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1 Einleitung 

 

1.1 Epidemiologie und Ätiologie des Bronchialkarzinoms 

Lungen- und Bronchuskrebs, im Folgenden als Lungenkrebs zusammengefasst, ist 

weltweit für die meisten durch Krebs verursachten Todesfälle verantwortlich (Ferlay et 

al., 2013; Ferlay et al., 2014; Siegel et al., 2011). Weltweit handelt es sich bei rund 13% 

der Krebsdiagnosen um Lungenkrebs (Torre et al., 2015). Bei Männern und Frauen in 

den Vereinigten Staaten Amerikas (Siegel et al., 2011) sowie bei Männern in Europa 

(Ferlay et al., 2013) war Lungenkrebs die häufigste krebsbedingte Todesursache und bei 

Frauen in Europa die zweithäufigste Todesursache (Ferlay et al., 2013). Für das Jahr 2019 

und 2020 wurde Lungenkrebs auch bei Frauen als häufigste krebsbedingte Todesursache 

prognostiziert (Malvezzi et al, 2019; Siegel et al., 2019; Siegel et al., 2020). 

Die Inzidenz von Lungenkrebs nimmt mit dem Alter zu, wobei die meisten 

Lungenkarzinompatienten älter als 74 Jahre sind (Noone et al., 2016). Die Hauptursache 

für maligne Neoplasien der Lunge ist das inhalative Tabakrauchen (Doll und Hill, 1950; 

Harris et al, 2004; Kelley und McCrory, 2003; Kreyberg, 1955; Mattson et al., 1987; 

Parkin et al., 1994; Parkin et al., 2005). Dies ist auf die über 50 karzinogenen Inhaltsstoffe 

von Tabakrauch zurückführbar (Hoffmann et al., 2001; Smith et al., 2000a; Smith et al., 

2000b). Durch Tabakrauchen verursachter Lungenkrebs tritt häufiger bei Männern als bei 

Frauen auf und ist in weiterentwickelten Gebieten wie Nordamerika, Europa, Australien 

und Neuseeland weiterverbreitet als in Entwicklungsländern (Ferlay et al., 2014; Parkin 

et al., 2005).  

Die Inzidenz von Lungenkrebs nimmt mit dem Zigarettenkonsum (Doll und Peto 1976; 

Peto et al., 2000), dem Teergehalt der Zigaretten (Harris et al., 2004) und dem Rauchen 

ohne Filter zu (Harris et al., 2004). Zudem liegt das Lungenkrebsrisiko höher, je früher 

mit dem Rauchen begonnen (Hegmann et al., 1993; Wiencke und Kelsey, 2002) und je 

später der Tabakkonsum beendet wurde (Ebbert et al 2003; Harris et al., 2004; Peto et al, 

2000). Vor allem die Vermeidung und Entwöhnung vom Rauchen reduziert das 

Lungenkrebsrisiko und kann die Prognose für Patienten mit Lungenkrebs verbessern 

(Ebbert et al., 2003; Doll und Peto 1976; Kelley und McCrory, 2003). Dabei verringert 

sich das Lungenkrebsrisiko mit den Jahren der Rauchabstinenz (Harris et al., 2004). Eine 

Korrelation zwischen der Ausbildung von Rauchgewohnheiten und der Mortalität an 

Lungenkrebs sowie der Abnahme der Mortalität an Lungenkrebs nach Rauchentwöhnung 

ist weltweit erkennbar (Parkin et al., 2001). 
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Obwohl Rauchen der Hauptrisikofaktor zur Entwicklung von Lungenkrebs ist, fehlt bei 

schätzungsweise 25% aller Lungenkarzinome weltweit ein ursächlicher Zusammenhang 

zum aktiven Rauchen (Parkin et al., 2005). Neben aktivem Tabakkonsum stellen 

Passivrauchen (Janerich et al., 1990; Trichopoulos et al., 1981), andere maligne Tumoren 

(Cassidy et al., 2007), benigne Lungenerkrankungen wie Asthma (Wu et al., 1995), 

chronische Bronchitis (Wu et al., 1995), chronische obstruktive Lungenerkrankung 

(COPD) (Skillrud et al., 1986), idiopathische pulmonale Fibrose (IPF) (Hubbard et al., 

2000) oder vorherige Pneumonien (Cassidy et al., 2007) Einflüsse zur Entstehung von 

Lungenkrebs dar. Ebenso können sich genetische Faktoren (Spitz et al., 2003) und 

Lungenkrebsfälle in der Familie ersten Grades (Cassidy et al., 2007; Coté et al., 2005) 

auf die Inzidenz von Lungenkrebs auswirken.  

Weitere Risikofaktoren sind Expositionen gegenüber karzinogenen Stoffen in der 

Umwelt, im eigenen Heim und der Arbeitsstätte. Hierzu zählen vor allem 

Innenraumluftverunreinigungen wie Festbrennstoffverbrennung zum Kochen (Lissowska 

et al., 2005), Radon (Darby et al., 2004; Lubin et al., 1995), Asbest (Cassidy et al., 2007), 

Arsen (Chen et al., 1992), Beryllium (Mancuso 1980), Cadmium (Nawrot et al., 2006), 

Chrom (Gibb et al., 2000), Kieselsäure (Steenland et al., 2001) und Nickel (Grimsrud et 

al., 2002) sowie atmosphärische Verschmutzung durch Feinstaub und Gase wie 

Schwefeldioxid oder Nitritoxid (Pope et al., 2002).  

Die Mortalität von Lungenkrebs variiert zwischen Personen verschiedener 

Bildungsniveaus und unterschiedlicher ethnischer Abstammung (Haimann et al., 2006; 

Siegel et al., 2011). Zusätzlich gibt es weltweit regionale Unterschiede in der 

Überlebensrate (Francisci et al., 2015; Torre et al., 2015). Die 5-Jahres-Überlebensrate 

nach der Diagnose von Lungenkrebs liegt in Europa bei 13% (Francisci et al., 2015).  

Jüngere Betroffene, Frauen und Nie-Raucher weisen höhere Überlebensraten auf 

(Francisci et al., 2015; Tammemagi et al., 2004). Auch der Subtyp des Tumors wirkt sich 

auf die Überlebensrate aus (Francisci et al., 2015). Ein wichtiger Faktor für die Prognose 

bei Lungenkrebs ist die Diagnose in einem frühen Tumorstadium (Mountain 1997; Zell 

et al., 2005). Meist wird Lungenkrebs allerdings erst in einem fortgeschrittenen 

Tumorstadium diagnostiziert (Zell et al., 2005). Dies hängt vor allem mit den meist nur 

unspezifischen Symptomen wie Schmerzen, Gewichtsverlust oder Müdigkeit zusammen 

(Spiro et al., 2007). In einigen Fällen wird Lungenkrebs erst beim Auftreten von 

paraneoplastischen Syndromen wie dem Cushing-Syndrom, der Encephalomyelitis oder 

einer Anämie diagnostiziert (Spiro et al., 2007). 
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1.2 Klinische und bioptische Diagnostik 

Die Diagnose von Lungenkarzinomen erfolgt häufig zufällig bei 

Röntgenuntersuchungen im Rahmen anderer Erkrankungen. Bei Verdacht auf das 

Vorliegen eines Lungenkarzinoms sollten zeitnah umfangreiche klinische Tests zur 

Sicherung der Diagnose erfolgen. Die Anamnese, die körperliche klinische 

Untersuchung, laborchemische Analysen und vor allem die bildgebenden Verfahren 

(Röntgenthorax, Computertomographie (CT), Magnetresonanztomographie (MRT) der 

Thorax-/Oberbauchorgane mit und ohne Kontrastmittel, Oberbauchsonographie und  

Positronen-Emissions-Tomographie (PET)) sowie die endoskopische Untersuchung 

(Bronchoskopie einschließlich endosonographie-gestützter Biopsieverfahren) sind 

wesentliche Bestandteile dieser Diagnostik und dienen sowohl der Erfassung der 

Tumorausbreitung als auch der Bestimmung des Tumorstadiums (Spiro et al., 2007).  

Die Stadieneinteilung erfolgt nach den Kriterien der International Association for the 

Study of Lung Cancer (IASLC) anhand der Tumor-Nodulus-Metastasen (TNM)-

Klassifikation und der aktuellen Kriterien vom Union Internationale Contre le Cancer 

(UICC) (Asamura et al., 2015; Detterbeck et al., 2017; Eberhardt et al., 2015; Goldstraw 

et al., 2016; Nicholson et al., 2016; Rami-Porta et al., 2015). Hierbei werden der 

Primärtumor (T), der Lymphknotenstatus (N) und eventuelle Fernmetastasen (M) 

bewertet. Entscheidend für die Einteilung in die einzelnen Stadien sind Größe und 

Ausdehnung des Primärtumors (T0-T4), Anzahl und Lokalisation befallener 

Lymphknoten (N0-N3) sowie das Vorhandensein eventueller intra- oder extrathorakaler 

Fernmetastasen (M0-M1) (Asamura et al., 2015; Detterbeck et al., 2017; Eberhardt et al., 

2015; Goldstraw et al., 2016; Nicholson et al., 2016; Rami-Porta et al., 2015).  

In Abhängigkeit von der Art der Sicherung des vorliegenden Tumorstadiums wird 

zwischen dem klinisch gesicherten TNM-Stadium („clinical TNM“, cTNM) und dem 

postoperativen oder pathologischen TNM-Stadium (pTNM) unterschieden. 

Nach den klinischen und bildgebenden Verfahren zielt die bioptische Diagnostik auf die 

Sicherung des Lungenkarzinoms sowie die Erkennung des Tumortyps und 

Differenzierungsgrads ab. Hierzu können Gewebeentnahmen für die Histologie 

(Stanzbiopsie, Zangenbiopsie, Kryobiopsie, Resektionen) und Proben für die Zytologie 

(Feinnadelaspiration, Bürstenbiopsie, Katheterbiopsie, Imprintpräparat, Spülung, 

Bronchioalveoläre Lavage, Bronchialsekret, Absaugung) im Rahmen endoskopischer 

Untersuchungen, Punktionen von Ergüssen (Pleuraerguss, Aszites, Perikarderguss) sowie 

transthorakale Feinnadelpunktionen (FNP) und exfoliatives Material (Sputum) beitragen. 

Gegebenenfalls werden diese Befunde durch chirurgisch gewonnene Proben ergänzt. Die 
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Auswahl der einzelnen Verfahren wird entscheidend von dem klinischen Zustand des 

Patienten sowie von der Tumorlokalisation und -ausdehnung beeinflusst. 

Rund 35-70% der Lungenkrebsdiagnosen werden an kleinen Biopsaten und 

zytologischen Proben gestellt (Shah et al., 2006; Skov et al., 2014; Travis et al., 2011; 

Tsao et al., 2017). Die gewonnenen Proben werden hinsichtlich morphologischer 

Kriterien bewertet und gegebenenfalls durch immunbiologische Verfahren ergänzt. Diese 

Untersuchungen ermöglichen eine Beurteilung der Tumorentität und die Bestimmung des 

Tumortyps (Travis et al., 2015a, Travis et al., 2015b). Beim Lungenkarzinom handelt es 

sich in 80-85% um Nicht-kleinzellige Karzinome (NSCLC), in circa 15% um Kleinzellige 

Lungenkarzinome (SCLC) und in 2% um Karzinoide und Sarkome (Francisci et al., 

2015). Die meisten NSCLC sind Plattenepithelkarzinome (SQC), Adenokarzinome 

(ADC) oder Großzellige Karzinome (Francisci et al., 2015). Die bioptische Diagnostik 

zielt zudem auf die Feststellung des Differenzierungsgrads eines Tumors ab. Dieser teilt 

sich in gut differenzierte (G1), mäßig differenzierte (G2), schlecht differenzierte (G3) und 

undifferenzierte (G4) Tumoren. Vor allem das TNM-Stadium liefert Aufschlüsse über 

die Prognose und beeinflusst die anschließende Therapieplanung (Abschnitt 1.3).  

