external quality
assessment (QulP GmbH, Berlin, Germany). Tonsil tissue
was used as on-slide control on all PD-L.1 IHC stainings. All
samples in this study (resection specimens, diagnostic biop-
sies and TMAs) were stained using the same IHC protocol.

Scoring was done according to the Agilent/Dako 22C3
pharmDx assay for gastric cancer guidelines (Agilent Tech-
nologies, Santa Clara, USA) and the CPS was quantified
as described by the manufacturer. Samples were inde-
pendently scored by four board-certified and PD-L1 THC
trained pathologists and a consensus-score was calculated
for each sample. Interobserver concordance was quantified

by Cohen’s weighted kappa coefficient (SI Table 1). Pairwise
comparisons yielded kappa values of 0.42-0.74 for the biop-
sies (’substantial’ according to the interpretation by Landis
and Koch) [18] and 0.3-0.67 for the resection specimens
(‘moderate’). The consensus scores showed kappa values of
0.54-0.84 for the biopsies and 0.56-0.74 for the resection
specimens ( ‘substantial’).

Statistical analyses

Data analyses were performed using Microsoft Excel ver-
sion 2016 and ‘R’ statistical programming language version
3.6.2. ‘R’ package ‘psy’ was used for interobserver concord-
ance analyses.

PD-L1IHC scores of the resection specimens were con-
sidered as representative of the true PD-L1 status of respec-
tive tumors. The scores of the resection specimens were used
as reference values in subsequent calculations of specificity
and sensitivity.

The four superficial and the four deep tissue samples were
integrated by calculating the average CPS value using the
arithmetic mean. Integration using the maximum CPS value
was tested, i.e., the highest CPS value of any of the four
samples was used to classify the respective case. For com-
parisons of PD-L.1 expression in the samples and resection
specimens, the CPS was categorized into a four-step score
(0-3) based on clinical relevant thresholds: 0 (CPS< 1), 1
(CPS 1-4), 2 (CPS 5-9), 3 (CPS > 10). In the analyses of
one, two or three biopsies per case, all possible permutations
were incorporated.

Results
Tumor- und patient characteristics

The PD-L1 status was determined by immunohistochemistry
using the combined-positive-score (CPS). First, whole tumor
slides in » =56 patients with gastric adenocarcinoma were
tested. In » =22 patients, preoperative diagnostic biopsies
were available and also tested. The patients were treated with
primary surgery without neoadjuvant chemotherapy. Sec-
ond, corresponding TMAsS of the same cases were tested that
mimic tumor biopsies in size and location (Fig. 1, SI Figs. 2,
3) 58.9% of the patients were men and 91.1% were over
50 years old at the time of surgery. The majority of tumors
were located proximally or in the gastric corpus (71.4%).
The molecular tumor subtypes according to TCGA were
dominated by the “intestinal type” (80.4%), followed by
“diffuse/CDH-type” (10.7%), microsatellite instable (MSI,
5.4%) and Epstein-Barr virus-associated subtype (EBYV,
3.6%) (Table 1).

‘@ Springer
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Table 1 Patients’ characteristics

n %

Sex Male 33 589
Female 23 41.1

Age < =350 5 8.9
>50 51 91.1

Localisation Proximal 24 429
Corpus 18 32:1
Distal 12 214
Stump 2 36

pT pT1 14 259
pT2 4 7.4
oT3 21 389
pT4 15 27.8
Missing 2

pN pNo 20 364
pN1 6 109
pN2 12 21.8
pN3 17 30.9
Missing 1

UICC UICC1 15 273
UICC2 10 182
TICE3 24 436
UICC 4 6 169
Missing

TCGA CIN 45 80.4
GS 6 16.7
MSI 3 54
EBV 2 36

Whole tumor areas

The PD-L1 scores of the resection specimens were
regarded as true PD-L1 status of the cases and used as
reference scores in the subsequent analyses. The resection
specimens showed a roughly quartered PD-L1 distribu-
tion: About one quarter of cases was negative (CPS <1,
27.3%), half of the cases showed low PD-L1 expression
(CPS>1, <35; 43.6%) and one quarter showed moderate
to strong expression (CPS > 5, < 10; 12.7% and CPS > 10;
16.4%) (Fig. 2a, SI -Fig. 2).