 

 

1.3 Therapie von Lungenkarzinomen 

 

1.3.1 Treibermutationen 

Die Lungenkrebstherapie ist in erster Linie von Tumortyp und Tumorstadium abhängig 

(Novello et al., 2016; Postmus et al., 2017). Neben der chirurgischen Behandlung werden 

meist Kombinationen aus Radio- und/oder Chemotherapie in das Therapiekonzept 

eingeschlossen. Bei vielen NSCLC ist die Malignität auf bestimmte genetische 

Veränderungen zurückführbar, sogenannte Treibermutationen, welche einen 

Ansatzpunkt für zielgerichtete Therapien bieten (Davies et al., 2017; Novello et al., 2016; 

Rosell et al., 2009; Travis et al., 2015a; Travis et al., 2015b).  

Die onkologischen Leitlinien empfehlen daher bei fortgeschrittenen NSCLC die 

Überprüfung möglicher Treibermutationen (Griesinger et al., 2018). Liegen ein guter bis 

mäßig reduzierter Allgemeinzustand beziehungsweise keine ausgeprägten 

Komorbiditäten vor, sollten Mutationen des epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptors 

(EGFR) oder der Serin/Threonin-Proteinkinase B-Raf („rapidly accelerated fibrosarcoma 

Isoform B“ = BRAF) V600 sowie Translokationen der anaplastischen Lymphomkinase 

(ALK) oder der Protoonkogen-Tyrosinproteinkinase ROS („proto-oncogene 1 tyrosine-
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protein kinase“ = ROS1) überprüft werden (Griesinger et al., 2018). Liegen entsprechende 

genetische Veränderungen vor, kann eine zielgerichtete Behandlung mit Tyrosinkinase-

Inhibitoren erfolgen (Frampton, 2013; Herbst et al., 2008; Shea et al., 2015). Spezifische 

Therapiekonzepte für weitere Alterationen werden aktuell geprüft (Michels und Wolf, 

2016). 

EGFR-Mutationen sind bei rund 9-16% der Lungenkrebskranken nachweisbar. Sie 

liegen häufiger bei Nie-Rauchern, jüngeren Frauen und Patienten mit ADC vor (Rosell et 

al., 2009; Tsao et al., 2006). ALK-Veränderungen treten in 2,9-13% der NSCLC auf, 

dabei vermehrt bei Männern, bei Nicht- oder Wenig-Rauchern sowie nahezu 

ausschließlich bei ADC (Bergethon et al., 2012; Shaw et al., 2009). Hierbei scheinen 

entweder EGFR-Mutationen oder ALK-Veränderungen, jedoch nicht beide 

Veränderungen gleichzeitig in einem Tumor aufzutreten (Inamura et al., 2008; Shaw et 

al., 2009; Soda et al, 2007).  

ROS1-Translokationen finden sich bei 1,7-1,8% der NSCLC, darunter ausschließlich 

ADC (Bergethon et al., 2012; Go et al., 2013). ROS1-Translokationen bestehen vermehrt 

bei fortgeschrittenen NSCLC (Bergethon et al., 2012; Go et al., 2013), Frauen (Bergethon 

et al., 2012; Go et al., 2013), jüngeren Patienten und Nie-Rauchern (Bergethon et al., 

2012). Sie liegen nahezu nie assoziiert mit Veränderungen von ALK, EGFR, Kirsten Rat 

Sarcoma (KRAS) oder Protoonkogen Rezeptortyrosinkinase MET (MET) vor (Bergethon 

et al., 2012; Go et al., 2013).  

BRAF-Mutationen sind in 1,9-3,5% der NSCLC nachweisbar, darunter nahezu 

ausschließlich ADC (Cardarella et al., 2013; Marchetti et al., 2011; Pratilas et al., 2008). 

Sie treten in 2-5% der pulmonalen ADC auf (Cardarella et al., 2013; Marchetti et al., 

2011; Paik et al., 2011; Villaruz et al., 2014). Die genetischen Veränderungen lassen sich 

in die zwei Typen V600E- und Nicht-V600E-Mutation einordnen (Brose et al., 2002; 

Cardarella et al., 2013; Marchetti et al, 2011). Rund 50-80% der BRAF-Mutationen sind 

V600E-Veränderungen (Marchetti et al., 2011; Paik et al, 2011; Villaruz et al., 2014). 

Diese existieren vermehrt bei Frauen, sind unabhängig vom Raucherstatus, liegen häufig 

in aggressiveren Tumortypen vor (mikropapilläre Wachstumsmuster) und sollen mit einer 

schlechten Prognose assoziiert sein (Marchetti et al., 2011; Pratilas et al., 2008). Nicht-

V600E-Mutationen kommen hingegen nur bei Rauchern vor und sind nicht mit klinisch-

pathologischen Parametern oder der Prognose assoziiert (Marchetti et al., 2011). 

Sind keine molekularen Veränderungen nachweisbar, empfehlen die onkologischen 

Leitlinien bei fortgeschrittenen NSCLC die Testung der PD-L1-Expressionsrate, um die 

Möglichkeit einer Checkpoint-Therapie zu prüfen (Griesinger et al., 2018). 
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1.3.2 Checkpoint-Therapie 

Ein weiterer Ansatz zur Therapie von NSCLC ist beim Nachweis der Expression 

bestimmter Proteine der Einsatz einer Checkpoint-Therapie, bei welcher die 

immunsuppressierende Funktion bestimmter Liganden von Tumorzellen inhibiert wird 

(Brahmer et al., 2010; Davies et al., 2017; Gettinger et al., 2016; Herbst et al., 2016; Horn 

et al., 2017; Pardoll, 2012; Reck et al., 2016; Rittmeyer et al., 2017). Derartige Therapien 

basieren auf der Wiederherstellung der immunologischen Kontrolle des Körpers durch 

Unterbrechung jener Signaltransduktion, welche den Abbau von Tumorzellen durch das 

Immunsystem, insbesondere durch T-Lymphozyten, verhindert (Pardoll, 2012).  

Checkpoint-Inhibitoren werden bei verschiedenen Tumoren eingesetzt, darunter 

metastasierte Melanome und NSCLC, sowie Nierenzell-, Blasen- und Urothel-

Karzinome (Alsaab et al., 2017). Zur Checkpoint-Therapie von NSCLC sind mehrere 

Antikörper gegen den Rezeptor programmed cell death-protein 1 (PD-1) oder seinen 

Liganden programmed cell death-ligand 1 (PD-L1) zugelassen (Tsao et al., 2017). Da 

bei der Interaktion zwischen Immunsystem und Tumor auch das Lymphozyten-

assoziierte Protein 4 (CTLA-4) an der Immunevasion beteiligt ist (Pardoll 2012), könnte 

der zusätzliche Einsatz mit CTLA-4-Inhibitoren eine PD-1-/PD-L1-Therapie unterstützen 

(Chae et al., 2018; Paulsen et al., 2017; Puri und Shafique, 2020; Tsao et al., 2017). Die 

PD-L1-Inhibitoren Nivolumab (Borghaei et al., 2015; Brahmer et al., 2015; Gettinger et 

al., 2016; Rizvi et al., 2015b), Pembrolizumab (Garon et al., 2015; Herbst et al., 2016) 

und Atezolizumab (Fehrenbacher et al., 2016) zeigen vielversprechende 

Therapieergebnisse bei Patienten mit NSCLC. Daher ist die Testung der PD-L1-

Expression vor allem bei Patienten mit fortgeschrittenen NSCLC ohne nachweisbare 

Treibermutationen sinnvoll (Abschnitt 1.3.1).  

 

 

1.4 PD-1/PD-L1-Signalweg 

 

1.4.1 PD-1 und seine Liganden PD-L1 und PD-L2 

Der Rezeptor programmed cell death-protein 1 (PD-1, auch CD279) ist ein 

Membranprotein, das zur Superfamilie der Immunglobuline gehört (Ishida et al., 1992). 

Es wird auf aktivierten T-Zellen, Monozyten, B-Zellen, dendritischen Zellen, erschöpften 

CD8-positiven T-Zellen und natürlichen Killerzellen exprimiert (Francisco et al., 2010; 

Keir et al., 2008; Nallasamy et al., 2017). PD-1 ist an Prozessen der Zelladhäsion, 
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Proliferation und Zytokin-Signalkaskade beteiligt und kann auf die Immuntoleranz durch 

Unterdrückung von T-Zell-Funktionen einwirken (Butte et al., 2007; Franciso et al., 

2010; Latchman et al., 2001; Nallasamy et al., 2017; Yokosuka et al., 2012). Gleichzeitig 

ist PD-1 an der Abschwächung der Immunreaktion durch die Suppression von T-Zell-

Funktionen (Butte et al., 2007; Sznol und Chen, 2013; Yokosuka et al., 2012) sowie an 

der Vermehrung von regulatorischen T-Zellen beteiligt, welche die Autoimmunität 

reduzieren und eine Selbst-Toleranz bewirken können (Francisco et al., 2010). An PD-1 

können der Rezeptor programmed cell death-ligand 1 (PD-L1, auch CD274, B7-H1) oder 

programmed cell death-ligand 2 (PD-L2, auch CD273, B7-H2, B7-DC) binden (Dong et 

al., 2002; Latchman et al., 2001; Tseng et al., 2001).  

Der PD-L1-Rezeptor ist ein aus 290 Aminosäuren bestehendes Transmembranprotein, 

welches das Immunsystem bei physiologischen und pathologischen Ereignissen 

unterdrückt (Dong et al., 1999). PD-L1 kann in antigenpräsentierenden Zellen (APZ), in 

durch Interferon- aktivierten Monozyten, in aktivierten dendritischen Zellen, in Herz- 

und Skelettmuskelzellen, in Zellen der Plazenta und der Lunge, sowie schwach in Zellen 

des Thymus, der Milz, der Niere und der Leber, aber nicht in Zellen des Gehirns, des 

Kolons, der intestinalen Gewebe und in unstimulierten Monozyten exprimiert werden 

(Dong et al., 1999; Freeman et al., 2000; Latchman et al., 2001). Die Bindung Pathogen-

assoziierter molekularer Muster (PAMP) oder von Interferonen (IFN) lösen 

Signalkaskaden aus, die zur Induktion der PD-L1-Expression führen (Lee et al., 2006; 

Liu et al., 2007; Ritprajak und Azuma, 2015).  

In manchen Zellen (zum Beispiel Monozyten, Mikrogefäßzellen, Keratinozyten und 

Endothelzellen) tritt eine nennenswerte PD-L1-Expression erst als Reaktion auf 

entzündliche Prozesse beziehungsweise nach der Stimulation mit INF auf (Eppihimer et 

al., 2002; Latchman et al., 2001, Mazanet und Hughes, 2002). Die Interaktion von PD-1 

mit PD-L1 bewirkt die Suppression der T-Zell-Aktivierung und somit die Inhibition von 

T-Zell-Rezeptor vermittelten Lymphozytenproliferationen und Zytokinsekretionen 

(Freeman et al., 2000; Mazanet und Hughes, 2002; Yokosuka et al., 2012). Der 

PD-1/PD-L1-Signalweg trägt dadurch zur Regulation von Autoimmunreaktionen sowie 

von Entzündungen und Infektionen bei (Chang et al., 1999; Gianchecchi et al., 2013; Keir 

et al., 2006; Keir et al., 2008; Nishimura et al., 1999; Wang et al., 2005).  

Der PD-L2-Rezeptor wird in Zellen des Herzens, der Plazenta, des Pankreas, der Lunge 

und der Leber sowie schwach in Zellen der Milz, von Lymphknoten und des Thymus 

exprimiert (Latchman et al., 2001). Zudem findet er sich verstärkt auf dendritischen 

Zellen (Tseng et al., 2001). Seine Expression wird durch IFN- in Monozyten 
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hochreguliert und in dendritischen Zellen induziert (Latchman et al., 2001). PD-L2 bindet 

an PD-1, jedoch nicht an CD28 oder CTLA-4 (Tseng et al., 2001). Die Interaktion von 

PD-L2 mit PD-1 inhibiert die T-Zell-Rezeptor-vermittelte Proliferation und INF--

Produktion von CD4-positiven T-Zellen (Latchman et al., 2001; Tseng et al., 2001). 

Zudem findet sich PD-L2 zu 50-70% auf ruhenden peritonealen B1 Zellen, aber nicht auf 

konventionellen B2 Zellen. PD-L2 positive B1 Zellen könnten für die Innervierung der 

Immunreaktion gegen bakterielle Antigene verantwortlich sein (Zhong et al., 2007).  