Molecular subtypes and PD-L1 expression

The distribution of PD-L1 expression differed among the
molecular subtypes. As expected, all MSI type tumors
were PD-L1 positive (3/3, 100%). One out of two EBV-
associated tumors were PD-L1 positive (CPS 5), one nega-
tive (CPS < 1).

*@ Springer

Preoperative diagnostic biopsies

In n =22 cases, preoperative diagnostic biopsies were avail-
able. The biopsies contained 1-8 tissue particles (mean 3.5,
standard deviation 1.9). Twelve cases contained less < 4 tis-
sue particles. On average, 70% of the particles contained
carcinoma cells (SI Fig. 4). More than half of the cases was
PD-L1 negative (CPS< 1; 59.1%), 22.7% showed low PD-L.1
expression (CPS >1,<5) and about 9% showed moderate
to strong expression (SI Fig. 5). Compared to the matched
resection specimens, sensitivity was reduced to 0,412. Ten
out of 22 preoperative biopsies are false negative.

Results of TMAs/biopsies

Analyses of the TMAs/substitute-biopsies showed PD-L1
expression mostly in tumor-associated immune cells and
marked heterogeneity in the majority of cases (Figs. 1, 2; SI
Figs. 2, 3). About two-thirds of positive cases showed low
expression levels (CPS > 1,<5), which was unevenly distrib-
uted among the four biopsies. More widespread expression
was detected in the surface biopsies (Fig. 2) compared to the
deep biopsies (SI Fig. 3).

If only one surface biopsy is analyzed per case, the preva-
lence of PD-L1 expression is reduced compared to the resec-
tion specimen: About one third of cases is PD-L1 positive
(CPS > 1) compared to three quarters (Fig. 2b). Sensitivity
(0.57) is low while the specificity is high (0.9).

If several biopsies are analyzed, different approaches to
interpretation are possible. Here, two ways were investi-
gated: maximum CPS value and average CPS value.

— In the maximum value analysis, the highest CPS value
of any of the four samples is used to classify the respec-
tive case. The resulting prevalence data strongly deviated
from the reference scores and indicated frequent over-
estimation (data not shown). Thus, this approach was
rejected.

— In the average CPS analysis, the arithmetic mean of the
four samples is used to classify the sample. The four
biopsies are thus evaluated combined. This approach
showed good agreement with the scores of the resection
specimens (Fig. 2).

Analysis of multiple surface biopsies increases the
prevalence of PD-L1 positive cases as well as sensitivity
and specificity (Fig. 2¢). One, two, three and four biopsies
per case were compared. Using four biopsies yielded best
results: The prevalence showed a distribution similar to the
resection specimens (Fig. 2a). In detail, the number of cases
with CPS > 1 was virtually similar; moderately and strongly
positive cases were slightly reduced. Accordingly, sensitivity
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Fig.2 Distribution of PD-L1 expression in resection specimens and surface biopsies. a: Resection specimens vs. four biopsies (integrated by
average score). b: Surface biopsies, single (one plot per biopsy). ¢: Surface biopsies, average of 1, 2. 3 and 4 biopsies

was (.73 and specificity 1.0. If only two or three biopsies
were used, the sensitivity dropped to 0.7 while the number
of false-negative cases increased, including cases that were
now classified as CPS < 1.

Deep biopsies of the invasion zone were less representa-
tive of the true PD-L1 status. Even four deep biopsies per
case combined yielded only 46.5% positive cases (CPS > 1)
compared about three quarters if surface biopsies are used.
Sensitivity was 0.5 and specificity 0.92 (SI Fig. 3).

Discussion

PD-L1 immunohistochemistry is currently the only clini-
cally approved predictive biomarker for immunotherapy.
PD-L1 testing is performed by pathology laboratories using
IHC assays and interpretation criteria defined in the approval
documents of the respective therapeutic agents. In gastric
cancer, most current studies assess PD-L1 with the 22C3

[HC-assay and combined positive score (CPS) interpre-
tation. The PD-L1 CP-score correlates with an increased
probability of a clinical benefit from PD-1 inhibition. In
gastric cancer, CP-scores of > 1 and > 5 are associated with
an increased probability of response to the PD-1 inhibitor
Nivolumab (CheckMate 649 study, ESMO 2020).