 

 

1.4.2 PD-L1 in Tumoren 

Eine Expression von PD-L1 tritt nicht nur in physiologischen Zellen, sondern auch in 

manchen Tumoren auf. Dazu gehören NSCLC, Melanome, Ovarial- und gastrische 

Karzinome (Abiko et al., 2015; Gao et al., 2018; Garcia-Diaz et al., 2017; Karachaliou et 

al., 2018; Mimura et al., 2017). So kann bei einigen NSCLC eine erhöhte PD-L1-

Expression in Tumorzellen und Tumor-infiltrierenden Lymphozyten (TIL) nachgewiesen 

werden (Konishi et al., 2004).  

Die Bindung von PAMPs, Wachstumsfaktoren oder IFN an Tumorzellen kann 

Signalkaskaden auslösen, die zur Induktion der PD-L1-Expression führen, wie zum 

Beispiel der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)-Signalweg (Abiko et al., 2015; Cree et al., 

2016; Gao et al., 2018; Garcia-Diaz et al., 2017; Karachaliou et al., 2018; Lee et al., 

2006; Liu et al., 2007; Mimura et al., 2018; Okita et al., 2017; Ota et al., 2015; Ritprajak 

und Azuma, 2015). Die beteiligten Signalmoleküle bewirken zellintrinsische Wechsel, 

die in Verbindung mit der Karzinogenese stehen (Zellzyklus, Zellproliferation, Adhäsion, 

Migration) (Ritprajak und Azuma, 2015).  

Eine erhöhte PD-L1-Expression könnte auch durch Veränderungen von EGFR (Akbay 

et al., 2014; Azuma et al., 2014; Chen et al., 2015; Okita et al., 2017; Ota et al., 2015; 

Tang et al., 2015), das Vorkommen des Echinoderm microtubule-associated protein-like 

4 (EML4)-ALK-Fusionsgens (Ota et al., 2015), den Verlust des Tumorsupressor-Gens 

phosphatase and tensin homolog (PTEN) und der liver kinase 1 (Lkb1) (Xu et al., 2014), 

sowie den Mangel oder die Mutation von PTEN (Crane et al., 2008) ausgelöst werden.  

Die PD-L1-Expressionsrate in NSCLC könnte von dem TNM-Status, dem 

histologischem Tumortyp, dem Grad der Tumordifferenzierung, sowie von genetischen 

Mutationen und Entzündungen beeinflusst sein (Brody et al., 2017; Chen et al., 2012; 

Krawczyk et al., 2017; Pan et al., 2015; Shimoji et al., 2016; Uruga et al., 2017; Wang et 

al., 2018). Patientenalter, Raucherstatus oder Geschlecht scheinen jedoch nicht mit der 
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PD-L1-Expressionsrate zu korrelieren (Brody et al., 2017; Ilie et al., 2015; Pan et al., 

2015; Skov et al., 2019; Ye et al., 2018).  

Die Bindung zwischen PD-L1 auf Tumorzellen und PD-1 auf T-Zellen bewirkt eine 

Blockierung der gegen den Tumor gerichteten Immunantwort und somit eine 

Immunevasion des Tumors (Dong et al., 1999). Dadurch schützt dieser Signalweg die 

Tumorzellen vor dem Abbau durch das Immunsystem (Drake et al., 2006). Der 

Signalweg von PD-1 und PD-L1 ist dadurch einer der inhibitorischen Checkpoints, der 

sich bei NSCLC als Therapieansatz nutzen lässt. 

 

 

1.4.3 Anti-PD-1/ PD-L1-Therapie von NSCLC 

Die PD-1-/PD-L1-Checkpoint-Blockade setzt zunächst die Erkennung der von Tumoren 

freigesetzten Peptide voraus. Diese Antigene werden von APZ aufgenommen und über 

den Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) präsentiert. Dadurch können die 

präsentierten Tumorantigene von den T-Zell-Rezeptoren (TCR) auf T-Lymphozyten 

erkannt werden. Die Interaktion von TCR und Tumorantigen-MHC auf APZ wird als 

T-Zell-Aktivierung bezeichnet. Hierbei wird der PI3K-Signalweg inhibiert und die 

Mikrocluster-Bildung zwischen PD-1 und TCR blockiert. Zudem wird die Expression 

von PD-1 auf T-Zellen induziert (Drake et al., 2006; Freeman et al., 2000; Mahoney et 

al., 2015a).  

Das auf aktivierten T-Zellen exprimierte PD-1 kann an PD-L1 auf Tumorzellen binden, 

woraufhin PD-1 ein Cluster mit dem TCR bildet. Diese Mikrocluster induzieren die 

Suppression der T-Zell-Aktivierung, wodurch eine Reduktion der T-Lymphozyten-

Funktion entsteht (Sznol und Chen, 2013; Yokosuka et al., 2012). Dadurch bewirkt die 

Bindung von PD-1 und PD-L1 eine Inhibition der T-Zell-Aktivierung, eine reduzierte 

Proliferation, eine verringerte Zytokinproduktion und eine veränderte T-Zell-Zytolyse 

(Freeman et al., 2000; Mahoney et al., 2015a; Rodig et al., 2003). Eine schematische 

Darstellung des PD-1/PD-L1-Immuncheckpoints findet sich in Abbildung 1. 
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Abbildung 1: Schematische Darstellung des PD-1/PD-L1-Immuncheckpoints. a) Die von Tumoren freigesetzten 

Antigene werden von antigenpräsentierenden Zellen (APZ) und über den Haupthistokompatibilitätskomplex (MHC) 

präsentiert. Diese präsentierten Antigene werden von T-Zellen (TZ) erkannt. Die dadurch aktivierten T-Zellen setzen 
Interferone (INF) frei, welche die Expression von PD-L1 in Tumorzellen induzieren. b) Die aktivierten T-Zellen binden 

über PD-1 an PD-L1 auf den Tumorzellen, wodurch inhibitorische Signale des Immunsystem freigesetzt werden, die 

die T-Zell-Aktivität reduzieren (reduzierte Proliferation, verringerte Zytokinproduktion, veränderte T-Zell-Zytolyse). 

Dadurch werden die Tumorzellen nicht durch das Immunsystem abgebaut (Tumorevasion). c) Beim Einsatz von 
Checkpoint-Inhibitoren (AK) im Rahmen einer Immuntherapie binden diese an PD-1 oder PD-L1, blockieren dadurch 

dessen Interaktion und ermöglichen so den Abbau der Tumorzellen (Tumoreliminierung). APZ = antigenpräsentierende 

Zelle, TZ = T-Zelle, INF = Interferon, PD-1 = programmed cell death-protein 1, PD-L1 = programmed cell death-

ligand 1, AK = Antikörper (Immuncheckpoint-Inhibitor), MHC = Haupthistokompatibilitätskomplex 

 

 

Therapeutisch eingesetzte PD-1/PD-L1-Inhibitoren binden an den Liganden oder 

Rezeptor und blockieren so deren Interaktion. Dieser Mechanismus verhindert eine 

Immuntoleranz und ermöglicht dadurch die Immunreaktion gegen den Tumor. Für die 

Anti-PD-1/PD-L1-Therapie von NSCLC sind aktuell vier Inhibitoren zugelassen: 

Pembrolizumab, Nivolumab, Atezolizumab und Durvalumab. Ihr Einsatz ist jedoch an 

unterschiedliche Bedingungen bezüglich des Tumorstadiums, vorheriger Therapien, des 

Nachweises eines möglicherweise vorliegenden Tumorprogresses und der PD-L1-

Expressionsrate gebunden (Kythreotou et al., 2017; Noll et al., 2018; Tsao et al., 2017).  

Pembrolizumab (KEYTRUDA®) ist von der Food and Drug Administration of America 

(FDA) für Patienten ohne EGFR- oder ALK-Veränderungen als Erstlinientherapie (für 

eine PD-L1-Expressionsrate ≥50%, Nachweis mit DAKO 22C3) und Zweitlinientherapie 

nach Platin-basierter Chemotherapie (für eine PD-L1-Expressionsrate ≥1%, Nachweis 

mit DAKO 22C3) zugelassen (Garon et al., 2015; Herbst et al., 2016; Kythreotou et al., 

2017; Pai-Scherf et al., 2017; Reck et al., 2016; Tsao et al., 2017). 
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Nivolumab (OPDIVO®) ist als Monotherapie für Patienten nach einer vorherigen 

Chemotherapie von lokal fortgeschrittenem oder metastasiertem NSCLC zugelassen, 

wenn eine PD-L1-Expressionsrate von >1-5% mit dem Antikörper DAKO 28-8 

nachwiesen werden kann (Horn et al., 2017; Kythreotou et al., 2017; Tsao et al., 2017). 

Atezolizumab (TECENTRIQ®) ist als ergänzende Therapie für Patienten mit 

metastasierenden NSCLC anerkannt, bei denen eine Tumorprogression unter Erstlinien-

Chemotherapie auftritt (Kythreotou et al., 2017; Tsao et al., 2017). Die Zulassung bezieht 

sich auf eine mit dem Antikörper Ventana SP142 ermittelte PD-L1-Expressionsrate der 

Immunzellen von >10% oder einer Expressionsrate der Tumorzellen von ≥50% 

(Kythreotou et al., 2017; Rittmeyer et al., 2017). 

Durvalumab (IMFINZI™) ist als Monotherapie für Patienten mit lokal 

fortgeschrittenen, nicht resezierbaren NSCLC mit einer PD-L1-Expressionsrate von ≥1% 

(Nachweis mit Ventana SP263) zugelassen, sofern nach einer Platin-basierten 

Radiochemotherapie kein Progress vorliegt (Antonia et al., 2017; Antonia et al., 2018). 

Die im Mai 2019 beim Jahrestreffen der American Society of Clinical Oncology (ASCO) 

vorgestellten Ergebnisse bestätigten nach drei Jahren eine höhere Überlebensrate bei der 

Behandlung mit Durvalumab im Vergleich zum Placebo (Gray et al., 2019). 

Alle dieser Inhibitoren gegen PD-L1 führen zu vielversprechenden Ergebnissen bei 

Patienten mit NSCLC (Antonia et al., 2017; Antonia et al., 2018; Gettinger et al., 2016; 

Gray et al., 2019; Herbst et al., 2016; Horn et al., 2017; Pai-Scherf et al., 2017; Rittmeyer 

et al., 2017). Die objektiven Ansprechraten (objektive response rate = ORR) variieren 

zwischen 14,6% und 44% (Aguilar et al., 2019; Antonia et al., 2018; Tsao et al., 2017). 

Aktive und ehemalige Raucher weisen eine erhöhte Ansprechrate auf Checkpoint-

Therapien auf (D’Incecco et al., 2014; Garon et al., 2015). Zudem können bestimmte 

Laborparamater (Laktatdehydrogenase, C-reaktives Protein und 

Neutrophile/Lymphozyten-Verhältnis) den Erfolg einer Checkpoint-Therapie 

beeinflussen (Schiwitzka et al., 2019).  

Eine höhere Ansprech- und Überlebensrate einer Checkpoint-Therapie liegen auch bei 

Patienten mit vermehrter PD-L1 Expression vor (Aguilar et al., 2019; Antonia et 

al., 2018; Fehrenbacher et al., 2018; Garon et al., 2015; Rizvi et al., 2015b). Ein positiver 

Therapieeffekt durch den Einsatz von PD-L1-Inhbitoren kann jedoch auch ohne 

nachgewiesene tumorale PD-L1-Expression auftreten (Fehrenbacher et al., 2018; Garon 

et al., 2015; Horn et al., 2017; Rittmeyer et al., 2017). Ursachen hierfür könnten in der 

Tumorheterogenität, der unterschiedlichen Sensitivität gegenüber dem Antikörper oder 
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der dynamischen immunologischen Mikroumgebung liegen (Garon et al., 2015; 

Mahoney et al., 2015b). 

Untersuchungen zeigen für Patienten mit tumoraler PD-L1-Expression teilweise eine 

bessere Überlebensrate (Cooper et al., 2015; Schmidt et al.; 2015; Velcheti et al., 2013; 

Yang et al., 2014), aber teils auch eine schlechtere Prognose (Azuma et al., 2014; Chen 

et al., 2015; Inamura et al., 2016; Mu et al., 2010; Okita et al., 2017; Pan et al., 2015; 

Tokito et al., 2016; Wang et al., 2015; Zhang et al., 2015; Zhang et al., 2017; Zhou et al., 

2015; Zhou et al., 2017). Die Überlebensrate bei PD-L1-exprimierenden NSCLC könnte 

von Faktoren wie Tumorsubtyp, adjuvanten Therapien, Tumorgröße, Geschlecht, 

Lymphknotenstatus, Raucherstatus, Tumordifferenzierungsgrad und -stadium beeinflusst 

werden (Schmidt et al., 2015; Zhang et al., 2017).  

Eine bessere Überlebensrate bei tumoraler PD-L1-Expression könnte auch mit 

gleichzeitig gegebenen, zusätzlichen Faktoren wie der Expression von INF- (Gao et al., 

2018), den im Tumor vorliegenden CD8-positiven T-Zellen (Tokito et al., 2016; Tumeh 

et al., 2014), einer bestehenden EGFR-Mutation (Tang et al., 2015; Zhang et al., 2015) 

oder einer hohen Mutationslast (tumor mutational burden = TMB) korrelieren (Rizvi et 

al., 2015a; Rizvi et al., 2018).  

Die PD-L1-Expression scheint daher nicht in jedem Fall als Biomarker anwendbar zu 

sein, auch wenn dessen prognostischer Vorhersagewert diskutiert wird (Boland et al., 

2013; Brody et al., 2017; Chen et al., 2012; Gao et al., 2018; Herbst et al., 2016; Mahoney 

et al., 2015a; Wang et al., 2015; Wang et al., 2016, Yang et al., 2014). Dessen ungeachtet 

bietet der Nachweis einer PD-L1-Expression die Grundlage eines vielversprechenden 

Therapieansatzes mit Checkpoint-Inhibitoren. 
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1.4.4 Nachweis der PD-L1-Expression 

Der Therapieerfolg mit Anti-PD-1/PD-L1-Inhibitoren hängt unter anderem von der 

PD-L1-Expressionsrate auf Tumorzellen ab (Gao et al., 2018; Garon et al., 2015; Reck 

et al., 2016; Taube et al., 2014). Aktuelle Richtlinien und klinische Studien empfehlen 

eine Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate von NSCLC ausschließlich an 

histologischen Präparaten (Herbst et al., 2016; Horn et al., 2017; Kythreotou et al., 2017; 

Reck et al., 2016; Rittmeyer et al., 2017; Tsao et al., 2017).  

Für den immunhistochemischen Nachweis der PD-L1-Expression sind bislang vier 

Antikörper und entsprechende therapeutische Inhibitoren von der FDA zur Behandlung 

von NSCLC zugelassen: DAKO 22C3 (Pembrolizumab) und DAKO 28-8 (Nivolumab) 

sowie Ventana SP142 (Atezolizumab) und Ventana SP263 (Durvalumab) (siehe S. 9ff, 

Anti-PD-1/ PD-L1-Therapie von NSCLC). Studien zeigen eine Vergleichbarkeit 

zwischen den Antikörpern Ventana SP263, DAKO 22C3 und DAKO 28-8, während die 

Anfärbung mit Ventana SP142 im Vergleich dazu schwächer ausfällt (Brunnström et al., 

2017; Fujimoto et al., 2018; Hirsch et al., 2017; Ratcliffe et al., 2017; Rimm et al., 2017). 

Eine Übersicht der Anfärbung mit den unterschiedlichen Antikörpern ist in Abbildung 2 

dargestellt.  

Alle von der FDA zugelassenen immunhistochemischen Verfahren beziehen sich 

ausschließlich auf Formalin-fixiertes Paraffin-eingebetettes (FFPE) Gewebe (Herbst et 

al., 2016; Horn et al., 2017; Reck et al., 2016; Rittmeyer et al., 2017, Antonia et al., 2017; 

Antonia et al., 2018). Trotz scheinbar klarer Richtlinien erschweren jedoch mehrere 

Faktoren eine einheitliche Auswertung der PD-L1-Expressionsrate.  

So kann die Färbung gegen PD-L1 von präanalytischen Faktoren wie der Art des 

Materials (Heyman et al., 2017; Ilie et al., 2018; Noll et al., 2018), dem Antikörper-Klon 

(Brunnström et al., 2017; Hirsch et al., 2017; McLaughlin et al., 2016; Scheel et al., 

2016), der Fixierungsart und -dauer (Engel und Moore, 2011; Jain et al., 2018; Lloyd et 

al., 2017), den eventuellen vorherigen Färbungen (Jain et al., 2018; Noll et al., 2018; 

Tsao et al., 2017), den Auswirkungen durch die Entfernung des Eindeckmediums (Arriola 

et al., 2018), dem Alter der Proben (Calles et al., 2015; Sato et al., 2018), den 

Lagerungsbedingungen des Materials (Calles et al., 2015; Grillo et al., 2015; Sato et al., 

2018, van der Broek und van de Vijver, 2000) und der Qualität der Proben (Jain et al., 

2018; Noll et al., 2018; Sakakibara et al., 2017) beeinflusst sein.  

Zusätzlich könnten sich unterschiedliche klinisch-pathologische Eigenschaften auf die 

ermittelte PD-L1-Expressionsrate auswirken. Dies umfasst Tumortyp (Azuma et al., 

2014; Kitazono et al., 2015; Krawczyk et al., 2017; Shimoji et al., 2016; Skov et al., 
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2019; Sun et al., 2016; Ye et al., 2018), Tumorstadium (Chen et al., 2012; Cooper et al, 

2015; Skov et al, 2019; Sun et al., 2016; Wang et al., 2018), Tumordifferenzierungsgrad 

(Chen et al., 2012; Cooper et al., 2015; Driver et al., 2017; Inamura et al., 2016; Pan et 

al., 2015; Wang et al., 2015; Yang et al., 2014) und Tumormanifestation (Büttner et al., 

2017; Haragan et al., 2019; Kim et al., 2015; Kim et al., 2017; Mansfield et al., 2016; 

Munari et al., 2018a; Uruga et al., 2017; Wang et al., 2018), sowie Raucherstatus und 

Alter oder Geschlecht des Patienten (Azuma et al., 2014; Driver et al., 2017).  

Eine einheitliche Auswertung und Vergleichbarkeit mehrerer Studien werden zudem 

durch verschiedene Auswertungskriterien eingeschränkt. So erschweren differente 

Grenzwerte (Cutoff) (Herbst et al., 2016; Hirsch et al., 2017; Horn et al., 2017; Jain et 

al., 2018; Reck et al., 2016; Rittmeyer et al., 2017; Scheel et al., 2016; Tsao et al., 2017; 

Udall et al., 2018; Wang et al., 2016), abweichende Bestimmungen der auszuwertenden 

Zellen (in-/exklusive Immunzellen) (Kythreotou et al., 2017; Tsao et al., 2017; Udall et 

al., 2018), unterschiedliche Auswertungsprinzipen (Tumor-Proportions-Score/Cologne-

Score) (Scheel et al., 2016) und abweichende Definitionen der Positivkriterien 

(zytoplasmatische/membranäre Färbung) (Tsao et al., 2017) die Beurteilung.  

Differente Ergebnisse mehrerer Studien, an unterschiedlichen Materialarten und mit 

verschiedenen Untersuchungsmethoden dürften vor allem auf der Heterogenität der 

PD-L1-Expression innerhalb einer Läsion (Casadevall et al., 2017; McLaughlin et al., 

2016; Munari et al., 2017; Nakamura et al., 2017), zwischen pulmonalem Primärtumor 

und dessen Metastasen (Büttner et al., 2017; Kim et al., 2015; Kim et al., 2017; Mansfield 

et al., 2016; Munari et al., 2018a; Uruga et al., 2017), als auch vor und nach einer Chemo-

/Radiotherapie (Dovedi et al., 2014; Lacour et al., 2019; Rojkó et al., 2018; Shen et al., 

2017; Sheng et al., 2016) oder nach entzündlichen Prozessen (Dong et al., 2002; 

Eppihimer et al., 2002; Latchman et al., 2001; Mazanet und Hughes, 2002) beruhen. 

Unabhängig von diesen Faktoren beeinträchtigt auch die Interrater-Variabilität eine 

einheitliche Auswertung der Expressionsrate und deren Vergleichbarkeit (Brunnström et 

al., 2017; Scheel et al., 2016). Übung und Erfahrung in der Bestimmung der PD-L1-

Expressionsrate könnten auf die Interrater-Variabilität einwirken (Brunnström et al., 

2017). Bislang ist der Einfluss von Übung auf eine mögliche Verbesserung der 

Übereinstimmungsraten jedoch nicht abschließend untersucht (Büttner et al., 2017; 

Cooper et al., 2017). 
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Abbildung 2: Anti-PD-L1-Anfärbungen histologischer Schnitte von NSCLC. Die Anfärbungen gegen PD-L1 mit 
den Antikörpern DAKO 22C3, DAKO 28-8 und Ventana SP263 zeigen ähnliche Ergebnisse, während mit Ventana 

SP142 schwächere Anfärbungen der Tumorzellmembranen und weniger positive Tumorzellen auftreten. NSCLC = 

nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom, PD-L1 = programmed cell death-ligand 1, H&E = Hämatoxylin-Eosin-Färbung 

(modizifiert nach Hirsch et al., 2017) 
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1.5 Ziel dieser Arbeit 

Der Nachweis einer PD-L1-Expression von Tumorzellen eines Lungenkarzinoms ist 

derzeit die Voraussetzung für eine Immuncheckpoint-Therapie und stellt damit die 

Grundlage für ein potenziell besseres Überleben dar (Gettinger et al., 2016; Herbst et al., 

2016; Horn et al., 2017; Rittmeyer et al., 2017). Aktuelle Richtlinien empfehlen die 

Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate von NSCLC ausschließlich an histologischen 

Präparaten (Herbst et al., 2016; Horn et al., 2017; Reck et al., 2016; Rittmeyer et al., 

2017). Derzeit werden jedoch mehr als 50% der Lungenkrebsdiagnosen an zytologischen 

Präparaten gestellt (Shah et al., 2006; Skov et al., 2014; Travis et al., 2011; Tsao et al., 

2017; LungenClinic Grosshansdorf). Die Beschränkung der PD-L1-Expressionsanalyse 

auf histologische Präparate erschwert daher potenziell vielen Patienten den Zugang zu 

einer zielgerichteten Therapie. 

Immunzytochemische Untersuchungen sind bereits für zahlreiche Antikörper etabliert 

und gehören zu den Routinediagnostikverfahren (Dey und Gosh, 2018; Fischer et al., 

2014). Darin eingeschlossen sind auch quantitative Auswertungen membranärer 

Anfärbungen wie etwa dem humanen epidermalen Wachstumsfaktor-Rezeptor HER2 

(„human epidermal growth factor receptor 2“) (Moriki et al., 2004). Daher sollten auch 

die Durchführung einer immunologischen PD-L1-Anfärbung und deren quantitative 

Auswertung an zytologischen Präparaten anwendbar sein.  

Erste Studien bestätigen die Eignung unterschiedlicher zytologischer Präparate zur 

Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate (Capizzi et al., 2018; Heyman et al., 2017; 

Hernandez et al., 2018; Ilie et al., 2018; Jain et al., 2018; Munari et al., 2018a; Noll et 

al., 2018; Russel-Goldmann et al., 2018; Sakakibara et al., 2017; Skov und Skov, 2017; 

Torous et al., 2018; Wang et al., 2018). Bisher wurden jedoch keine zytologischen 

Imprint-Präparate resezierter Lungentumoren auf ihre PD-L1-Expression untersucht und 

mit gepaarten histologischen Schnitten derselben Läsion verglichen.  

Die Validierung zytologischen Materials zur Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate 

bietet potenziell vielen Patienten die Chance einer lebensverlängernden Therapie durch 

den Einsatz von Checkpoint-Inhibitoren, bei denen histologische Proben nicht verfügbar 

sind oder die Analyse am histologischen Material nicht möglich ist.  

 

Hypothese H0: In zytologischen und histologischen Proben liegen unterschiedliche 

PD-L1-Expressionsraten vor.  
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2 Material und Methoden 

 

2.1 Patienten und Untersuchungsgut 

In der vorliegenden Arbeit wurden retrospektiv je 247 gepaarte zytologische und 

histologische Proben primärer Lungentumoren und Metastasen primärper 

Lungenkarzinome untersucht, deren Resektion zwischen 2013 und 2017 in der 

LungenClinic Grosshansdorf (LungenClinic Grosshansdorf, Großhansdorf) erfolgt ist. 