The PD-L1 prevalence of the cases in this study are con-
sistent with observations made in CheckMate 649 study con-
cerning CPS > 1: (72.7% our finding, vs. 82% CheckMate),
although significantly fewer tumors with moderate or high
PD-L1 positivity were found (CPS >5: 29.1% our finding
vs. 60% CheckMate).Patient characteristics and molecu-
lar subtypes according to TCGA largely correspond to the
expected distribution of a Western European patient popula-
tion (Table 1). The proportion of microsatellite-unstable and
EBV-positive tumors is slightly below the expected value
(4.2% EBV and 10.5% MSI versus 9% and 22% in TCGA-
collective) [19,20] Molecular subtype and PD-L1 prevalence
were related and all MST tumor were PD-L1 positive. One
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out of two EBV-associated carcinoma was also PD-L.1 posi-
tive (CPS 5).

In this study, a PD-L.1 LDT using antibody clone E1L3N
was used. The LDT was calibrated to match the staining
patterns of the 22C3 pharmDx assay. Several PD-L1 har-
monization studies have demonstrated that E1L3N can be
used to set-up 22C3 pharmDx-equivalent LDTs [21-23]. All
PD-L1 assessors in this study were specifically trained for
PD-L.1 CP-scoring.

The modalities of PD-L1 assessment were not uniform
among the different clinical trials (e.g., CheckMate 649 or
Keynote 61 study). The PD-L1 status was determined either
on therapy-naive biopsies or on surgical specimens after
neoadjuvant treatment. In some cases, biopsies of hematog-
enous metastases in different organs were tested. The pro-
portion of available vital tumor tissue also varies from case
to case. Thus, it is unclear how many tumor-bearing biopsies
are necessary for reliable PD-L1 determination.

This is the first study systematically addressing the clini-
cally relevant question of whether PD-1.1 status assessed
on endoscopically obtained biopsy material is indicative of
the actual PD-L.1 status of the entire tumor. The following
question needed to be addressed:

— How is the spatial distribution of PD-L1 within a given
tumor? Are PD-L1 positive cells possibly so heterogene-
ously distributed that biopsy material may not be able to
represent the actual PD-L.1 expression?

— If several biopsies are available, how should the interpre-
tation be performed?

A homogenous patient cohort was tested that included
only non-pretreated and primarily non-metastatic adenocar-
cinoma of the stomach.

The available preoperative diagnostic biopsies showed a
reduced PD-L1 prevalence compared to the resection speci-
mens and a reduced sensitivity.

TMAs of the resection specimen were constructed. Four
TMA cores/biopsies were obtained from superficial, endo-
scopically accessible, non-necrotic tumor areas. TMA cores
with a diameter of 1.2 mm correspond to the typical tumor
cell content of an endoscopically obtained tumor biopsy.
We assume that the chosen procedure reproduces a realis-
tic clinical setting. To investigate spatial heterogeneity of
PD-L1 expression, four additional biopsies were taken from
the tumor depth, i.e., the level of deepest tumor infiltration.
This area would not be reachable by endoscopic biopsies.

Comparisons of the CP-scores of the resection specimens
and the TMA cores clearly demonstrate that surface biopsies
are suitable to determine the true PD-L1 status. Surprisingly,
TMA cores of the invasive front of the carcinoma were not
representative and showed reduced sensitivity. However, an
adequate number of surface biopsies is required to achieve

*@ Springer

valid results. Here, the combined analysis of four surface
biopsies yielded a PD-L1 distribution similar to the resec-
tion specimen and best test characteristics with a sensitiv-
ity of 0.733. Using fewer biopsies reduced sensitivity and
would result in false-negative results in a clinical setting. If
just one tumor-bearing biopsy was analyzed, the proportion
of positive cases (CPS > 1) would drop to 49.8% while the
sensitivity would be 0.566. The proportion of false-negative
samples would increase to 30.8% compared to 18.1% for four
biopsies. The preoperative biopsies also showed reduced
PD-L1 prevalence and sensitivity, which is likely related to
the limited number of tissue particles per case.