Die histologische Aufarbeitung der Resektate einschließlich der Tumorklassifikation 

und -typisierung erfolgten in der Pathologie Borstel (Pathologie, Forschungszentrum 

Borstel, Leibniz Lungenzentrum, Borstel) und in der Pathologie des 

Universitätskrankenhauses Schleswig-Holstein Campus Lübeck (Institut für Pathologie, 

Universitätskrankenhaus Schleswig-Holstein, Campus Lübeck) entsprechend den 

Kriterien der WHO 2015 (Travis et al., 2015a). Die Bestimmung des Tumorstadiums 

basirt auf den gültigen TNM-Kriterien (Asamura et al., 2015; Detterbeck et al., 2017; 

Eberhardt et al., 2015; Goldstraw et al., 2016; Nicholson et al., 2016; Rami-Porta et al., 

2015). Für die vorliegende Arbeit wurde ausschließlich für die Diagnostik nicht 

benötigtes Restmaterial resezierter Tumoren herangezogen. Die Ethikkomission der 

Universität Lübeck hat die Untersuchungen unter der Fallnummer 16-277 angenommen 

(Abbildung 9). 

Eine Übersicht des Untersuchungsguts ist in Tabelle 1 aufgezeigt. Die analysierten 

Proben stammen von 234 Patienten, darunter 104 Frauen (durchschnittlich 69,9 Jahre 

(52,5-90,7 Jahre)) und 130 Männer (durchschnittlich 65,2 Jahre (36,2-82,4 Jahre)). Bei 

den untersuchten Läsionen handelte es sich im Einzelnen um 153 (61,9%) ADC und 94 

(38,1%) SQC. Davon waren 198 (80,2%) Primärtumoren und 49 (19,8%) Metastasen 

primär pulmonaler Karzinome, darunter 29 (11,7%) Lymphknoten (LK)-Metastasen und 

20 (8,1%) Pleurametastasen.  

Die Verteilung der postoperativen Tumorstadien (pT) ist wie folgend: 19 pT1a (9,6%), 

59 pT1b (29,8%), 48 pT1c (24,2%), 38 pT2a (19,2%), 5 pT2b (2,5%), 15 pT3 (7,5%) und 

14 pT4 (7,1%). Der Differenzierungsgrad (G) der untersuchten Tumoren liegt in 5 Fällen 

(3%) bei G1, in 89 Fällen (45%) bei G2 und in 104 Fällen (53%) bei G3. Das zytologische 

Material setzt sich aus 215 (87%) Imprintpräparaten resezierter Tumoren (Abtupf-

/Abkratzmaterial), 31 (13%) intraoperativ gewonnenen FNP und 1 (<1%) intraoperativ 

gewonnenem Erguss zusammen. Bei den histologischen Präparaten handelte es sich um 

vollständige Schnitte (4 µm) der gepaarten resezierten Läsionen. 
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Tabelle 1: Verteilung des Untersuchungsguts. Aufgelistet sind Geschlecht, Tumortyp, Mainfestation, Stadium, 

Differenzierungsgrad und Art der zytologischen Proben des Untersuchungsguts. ADC = Adenokarzinom, SQC = 

Plattenepithelkarzinom, LK = Lymphknoten, FNP = Feinnadelpunktion, pT = postoperatives Tumorstadium (pT1a-
pT4), G = Differenzierungsgrad (G1-G4) 

Verteilung des Untersuchungsguts 

Patienten Frauen 104 (44%)  70 Jahre (53-91 Jahre) 

Männer 130 (56%)  65 Jahre (36-82 Jahre) 

Tumortyp ADC 153 (62%) 

SQC 94 (38%) 

Manifestation Primarius 198 (80%) 

Metastase 49 (20%)  29 (59%) LK, 20 (41%) Pleura 

Stadium pT1a 19 (10%) 

pT1b 59 (30%) 

pT1c 48 (24%) 

pT2a 38 (19%) 

pT2b 5 (3%) 

pT3 15 (8%) 

pT4 14 (7%) 

Differenzierungsgrad G1 5 (3%) 

G2 89 (45%) 

G3 104 (53%) 

G4 0 (0%) 

Zytologische Proben Imprint 215 (87%) 

FNP 31 (13%) 

Erguss 1 (<1%) 
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2.2 Immunologische Anfärbungen 

Die immunologischen Anfärbungen fanden im Institut für Pathologie Campus Lübeck 

statt (Institut für Pathologie, Universitätskrankenhaus Schleswig-Holstein, Campus 

Lübeck und Pathologie, Forschungszentrum Borstel, Leibniz Lungenzentrum, Borstel). 

Dabei wurden die FFPE Schnitte sowie die Aceton:Methanol (1:1) fixierten 

zytologischen Präparate mit dem gegen PD-L1 gerichteten Antikörper-Klon 22C3 

(mouse anti-PD-L1, mk, Klon DAKO 22C3 von DAKO, Santa Clara (CA), 1:100) 

gefärbt. Die Anfärbungen verliefen automatisiert am Ventana Discovery Ultra (RUO 

DISCOVERY Universal (v.00.00.0299), DISCOVERY ULTRA) nach Protokoll-

Nummer 158 für FFPE Präparate (Tabelle 17, Anhang S. 94ff) und Protokoll-Nummer 

159 für zytologische Präparate (Tabelle 18, Anhang S. 98ff) der Bedienungsanleitung. 

Die zur Durchführung der Anfärbungen benötigten Reagenzien sind in Tabelle 16 

(Anhang, S. 93) aufgeführt. Ein Ablauf der Färbungen ist in Tabelle 2 und Tabelle 3 

aufgelistet. Als Positivkontrollen dienten histologische Schnitte humaner Plazenta.  

Für den morphologischen Vergleich der PD-L1-gefärbten Präparate wurde von jeder 

Probe ein korrespondierender histologischer Schnitt mit Hämatoxylin-Eosin (HE) 

gefärbt. Die HE-Färbungen fanden im Universitätskrankenhaus Schleswig-Holstein statt 

(Institut für Pathologie, Universitätskrankenhaus Schleswig-Holstein, Campus Lübeck 

und Pathologie, Forschungszentrum Borstel, Leibniz Lungenzentrum, Borstel). 

Archivierte Giemsa-gefärbte Präparate dienten dem morphologischen Vergleich der 

korrespondierenden zytologischen Proben.  

Alle Bildaufnahmen von PD-L1-, HE- oder Giemsa-gefärbten Präparaten erfolgten an 

einem LEICA Mikroskop DM2000 (Mikroskopkamera Wenzel Mikroskopftechnik 

GmbH) mit dem Programm ProgRes® Capture Pro 2.8.8 (Jenoptik, Jena, Deutschland). 

Bildanordnungen und -beschriftungen wurden mit Adobe® Photoshop® CS3 (Adobe 

Inc., San José, Kalifornien, USA) vorgenommen. Die schematische Darstellung des 

PD-1-/PD-L1-Immuncheckpoints entstand mit Adobe® Illustrator CS6 (Adobe Inc., San 

José, Kalifornien, USA). 
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Tabelle 2: PD-L1-Färbeprotokoll für FFPE Proben. Dargestellt ist die Übersicht des Protokolls zur Anfärbung von 

FFPE Schnitten mit dem PD-L1-Antikörper 22C3 (mouse anti-PD-L1, mk, Klon DAKO 22C3 von DAKO, Santa Clara 

(CA), 1:100) mit dem Ventana Discovery Ultra. FFPE = Formalin-fixiert Paraffin-eingebettet, RT = Raumtemperatur, 
RTU = Ready to Use, PD-L1 = programmed cell death-ligand 1, CCS = Cell Conditioning Solution. Die eingesetzten 

Reagenzien aus dem OptiView DAB IHC Detection Kit und weiteren Lösungen sind in Tabelle 16 (Anhang, S. 93) 

aufgeführt. Ein ausführliches Färbeprotokoll findet sich in Tabelle 17 auf Seite 94ff im Anhang.  

Ablauf der Anfärbung von FFPE Präparaten 

 Erwärmen der Objektträger auf 37°C 

 Aufheizen der Objektträger auf 58°C für 4 Minuten 

 Dreimalige Inkubation mit CCS für je 8 Minuten 

 Deparaffinierung in 3 Zyklen aus je 12 Min Inkubation mit EZ Prep (Ventana 

Medical System, 950-102) bei 72°C 

 Erwärmen der Objektträger auf 37°C 

 Spülen mit EZ Prep 

 Mehrmalige Inkubation mit CCS bei 95°C (insgesamt 24 Min) 

 Spülen mit Reaktionspuffer bei 37°C 

 Blockierung durch Inkubation mit 1 Tropfen Inhibitor CM für 4 Minuten 

 Inkubation mit 1 Tropfen Primärantikörper (Maus anti-PD-L1, mk, Klon DAKO 

22C3 von DAKO, 1:100) für 20 Minuten bei RT 

 Spülen mit Reaktionspuffer bei 37°C 

 Inkubation mit 1 Tropfen Sekundär-AK (anti-Mouse HQ; RTU) für 20 Minuten 

bei RT 

 Spülen mit Reaktionspuffer bei 37°C 

 Inkubation mit 1 Tropfen Anti-HQ HRP (mouse anti-HQ HRP, RTU) für 16 

Minuten 

 Spülen mit Reaktionspuffer 

 Inkubation mit 1 Tropfen H2O2 CM für 4 Minuten 

 Inkubation mit 1 Tropfen DAB CM für 8 Minuten 

 Spülen mit Reaktionspuffer 

 Inkubation mit 1 Tropfen Copper CM für 4 Minuten 

 Spülen mit Reaktionspuffer 

 Inkubation mit 1 Tropfen Hämatoxylin II (Gegenfärbung) für 8 Minuten 

 Spülen mit Reaktionspuffer 

 Inkubation mit 1 Tropfen Bluing Reagent (Nach-Gegenfärbung) für 4 Minuten 

 Spülen mit Reaktionspuffer 
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Tabelle 3: PD-L1-Färbeprotokoll für zytologische Proben. Übersicht des Protokolls zur Anfärbung von 

zytologischen Präpataten mit dem PD-L1-Antikörper 22C3 (mouse anti-PD-L1, mk, Klon DAKO 22C3 von DAKO, 

Santa Clara (CA), 1:100) mit dem Ventana Discovery Ultra. RT = Raumtemperatur, RTU = Ready to Use, PD-L1 = 
programmed cell death-ligand 1. Die eingesetzten Reagenzien aus dem OptiView DAB IHC Detection Kit und 

weiteren Lösungen sind in Tabelle 16 (Anhang, S. 93) aufgeführt. Ein ausfühliches Protokoll findet sich in Tabelle 18 

auf Seite 98ff im Anhang. 

Ablauf der Anfärbung von zytologischen Präparaten 

 Erwärmen der Objektträger auf 37°C 

 Spülen mit 300 µl Reaktionspuffer 

 Blockierung durch Inkubation mit 1 Tropfen Inhibitor CM für 4 Minuten 

 Spülen mit Reaktionspuffer 

 Inkubation mit Reaktionspuffer für 4 Minuten 

 Inkubation mit 1 Tropfen Primärantikörper (Maus anti-PD-L1, mk, Klon DAKO 

22C3 von DAKO, 1:100) für 20 Minuten bei RT 

 Spülen mit Reaktionspuffer bei 37°C 

 Inkubation mit Reaktionspuffer für 4 Minuten 

 Inkubation mit 1 Tropfen Sekundärantikörper (anti-Mouse HQ; RTU) für 16 

Minuten bei RT  

 Spülen mit Reaktionspuffer bei 37°C 

 Inkubation mit 1 Tropfen Anti-HQ HRP (mouse anti-HQ HRP, RTU) für 16 

Minuten 

 Spülen mit Reaktionspuffer 

 Inkubation mit 1 Tropfen H2O2 CM für 4 Minuten 

 Inkubation mit 1 Tropfen DAB CM für 8 Minuten 

 Spülen mit Reaktionspuffer 

 Inkubation mit 1 Tropfen Copper CM für 4 Minuten 

 Spülen mit Reaktionspuffer 

 Inkubation mit 1 Tropfen Hämatoxylin II (Gegenfärbung) für 8 Minuten 

 Spülen mit Reaktionspuffer 

 Inkubation mit 1 Tropfen Bluing Reagent (Nach-Gegenfärbung) für 4 Minuten 

 Spülen mit Reaktionspuffer 
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2.3 Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate 

Jede Probe wurde verblindet und unabhängig voneinander in zufälliger Reihenfolge von 

drei Bewertern beurteilt. Die Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate basiert auf dem 

quantitativen Anteil PD-L1-positiver Tumorzellen in der gesamten Probe. Die 

Expressionsrate wurde dabei in Form von Exaktwerten in den Stufen <1%, 1%, 5%, 10%, 

20%...100% sowie in Form eines Tumor-Proportions-Score (TPS) in den Stufen <1% 

(negativ), 1 bis <50% (intermediär positiv) und ≥50% (hoch positiv) angegeben. Der TPS 

orientiert sich dabei an den von der FDA zugelassenen Kriterien zur Therapie mit 

Pembrolizumab (Reck et al., 2016).  