Biopsies from endoscopically accessible tumor areas are
thus able to provide a largely realistic picture of the over-
all PD-L1 status if at least four tumor-bearing biopsies are
available for analysis. Presumably, however, a higher tumor
biopsy number is reasonable. The results are a clear plea
for the requirement of a minimum number of four tumor-
bearing, endoscopically obtained biopsies for the deter-
mination of therapy-relevant biomarkers. For the second
therapy-relevant biomarker of gastric carcinoma, Her2/neu,
a minimum of five tumor-bearing biopsies is also required
for reasons of heterogeneous distribution of Her2/neu within
the tumor. It is also stated that the risk of false-negative
tumors increases if the number of tumor-bearing biopsies
falls below five [24-26].

The results of this study should be verified in studies
using larger patient’s cohorts, more than four biopsies and
clinical response data. Here we used the PD-L.1 scores of
the resection specimens as true PD-L1 scores. However, the
goal of PD-L1 IHC is prediction of response. Future stud-
ies should test the PD-L1 status of surface biopsies against
the clinical benefit from PD-1 inhibition. Given the results
of the present study, we would assume that more biopsies
will improve the predictive value of PD-L1 testing in gastric
cancer.

Conclusion

Endoscopically obtained biopsies of gastric cancer can be
indicative of the true PD-L1 status if sufficient material is
sampled. In this first comprehensive study on PD-L1 assess-
ment in gastric biopsies, an optimized procedure could be
determined: If at least four biopsies with a total area of about
4.5 mm? are sampled and analyzed combined, results similar
to resection specimens may be obtained. The positivity rate
is virtually similar with a specificity of 1.0; the number of
highly positive cases (CPS > 10) is slightly reduced, 10.9%
vs. 16.4%; the overall sensitivity is 0.73.

Supplementary Information The online version contains supplemen-
tary material available at https://dol.org/10.1007/s10120-021-01195-4.
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4. Diskussion

In den letzten zehn Jahren hat die Immuntherapie mit Immuncheckpoint-Inhibitoren, die gegen
PD1-PD-L1 gerichtet sind, einen enormen Fortschritt in der Behandlung unterschiedlicher
Krebsarten erfahren. Eine entscheidende Komponente bei der Auswahl der
Patientinnen/Patienten fir diese Therapie ist die Bewertung des Oberflachenproteins PD-L1
im Tumorgewebe. Dieser Biomarker spielt eine zentrale Rolle bei der Vorhersage der
therapeutischen Effektivitdt und ist Zulassungsvoraussetzung von Immuncheckpoint-
Inhibitoren wie Nivolumab oder Pembrolizumab, auch bei Patientinnen/Patienten mit
Magenkarzinomen. Mit Ausnahme der hohen Mikrosatelliten-Instabilitat (MSI), fir die es in der
zweiten Therapielinie eine Zulassung fir Pembrolizumab gibt, ist die Ermittlung von PD-L1 im
Tumorgewebe der entscheidende Biomarker. So ist in der Erstlinie Nivolumab durch die EMA
ab einem CPS-Score ab 5 und Pembrolizumab ab einem CPS-Score von 1 zugelassen
worden.” In den USA oder Japan gilt diese Biomarker-basierte Zulassung nicht. Die ICI-
Therapeutika kénnen dort unabhangig von PD-L1 Status appliziert werden. Eines der
wesentlichen Grinde fur die EMA-Entscheidung ist die in praktisch allen Studien
nachweisbare Beziehung zum PD-L1-Gehalt und =zur ICI-Therapieeffizienz, die sich
zusammenfassen lasst mit den Worten: ,viel PD-L1 im Tumor, viel Ansprechen’. Es ist somit
von entscheidender Bedeutung, dass das Tumormaterial, an dem dieser Biomarker bestimmt
wird, in der Lage ist, ein realistisches Bild von der tatsachlichen biologischen Situation des
Tumors zu vermitteln. Die Bestimmung eines falsch negativen Ergebnisses (der Tumor ware
aufgrund seines PD-L1-Gehaltes eigentlich sensibel auf eine ICI-Therapie, wird aber als PD-
L1 negativ klassifiziert aufgrund insuffizienten Tumormaterials, das zur Testung zur Verfligung
stand) wirde die Patientinnen/Patienten um eine potenziell lebensverlangernde Therapie
bringen. Die Bestimmung des PD-L1-Status basiert entweder auf der Auswertung von
Operationspraparaten, was eine Operabilitdt der Patientinnen/Patienten voraussetzt, oder
(haufiger) auf endoskopisch gewonnenem Biopsiematerial. Jedoch ist die aktuelle Datenlage
hinsichtlich der Aussagekraft der Proben noch ungenau und verschiedene Fragestellungen
bezlglich der Anzahl der Biopsieproben, der Auswertung, der Heterogenitat innerhalb des
Tumors und viele weitere machen die genaue Erfassung des PD-L1-Status zur
Herausforderung. Es ist aber véllig unklar, ob endoskopisch gewonnenes Material in der Lage
ist, ein realistisches Bild zu vermitteln. Unsere primare Hypothese lautet demnach auch, dass
Biopsiematerial dazu nicht in der Lage sei. Biopsien kénnen nur oberflachliche Tumorareale
erreichen; die tiefe Infiltrationszone, die haufig besonders entziindet ist, wird Ublicherweise
nicht erreicht. Wenn Biopsien das aber doch kdnnten, wie viele Biopsien sind dann daflr nétig?

Reicht z.B. eine tumortragende Biopsie aus?
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Wir analysierten eine homogene Patientinnen-/Patientenkohorte (n=56), bestehend aus
unbehandelten und primar nicht hamatogen-metastasierten Adenokarzinomen des Magens.
An den Resektionspraparaten wurde der PD-L1-Status des Gesamttumors erhoben (unsere
,ground-truth), in einem zweiten Schritt wurde ein Tissue Microarray (TMA) erstellt. Es wurden
jeweils vier oberflachliche, endoskopisch zugangliche und nicht-nekrotische Tumorbereiche
sowie zusatzlich vier tiefe, nicht endoskopisch zugangliche Biopsien mit einem Durchmesser
von 1,2 mm aus dem Resektat entnommen und der PD-L1 Status erneut an diesem Biopsie-
like Material erhoben. Die erneute Bestimmung des PD-L1 Wertes erfolgte verblindet zu den
Ergebnissen der ,ground-truth®.

Entgegen unserer Primarhypothese konnten wir zeigen, dass Oberflachenbiopsien eine
geeignete Methode zur Bestimmung des tatsachlichen PD-L1-Status darstellen.
Uberraschenderweise erwiesen sich die tiefen TMA-Biopsien als nicht-reprasentativ und
wiesen eine geringere Sensitivitat auf.

Die kombinierte Analyse von vier Oberflachenbiopsien ergab eine PD-L1-Verteilung, die mit
derjenigen der Resektionsprobe korrelierte. Diese Anzahl (n=4) zeigte die besten
Testeigenschaften mit einer hohen Sensitivitat. Die Reduktion der Anzahl von Biopsien fiihrte
zu einem Absinken der Sensitivitat und zu falsch-negativen Ergebnissen.

Die zusatzlich verfugbaren praoperativen diagnostischen Biopsien (n=22; echte endoskopisch
gewonnene Biopsien) wiesen nach PD-L1 Farbung und CPS-Bestimmung im Vergleich zu den
Resektionspraparaten eine niedrigere PD-L1-Pravalenz und Sensitivitat auf: Es hatte an dem
echten Biopsiematerial durchschnittlich lediglich 3 tumortragende Biopsien zur Verfliigung, was
sehr gut zu den vorliegenden Ergebnissen passt.*

Hiermit kdnnen die Fragen bezlglich der reprasentativen Heterogenitdt und der bendtigten
Biopsieanzahl weitestgehend beantwortet werden: Der tatsachliche, tumorbiologisch relevante
PD-L1-Wert ist Gber endoskopische Biopsien bestimmbar. Es sind dafiir aber mindestens 4
tumortragende Biopsien nétig.