Die Analyse der Proben erfolgte lichtmikroskopisch unter 100facher Vergrößerung und 

unter Hinzunahme der 630fachen Vergrößerung mit Öl zur genauen Überprüfung einer 

validen membranären Expression. In Abbildung 3 ist beispielhaft ein gegen PD-L1-

gefärbtes zytologisches Präparat aufgezeigt.  

 

  

Abbildung 3: Auswertungs der PD-L1-Positivität. Dargestellt ist ein zytologischer Ausstrich eines ADC nach der 

Färbung gegen PD-L1 mit dem Antikörperklon DAKO 22C3 (mouse anti-PD-L1, mk, Klon DAKO 22C3 von DAKO, 

Santa Clara (CA), 1:100). Für die Auswertung wurde der Anteil an membranär positiven Tumorzellen bestimmt. a) 

Übersicht des zytologischen Präparats (100fache Vergrößerung). b) Membranär PD-L1-positive Tumorzellen 
(630fache Vergrößerung). c) PD-L1-negative Tumorzellen. d) PD-L1-positive Makrophagen, die nicht in die 

Bewertung einbezogen wurden, aber als interne Kontrolle fungiert haben (630fache Vergrößerung). ADC = 

Adenokarzinom, PD-L1 = programmed cell death-ligand 1 
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Die Analysen der PD-L1-Expressionsraten schlossen jeweils das gesamte histologische 

Schnittpräparat, beziehungsweise den gesamten zytologischen Ausstrich ein. Hierbei 

diente die Hinzunahme des korrespondierenden HE-gefärbten Schnittes oder des Giemsa-

gefärbten Ausstriches einer morphologischen Abgrenzung der einzelnen Zelltypen. In 

Abbildung 4 und Abbildung 5 sind beispielhaft jeweils PD-L1-positive und -negative 

zytologische und histologische Präparate von ADC und SQC samt korrespondierender 

HE- beziehungsweise Giemsa-gefärbter Probe aufgezeigt. 

Angelehnt an die von der FDA für Pembrolizumab vorgeschriebenen Kriterien, wurde 

bei der Auswertung der Anteil vitaler Tumorzellen mit partieller oder vollständiger 

membranärer PD-L1-Positivität unabhängig von ihrer Färbeintensität bestimmt (Reck et 

al., 2016). Tumorzellen mit ausschließlich zytoplasmatischer PD-L1-Positivität, sowie 

nekrotische und/oder degenerativ veränderte Tumorzellen wurden unabhängig von der 

Anfärbung nicht in die Bewertung eingeschlossen (Tsao et al., 2017).  

Tumorinfiltrierende Lymphozyten blieben bei der Bewertung unbeachtet, da deren 

Abgrenzung zu nicht-tumorinfiltrierenden Lymphozyten methodisch bedingt in 

zytologischen Ausstrichen nicht möglich ist und das Gesamtüberleben einer Therapie von 

PD-L1-positiven Tumoren nicht von tumorinfiltrierenden Lymphozyten beeinflusst zu 

werden scheint (Edlund et al., 2019). Proben mit starker Hintergrundfärbung oder 

mangelnder Anfärbung sowie Präparate mit weniger als 100 Tumorzellen wurden 

ausgeschlossen. Diese Kriterien führten zum Ausschluss von insgesamt 15 Fällen. 

PD-L1-positive Makrophagen und Immunzellen fungierten lediglich als interne 

Kontrollen (Abbildung 3d). 
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Abbildung 4: Beispiele für zytologische Präparate. Von jedem Resektat wurden ein Ausstrich mit Giemsa und ein 

Ausstrich mit dem PD-L1-Antikörper 22C3 (mouse anti-PD-L1, mk, DAKO 22C3, 1:100) gefärbt. a-d) Zytologische 

Präparate von Adenokarzinomen ohne (b) und mit (d) PD-L1-Positivität (630fache Vergrößerung). e-h) Zytologische 

Präparate von Plattenepithelkarzinomen ohne (f) und mit (h) PD-L1-Positivität (630fache Vergrößerung). ADC = 
Adenokarzinom, SQC = Plattenepithelkarzinom, PD-L1 = programmed cell death-ligand 1 
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Abbildung 5: Beispiele für histologische Präparate. Von jedem Resektat wurden ein Schnitt mit HE und ein Schnitt 

mit dem PD-L1-Antikörper 22C3 (mouse anti-PD-L1, mk, DAKO 22C3, 1:100) gefärbt. a-d) Histologische Schnitte 

von Adenokarzinomen ohne (b) und mit (d) PD-L1-Positivität (630fache Vergrößerung). e-h) Histologische Schnitte 

von Plattenepithelkarzinomen ohne (f) und mit (h) PD-L1-Positivität (630fache Vergrößerung). HE = Hämatoxylin-
Eosin-Färbung, ADC = Adenokarzinom, SQC = Plattenepithelkarzinom, PD-L1 = programmed cell death-ligand 1 
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2.4 Auswertung 

Aus den einzelnen Ergebnissen der drei Bewerter jeder Probe wurde der Median als 

mittleres Maß der Exaktwerte und des TPS bestimmt, da es sich hierbei um nicht 

parametrische Daten handelt und ganzzahlige Werte besser den realen klinischen 

Erfordernissen beim Umgang mit PD-L1-Positivitäten gerecht werden. Die Berechnung 

bezog sich jeweils auf die Gesamtergebnisse, sowie getrennt auf die beiden Tumortypen 

(ADC, SQC). 

Die Berechnung der Übereinstimmung zwischen den Ergebnissen der drei Bewerter 

basiert auf der Interrater-Variabilität in Form des Intraklassenkoeffizienten (ICC). 

Zusätzlich folgte ein paarweiser Vergleich der Übereinstimmung zwischen den einzelnen 

Bewertern anhand einer Inter-Item-Korrelationsmatrix.  

Für die medianen Exaktwerte und TPS wurden jeweils die Häufigkeiten sowie deren 

prozentuale Anteile der unterschiedlichen Expressionsraten ermittelt. Zudem schloss sich 

jeweils eine Bestimmung der durchschnittlichen Expressionsrate als Mittelwert aus den 

medianen Exaktwerten aller Proben eines Jahres (2013-2017) an.  

Anschließend erfolgte die Berechnung der Konkordanz zwischen den gepaarten 

zytologischen und histologischen Proben. Sie dient als Maß aller Fälle, bei denen Zyto- 

und Histologie ein gleiches Ergebnis aufweisen. Die Konkordanz wurde jeweils für die 

medianen Exaktwerte und den medianen TPS für die gesamten Fälle, sowie getrennt für 

ADC und SQC ermittelt. Die Berechnung der Konkordanz anhand der Exaktwerte 

basierte auf der Anzahl und dem Anteil jener medianen Exaktwerte, bei denen das 

gepaarte zytologische und histologische Ergebnis genau gleich (∆0) war oder um 

maximal 10 (∆10) abwich. Eine Differenz von 10 zwischen dem zytologischen und 

histologischen Ergebnis wurde gewählt, da dieser Unterschied für Therapie und Klinik 

überwiegend nicht relevant ist und leicht abweichende Bewertungen zwischen den 

Bewertern ausgleicht. Die Konkordanz des TPS basiert auf der Anzahl und dem Anteil 

jener Fälle, bei denen die PD-L1-Expression der gepaarten zyto- und histologischen 

Proben in der gleichen Stufe (<1%, 1-49%, ≥50) lag. 

Zusätzliche Untersuchungen bezogen sich auf vier Merkmale der eingeschlossenen 

malignen Tumoren (Tumormanifestation, -Typ, -Stadium, -Differenzierungsgrad), die 

mit Unterschieden in der PD-L1-Expressionsrate assoziiert sein könnten. Hierfür wurden 

aus den zytologischen und histologischen Exaktwerten und dem TPS jeweils Anzahl und 

Anteil PD-L1-negativer (<1%) und -positiver (1-100%) Fälle für die unterschiedlichen 

Tumorstadien (pT1a, pT1b, pT1c, pT2a, pT2b, pT2c, pT3, pT4), Tumormanifestationen 
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(Primärtumor, Metastase eines primären Lungenkarzinoms), Tumortypen (ADC, SQC), 

und Tumordifferenzierungsgrade (G1, G2, G3, G4) bestimmt.  

Von jeweils zehn zufälligen zytologischen und histologischen Proben wurde die Anzahl 

der Tumorzellen pro Gesichtsfeld ermittelt. Die Auswahl der analysierten Gesichtsfelder 

erfolgte anhand einer Schablone zur exakten Markierung der auszuwertenden Bereiche 

auf den Objektträgern. Darauf folgte die Auszählung der Tumorzellen unter 630facher 

Vergrößerung innerhalb der markierten Bereiche für jenes Gesichtsfeld mit der größten 

Anzahl an Tumorzellen. Die hierfür genutzten Schablonen und Beispiele sind in 

Abbildung 6 illustriert.  

Für die zytologischen Proben wurden stets 15 identische Bereiche am unteren Bereich 

des Objektträgers gewählt, da hier in der Regel das meiste Material vorliegt (Abbildung 

6a und c). Da die histologischen Gewebeschnitte an variablen Stellen auf dem 

Objektträger aufgetragen werden, materialfreie Bereiche dazwischen entstehen und die 

Schnitte unterschiedlich groß sind, fiel die Wahl des auszuwertenden Bereichs bei diesen 

Präparaten auf ein möglichst großes diagnostisch relevantes Areal des Resektats. 

Materialfreie Regionen blieben bei der Analyse unbeachtet. Kleine histologische 

Schnittpräparate mit weniger als fünf auswertbaren Bereichen wurden von der 

Auswertung ausgeschlossen (Abbildung 6, b und c). 

 

 

Abbildung 6: Auswertung der Tumorzellzahl. Dargestellt sind die verwendeten Schablonen zur Auswahl der 
Bereiche, in welchen das Gesichtsfeld bei 630facher Vergrößerung mit den meisten enthaltenen Tumorzellen analysiert 

wurde. a) Schablone für zytologische Präparate. Es wurde stets der untere Bereich des Objektträgers ausgewertet, da 

hier in der Regel das meiste Material vorliegt. b) Schablone für histologische Präparaten. Von der Schablone wurden 

jene Bereiche gewählt (mindestens fünf), bei welchen das meiste Material des Schnitts abgedeckt wurde. Bereiche ohne 
Material wurden nicht in die Bewertung eingeschlossen. Es wurden nur jene Proben einbezogen, bei denen mindestens 

fünf Bereiche ausgewertet werden konnten. c) Beispiel eines ausgewerteten zytologischen Präparats nach der 

Markierung der auszuwertenden Bereiche. d) Beispiel eines ausgewerteten histologischen Präparats nach der 

Markierung der auszuwertenden Bereiche 
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2.5 Statistik 

Die statistischen Analysen erfolgten mit dem Programm IMB® SPSS® Version 21. Alle 

statistischen Untersuchungen wurden selbstständig durchgeführt. Die Auswertungen 

beziehen sich auf ein Signifikanzniveau a von 0,05, also auf ein Konfidenzintervall (CI) 

von 95%. Gemäß der Hypothese basieren alle Auswertungen auf zweiseitigen Tests. 

Zudem wurde jeder Fall für die statistische Auswertung als unabhängig von den anderen 

betrachtet. Darin eingeschlossen sind 13 Fälle von sechs Patienten mit zwei oder drei 

untersuchten Proben. Alle Analysen fanden unter der Voraussetzung für 

nichtparametrische Daten statt, da es sich jeweils nur um eine zytologische 

beziehungsweise eine histologische Probe handelt und unterschiedlich viele ADC und 

SQC vorlagen.  

Die Bestimmung der Interrater-Variabilität basiert auf einer Reliabilitätsanalyse. Dafür 

wurde eine deskriptive Statistik der Exaktwerte (<1%, 1%, 5%, 10%, 20%, … 100%) mit 

den Bewertern als Item, dem Konsistenz-Typ und dem zweifach gemischten Modell 

durchgeführt. Diese Analyse entspricht dem gemischten Zwei-Weg-Effekt, bei dem die 

Personeneffekte zufällig und die Maßeffekte fest sind (ICC3,1). Diese 

Analyseneigenschaften wurden gewählt, da es sich um mehr als zwei unabhängige 

Bewerter handelte, die mehrere Beobachtungsobjekte in Form von intervallskalierten 

Daten bewerteten und deren Einzelwerte justiert miteinander verglichen werden sollten. 

Zusätzlich schloss sich die Ermittlung einer Inter-Item-Korrelationsmatrix der Bewerter 

an, in welcher die Ergebnisse zwischen den drei Bewertern jeweils paarweise 

gegenübergestellt sind. Diese Matrix begründet sich in einer Reliabilitätsanalyse anhand 

von Cronbachs . 

Die Bestimmung möglicher signifikanter Unterschiede in den Häufigkeiten der 

Expressionsraten als Exaktwerte erfolgte anhand des Wilcoxon-Rangsummentests, da es 

sich um nichtparametrische Daten, ein verbundenes Studiendesign (Proben des gleichen 

Patienten) und zwei Untersuchungsgruppen (Zytologie und Histologie) handelt. Die 

Prüfung auf signifikante Unterschiede in den Häufigkeiten der Expressionsrate als TPS 

erfolgte aufgrund der gleichen Gründe wie für die Exaktwerte mit dem Wilcoxon-

Rangsummentest. Bei den Ergebnissen des Wilcoxon-Rangsummentests handelt es sich 

um exakte Signifikanzen. Signifikante Unterschiede im Probenalter wurden anhand des 

Kruskall-Wallis-Tests ermittelt, da es sich mit vier Freiheitsgraden (2013, 2014, 2015, 

2016, 2017) um mehr als zwei unverbundene Gruppen handelt. 

Die Prüfung auf signifikante Unterschiede in der PD-L1-Expression zwischen den 

Probenentnahmen verschiedener Tumormanifestationen (Primärtumor versus Metastase) 
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oder dem Tumortyp (ADC versus SQC) basiert auf dem Mann-Whitney-U-Test, da es 

sich jeweils um zwei unverbundene Gruppen (Primärtumor versus Metastase, 

beziehungsweise ADC versus SQC) handelt. Die Signifikanzanalyse auf Unterschiede in 

der PD-L1-Expression zwischen verschiedenen Tumorstadien beziehungsweise zwischen 

mehreren Differenzierungsgraden wurde aufgrund von sechs (pT1a, pT1b, pT1c, pT2a, 

pT2b, pT3, pT4) beziehungsweise zwei (G1, G2, G3) Freiheitsgraden anhand des 

Kruskall-Wallis-Tests ermittelt. 

Aus den Tumorzellzahlen wurde zunächst für jede Probe der Mittelwert ermittelt. 

Anhand dieser Werte erfolgte anschließend jeweils getrennt für Zytologie und Histologie 

die Bestimmung des Medians als mittlere Tumorzellzahl pro Gesichtsfeld bei 630facher 

Vergrößerung, da nur jeweils zehn Proben vorlagen. Angesichts zwei unabhängiger 

Variaben (Zytologie, Histologie) fand die Prüfung auf signifikante Unterschiede mittels 

Mann-Whitney-U-Tests statt. 
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3 Ergebnisse 

 

3.1 Tumorzellzahlen in zyto- und histologischen Präparaten 

Die Tumorzellzahlen in zytologischen und histologischen Präparaten basieren jeweils 

auf der mittleren Anzahl an Tumorzellen pro Gesichtsfeld bei 630facher Vergrößerung. 

Diese Ergebnisse sind in Tabelle 4 aufgeführt. In den zytologischen Proben finden sich 

im Mittel 41 Tumorzellen pro Gesichtsfeld und in der Histologie im Mittel 30 

Tumorzellen. Hierbei liegen keine signifkanten Unterschiede zwischen Zyto- und 

Histologie vor (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig; nZytologie = 10, nHistologie = 10; U = 

48,000, Standardfehler: 13,229, p = 0,912). 

 

Tabelle 4: Tumorzellzahl in Zyto- und Histologie. Dargestellt sind die durchschnittlichen Tumorzellzahlen der 
ausgezählten Gesichtsfelder bei 630facher Vergrößerung in jeweils zehn zytologischen und histologischen Proben 

sowie dessen mittlerer Wert als Median. Statistik: Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig; nZytologie = 10, nHistologie = 10 

Probe 
Tumorzellzahl pro Gesichtsfeld 

Zytologie Histologie 

1 154 29 

2 60 332 

3 6 56 

4 7 40 

5 11 19 

6 105 12 

7 49 23 

8 13 57 

9 39 31 

10 43 5 

Median 41 30 

p-Wert 0,912 
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3.2 Interrater-Variabilität  

Die Interrater-Variabilität fungiert als Maß der Abweichung zwischen den 

Einzelergebnissen der drei Bewerter. Der Intraklassenkoeffizient (ICC) liegt für die 

Zytologie bei 0,90 (ICC3,1, n = 247, Cronbachs Alpha 0,964, 3 Items, CI 95%) und für 

die Histologie bei 0,95 (ICC3,1, n = 247, Cronbachs Alpha 0,983, 3 Items, CI 95%), wobei 

1 eine vollkommende Übereinstimmung repräsentiert. 

Zusätzlich wurde eine Inter-Item-Korrelationsmatrix für den paarweisen Vergleich der 

Übereinstimmung zwischen den Ergebnissen der drei einzelnen Bewerter aufgestellt 

(Tabelle 5). Diese Analyse ergibt für den Vergleich zwischen Bewerter 1 und Bewerter 2 

in den zytologischen Ausstrichen eine Korrelation von 0,881 und in den histologischen 

Präparaten von 0,948. Beim Vergleich der Ergebnisse zwischen Bewerter 1 und Bewerter 

3 liegt die Korrelation in der Zytologie bei 0,910 und in der Histologie bei 0,959. Bei der 

Gegenüberstellung der Resultate von Bewerter 2 und Bewerter 3 liegen die Korrelation 

der zytologischen Ausstriche bei 0,915 und die der histologischen Präparate bei 0,945. 

Insgesamt liegt mit einem ICC von 0,90-0,95 eine hohe Übereinstimmung zwischen 

allen Bewertern, sowie mit 0.881-0.959 beim paarweisen Vergleich der einzelnen 

Bewerter vor. 

 

Tabelle 5: Inter-Item-Korrelationsmatrix zwischen den Bewertern. Ermittlung der Korrelation zwischen den 
Ergebnissen der drei Bewerter (Bewerter 1-3 für zytologische (unten) und histologische (oben) Proben. Z = Zytologie, 

H = Histologie. Statistik: Reliabilitätsanalyse, Cronbachs , Inter-Item-Korrelation, nItems = 3 

Z          H
 Bewerter 1 Bewerter 2 Bewerter 3 

Bewerter 1  0,948 0,959 

Bewerter 2 0,881  0,954 

Bewerter 3 0,910 0,915  
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3.3 Expressionsraten 

 

3.3.1 Expressionsraten als Exaktwerte 

Die von den drei Bewertern ermittelten Expressionsraten sind in Tabelle 15 aufgelistet 

(Anhang, S. 88ff.). Die Häufigkeiten der medianen PD-L1-Expressionsraten der 

Exaktwerte sind in Tabelle 6 aufgeführt.  

Die Mehrzahl der 153 ADC ist in den zytologischen (n = 132, 86%) und histologischen 

(n = 123, 84%) Proben negativ (PD-L1-Positivität <1%). Auch von den 93 untersuchten 

SQC ist mit 61 (65%) der zytologischen und mit 76 (81%) der histologischen Präparate 

die Mehrzahl der Fälle PD-L1-negativ. Eine PD-L1-Expressionsrate von 1% tritt in der 

Zytologie in 9 Fällen (6%) bei den ADC und in 14 Fällen (15%) bei SQC auf. Insgesamit 

weisen somit 23 zytologische Fälle (9%) eine PD-L1-Posivität von 1% auf. In der 

Histologie zeigen 2 Fälle (1%) bei den ADC und 4 Fälle (4%) bei den SQC eine 

Expressionsrate von 1%. In der Histologie ergeben sich somit insgesamt 6 Fälle (2%) mit 

einer PD-L1-Expression von 1%. In Zyto- und Histologie weisen je 7 Fälle (3%) eine 

Expressionsrate von 5% auf.  

 Höhere Expressionsraten von 10-100% treten in Zyto- und Histologie bei ADC und 

SQC jeweils in 0-4% aller Fälle auf (Tabelle 6). Es finden sich keine signifikanten 

Unterschiede zwischen zytologischen und histologischen Proben bei den ADC 

(Wilcoxon-Rangsummentest; zweiseitig, n = 153, Z = -1,557, p = 0,122), den SQC 

(Wilcoxon-Rangsummentest; zweiseitig, n = 94, Z = -0,570, p = 0,573) oder gesamt 

(Wilcoxon-Rangsummentest; zweiseitig, n = 94, Z = -0,748, p = 0,458).  

Insgesamt sind mit 78-83% die meisten Fälle PD-L1-negativ (PD-L1-Positivität <1%) 

und nur 17-22% sind positiv (PD-L1-Positivität 1-100%). Hierbei treten weder bei den 

ADC oder den SQC noch insgesamt signifikante Unterschiede in der Verteilung der 

PD-L1-Expression zwischen Zyto- und Histologie auf. 
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Tabelle 6: Verteilung der medianen PD-L1-Expressionsraten der Exaktwerte. Dargestellt sind die PD-L1-

Expressionsraten von ADC (n = 153), SQC (n = 94) und gesamt (n = 247) als Exaktwerte für zytologische und 

histologische Proben. ADC = Adenokarzinom, SQC = Plattenepithelkarzinom, Z = Zytologie, H = Histologie, PD-L1 
= programmed cell death ligand 1, n = Anzahl. Statistik: Wilcoxon-Rangsummentest; zweiseitig, nADC = 153, nSQC = 

94, nGesamt = 247 

PD-L1 
ADC (n (%)) SQC (n (%)) Gesamt (n (%)) 

Z H Z H Z H 

<1% 132 (86) 129 (84) 61 (65) 76 (81) 193 (78) 205 (83) 

1% 9 (6) 2 (1) 14 (15) 4 (4) 23 (9) 6 (2) 

5% 1 (1) 3 (2) 6 (6) 4 (4) 7 (3) 7 (3) 

10% 1 (1) 3 (2) 4 (4) 1 (1) 5 (2) 4 (2) 

20% 1 (1) 4 (3) 3 (3) 2 (2) 4 (1) 6 (2) 

30% 3 (2) 3 (2) 0 (0) 0 (0) 3 (1) 3 (1) 

40% 3 (2) 2 (1) 1 (1) 2 (2) 4 (2) 4 (2) 

50% 0 (0) 1 (1) 1 (1) 3 (3) 1 (<1) 4 (2) 

60% 0 (0) 1 (1) 1 (1) 0 (0) 1 (<1) 1 (<1) 

70% 0 (0) 0 (0) 1 (1) 0 (0) 1 (<1) 0 (0) 

80% 3 (2) 3 (2) 2 (2) 2 (2) 5 (2) 5 (2) 

90% 0 (0) 1 (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (<1) 

100% 0 (0) 1 (1) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (<1) 

n 153 94 247 

p-Wert 0,122 0,573 0,458 
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3.3.2 Expressionsraten als TPS 

Die Ergebnisse des TPS (<1%, 1-49%, ≥50%) für jeden Fall basieren auf den einzelnen 

Ergebnissen der drei Bewerter (Tabelle 15, Anhang, S. 88ff.). An diesen Werten erfolgte 

die Berechnung der mittleren Expressionsrate als Median. Die so erhaltenen Ergebnisse 

sind in Tabelle 7 insgesamt, sowie jeweils für ADC und SQC für Zytologie und Histologie 

aufgelistet. 