Als Limitation unserer Studie kdnnen wir anfiihren, dass die TMA-StanzgréfRe nur bedingt mit
der Grole der endoskopischen Biopsie korreliert. Ein Vorteil dieses Vorgehens ist, dass die
TMA-Stanzen nur aus nicht-nekrotischen, tumorzellreichen Arealen entnommen wurden, so
dass maoglichst viele Tumorzellen und intertumorale Entzindungszellen zur PD-L1 Messung
zur Verfugung standen. Dies ist eine Situation, die nicht der endoskopischen Realitat
entspricht, die haufig von nekrotischen Tumoranteilen oder sparlich erfassten Karzinomzellen
gepragt ist. Die aktuelle deutsche S3-Leitlinie empfiehlt gleichermalRen die Entnahme von 10

Biopsien aus einem Tumor.®
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Ein kurzer und in Zukunft méglicherweise alternativer Ansatz zur nicht invasiven Bestimmung
von PD-L1:

Die Liquid Biopsy (LB) ist eine vielversprechende, nicht-invasive diagnostische Methode zur
Erkennung genetischer Veranderungen und spezifischer Tumor-Marker im Blut, die es
ermdglicht, Tumorerkrankungen friihzeitig zu identifizieren, Therapien zu personalisieren und
den Krankheitsverlauf zu Uberwachen, ohne invasive Gewebeentnahmen durchzufiihren. Sie
basiert auf der Analyse zellfreier DNA (cfDNA), zirkulierender Tumor-DNA (ctDNA), zellfreier
RNA, zirkulierenden Krebszellen (CTC), oder anderer molekularer Bestandteile im Blut.*"#®
Die neuesten Studien zu Liquid Biopsy bei Magenkarzinomen haben gezeigt, dass die Analyse
von PD-L1 im Blutplasma ein vielversprechender Biomarker fir die Vorhersage des
Ansprechens auf Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICls) sein kann. In einer Studie wurde
festgestellt, dass zirkulierendes PD-L1 (bsPD-L1) in Kombination mit Matrix-
Metalloproteinasen (MMPs) im Plasma verwendet werden kann, um die Prognose von
Patientinnen/Patienten mit Magenkrebs vorherzusagen. Hohe bsPD-L1- und MMP13-Spiegel
waren mit einer schlechten Prognose verbunden, wahrend niedrige MMP13-Spiegel in
Verbindung mit bsPD-L1 eine bessere Prognose anzeigten. Zusatzlich wurde festgestellt, dass
bsPD-L1-Expression stark mit den IFN-y-Spiegeln und der T-Zell-Infiltration im Tumorgewebe
korreliert. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Analyse von bsPD-L1 nicht nur als
Indikator fir die Tumorlast, sondern auch fir die Immunantwort dienen kann. Die dynamischen
Veranderungen der bsPD-L1-Spiegel wahrend der Behandlung kénnten somit wertvolle
Informationen Uber das Ansprechen auf IClIs liefern und zur Verbesserung der personalisierten

Therapieansétze beitragen.*

PD-L1 wird ublicherweise an endoskopisch gewonnenen Tumorbiopsien ermittelt, wobei die
Hohe des PD-L1-Wertes eine entscheidende Voraussetzung fur die Anwendung von
Immuncheckpoint-Inhibitoren (ICI) darstellt. Diese Therapie kann das Leben der Patientinnen
und Patienten verlangern, wie in den Studien Keynote 859 und Checkmate 649 gezeigt wurde.
In der vorliegenden Arbeit ist untersucht worden, wie viele Biopsien erforderlich sind, um eine
realistische Darstellung der tatsachlichen PD-L1-Expression des gesamten Tumors zu
gewahrleisten. Die Ergebnisse zeigen, dass ein Minimum von vier tumortragenden Biopsien
notwendig ist, um reprasentative Ergebnisse zu erzielen. Sollte die Anzahl der enthommenen
Biopsien unter diesem Minimum liegen und das PD-L1-Ergebnis negativ ausfallen, basiert
dieses Ergebnis moglicherweise auf nicht-reprasentativem Material und es sind zusatzliche
Biopsien erforderlich. Diese Erkenntnisse unterstreichen, dass die PD-L1-Bestimmung am

Tumorgewebe der zentrale Schlissel zur erfolgreichen Anwendung der ICI-Therapie ist.
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