Die PD-L1-Expressionsraten der 153 ADC liegen bei den zytologischen Proben in 132 

Fällen (86%) bei <1%, in 18 Fällen (12%) bei 1-49% und in 3 Fällen (2%) bei ≥50%. 

Von den histologischen Proben der ADC wurden 129 (84%) mit <1%, 17 (11%) mit 1-

49% und 7 (5%) mit ≥50% bewertet. Zwischen der zytologischen und histologischen 

Analyse der ADC treten keine signifikanten Unterschiede auf (Wilcoxon-

Rangsummentest; zweiseitig, n = 153, Z = -1,100, p = 0,283).  

Die PD-L1 Expressionsrate der 94 SQC liegt zytologisch in 61 Fällen (65%) bei <1%, 

in 28 Fällen (30%) bei 1-49% und in 5 Fällen (5%) bei ≥50%. In der Histologie sind 76 

Proben (81%) mit <1%, 13 Proben (14%) mit 1-49% und 5 Proben (5%) mit ≥50% 

nachweisbar. Zwischen Zyto- und Histologie liegen keine signifikanten Unterschiede vor 

(Wilcoxon-Rangsummentest; zweiseitig, n = 94, Z = -1,969, p = 0,053).  

Unter den insgesamt 247 Fällen fanden sich in den zytologischen Proben 193 (78%) mit 

einer PD-L1-Expressionsrate von <1%, 46 (19%) mit 1-49% und 8 (3%) mit ≥50%. In 

der Histologie treten 205 Fälle (83%) mit <1%, 30 Fälle (12%) mit 1-49% und 12 Fälle 

(5) mit ≥50% Expressionsrate auf (Tabelle 7). Unter Einbezug aller Proben finden sich 

keine signifikanten Unterschiede zwischen den zytologischen und histologischen Proben 

(Wilcoxon-Rangsummentest; zweiseitig, n = 247, Z = -0,729, p = 0,476). 

Insgesamt ist mit 78-83% ein Großteil der Proben PD-L1-negativ (PD-L1-Positivität 

<1%), 12-19% sind intermediär positiv (PD-L1-Positivität 1-49%) und nur 3-5% sind 

hoch positiv (PD-L1-Positivität ≥50%). Bezogen auf den TPS unterscheidet sich die 

PD-L1-Expression in zytologischen Proben nicht signifikant von der PD-L1-Expression 

in histologischen Schnittpräparaten. 
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Tabelle 7: Verteilung der medianen PD-L1-Expressionsraten des TPS. Dargestellt sind die PD-L1-

Expressionsraten für die einzelnen TPS (<1%, 1-49%, ≥50%) in Zytologie und Histologie jeweils für ADC (n = 153), 

SQC (n = 94) und gesamt (n = 247). TPS = Tumorproportions-Score, ADC = Adenokarzinom, SQC = 
Plattenepithelkarzinom, Z = Zytologie, H = Histologie, PD-L1 = programmed cell death ligand 1, n = Anzahl. Statistik: 

Wilcoxon-Rangsummentest; zweiseitig, nADC = 153, nSQC = 94, nGesamt = 247 

PD-L1 
ADC (n (%)) SQC (n (%)) Gesamt (n (%)) 

Z H Z H Z H 

<1% 132 (86) 129 (84) 61 (65) 76 (81) 193 (78) 205 (83) 

1-49% 18 (12) 17 (11) 28 (30) 13 (14) 46 (19) 30 (12) 

≥50% 3 (2) 7 (5) 5 (5) 5 (5) 8 (3) 12 (5) 

n 153 94 247 

p-Wert 0,283 0,053 0,476 

 

 

3.3.3 Expressionsraten nach Probenalter 

Aus den medianen Werten aller Proben eines Jahres (2013-2017) wurden die 

durchschnittlichen Expressionsraten als Mittelwert berechnet. Diese Ergebnisse sind in 

Tabelle 8 aufgeführt. Die durchschnittliche Expressionsrate der zytologischen Proben 

liegt in 2013 bei 1%, in 2014 bei 6%, in 2015 bei 3%, in 2016 bei 2% und in 2017 bei 

10%. Hierbei ergibt sich ein signifikanter Unterschied in der Expressionsrate zwischen 

den Proben aus den unterschiedlichen Jahren (Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 247; 

Teststatistik: 15,245; Freiheitsgrade = 4; p = 0,00).  

Die durchschnittliche Expressionsrate der histologischen Proben liegt in 2013 bei 6%, 

in 2014 bei 3%, in 2015 bei 5%, in 2016 bei 6% und in 2017 bei 6%. Hierbei tritt kein 

signifikanter Unterschied in der Expressionsrate zwischen den unterschiedlichen Jahren 

auf (Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 247; Teststatistik: 3,317; Freiheitsgrade = 4; p 

= 0,506). 

Insgesamt ist nur in den zytologischen Proben eine signifikant unterschiedliche 

durchschnittliche Expressionsrate in den verschiedenen Jahren nachweisbar. 
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Tabelle 8: PD-L1-Expression in verschiedenen Probenaltern. Die durchschnittliche Expressionsrate wurde als 

prozentualer Mittelwert jeweils in Zytologie und Histologie für die Proben aus den Jahren 2013-2017 ermittelt. n = 

Anzhl, Z = Zytologie, H = Histologie. Statistik: Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 247; Freiheitsgrade = 4. PD-L1 
= programmed cell death-ligand 1 

PD-L1 
Mittlere Expressionsrate p-Wert 

2013 2014 2015 2016 2017 Z H 

Gesamt      0,004 0,506 

 Z 1% 6% 3% 2% 10%    

 H 6% 3% 5% 6% 6%    

n      
   

 24 20 82 76 45 
   

 

 

3.4 Tumormerkmale 

 

3.4.1 Tumorstadium 

Das Untersuchungsgut setzt sich aus 198 Primärtumoren (80%) und 49 Metastasen 

(20%) primärer Lungentumoren zusammen, davon sind 29 LK-Metastasen (59%) und 20 

Pleurakarzinosen (41%). Die Tumorstadien der Primärtumoren verteilen sich wie 

folgend: 19 pT1a (10%), 59 pT1b (30%), 48 pT1c (24%), 38 pT2a (19%), 5 pT2b (3%), 

0 pT2c (0%), 15 pT3 (8%) und 14 pT4 (7%) (Tabelle 9).  

In den zytologischen Proben sind 150 Fälle (76%) PD-L1-negativ und 48 Fälle (24%) 

positiv (Tabelle 9). Die meisten PD-L1-positiven Proben finden sich mit 26 Fällen (23%) 

bei pT1a-c und 12 Fällen (6%) bei pT2a-c. In höheren Tumorstadien (pT3-pT4) liegt die 

PD-L1-Positivität bei 2-3%. Der Vergleich der zytologisch bestimmten PD-L1-

Expression zeigt weder bei den Exaktwerten (Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 199; 

Teststatistik: 9,868; Freiheitsgrade = 6; p = 0,130) noch beim TPS (Kruskall-Wallis-Test, 

zweiseitig; n = 199; Teststatistik: 4,837; Freiheitsgrade = 6; p = 0,565) signifikante 

Unterschiede zwischen den Tumorstadien (Tabelle 9).  

Unter den histologischen Schnittpräparaten sind 166 Fälle (84%) PD-L1-negativ und 32 

Fälle (16%) PD-L1-positiv (Tabelle 12). Die meisten PD-L1-positiven Proben finden sich 

mit 20 Fällen (10%) bei pT1a-c und 8 Fällen (4%) bei pT2a-c. Für höhere Tumorstadien 

liegt die PD-L1-Positivität bei jeweils 1%. Die histologischen Analysen der PD-L1-

Expression zwischen verschiedenen Tumorstadien zeigen weder bei den Exaktwerten 
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(Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 199; Teststatistik: 5,022; Freiheitsgrade = 6; p = 

0,541) noch beim TPS (Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 199; Teststatistik: 5,389; 

Freiheitsgrade = 6; p = 0,495) signifikante Unterschiede. 

Die PD-L1-Expressionsraten in den zytologischen Proben und histologischen 

Schnittpräparaten ergeben weder für die Exaktwerte noch für den TPS signifikante 

Unterschiede zwischen den Tumorstadien. 

 

Tabelle 9: PD-L1-Expression in verschiedenen Tumorstadien. Dargestellt sind die PD-L1-negativen (<1%) 
und -positiven (1-100%) Fälle der verschiedenen Tumorstadien (pT1a-c, pT2a-c, pT3, pT4) von 198 Primärtumoren in 

Zyto- und Histologie. PD-L1 = programmed cell death-ligand 1, pT = postoperatives Tumorstadium, Z = Zytologie, H 

= Histologie, TPS = Tumorproportions-Score, n = Anzahl. Statistik: Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 198; 

Freiheitsgrade = 6 

PD-L1 
Tumorstadium (n (%)) p-Wert 

pT1a-c pT2a-c pT3 pT4 Gesamt Exakt TPS 

Z      0,130 0,565 

 <1% 100 (51) 31 (16) 9 (5) 10 (5) 150 (76)   

 ≥1% 26 (13) 12 (6) 6 (3) 4 (2) 48 (24)   

H      0,541 0,495 

 <1% 106 (54) 35 (18) 13 (6) 12 (6) 166 (84)   

 ≥1% 20 (10) 8 (4) 2 (1) 2 (1) 32 (16)   

n      
  

 126 43 15 14 198 
  

 

 

3.4.2 Tumormanifestation 

Für die Untersuchung der PD-L1-Expression zwischen den Probenentnahmen 

unterschiedlicher Tumormanifestationen, wurden die Anzahl und der Anteil PD-L1-

negativer (<1%) und -positiver (1-100%) Befunde in Primärtumoren und in Metastasen 

primärer Lungenkarzinome bestimmt. Diese Ergebnisse sind in Tabelle 10 aufgeführt. In 

der Auswertung der zytologischen Proben finden sich 150 (76%) PD-L1-negative und 48 

(24%) -positive Primärtumoren, sowie 43 (88%) PD-L1-negative und 6 (12%) -positive 

Metastasen (Tabelle 10).  

Weder bei den Exaktwerten (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig; nPrimärtumor = 198, 

nMetastase = 49; U = 4.249, Standardfehler: 323,546, p = 0,063) noch beim TPS (Mann-
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Whitney-U-Test, zweiseitig; nPrimärtumor = 198, nMetastase = 49; U = 4.245, Standardfehler: 

321,794, p = 0,060)  sind  signifikante Unterschiede in der PD-L1-Expressionsrate von 

Primärtumoren oder Metastasen primärer Lungenkarzinome erkennbar. 

Die histologische Auswertung ergibt 166 (84%) PD-L1-negative und 32 (16%) -positive 

Befunde in Primärtumoren, sowie 39 (80%) PD-L1-negative und 10 (20%) -positive 

Befunde in Metastasen (Tabelle 10). Auch hier unterscheiden sich weder die Exaktwerte 

(Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig; nPrimärtumor = 198, nMetastase = 49; U = 5.139, 

Standardfehler: 293,025, p = 0,326) noch der TPS (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig; 

nPrimärtumor = 198, nMetastase = 49; U = 5.102, Standardfehler: 292,397, p = 0,391) 

hinsichtlich der PD-L1-Expressionsrate in Primärtumoren und Metastasen signifikant 

voneinander. 

Insgesamt gibt es in der PD-L1-Expressionsrate von Proben primärer Lungentumoren 

und Metastasen primärer Lungenkarzinome keine signifikanten Unterschiede. 

 

Tabelle 10: PD-L1-Expression in Primärtumoren und Metastasen. Dargestellt sind die PD-L1-negativen (<1%) 

und –positiven (1-100%) Fälle der Tumormanifestation (Primarius, Metastase) in Zyto- und Histologie. Primarius = 

Primärtumor, Z = Zytologie, H = Histologie, TPS = Tumorproportions-Score, PD-L1 = programmed cell death-ligand 
1, n = Anzahl, Exakt = Exaktwerte, TPS = Tumor-Proportionsscore. Statistik: Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig; 

nPrimärtumor = 198, nMetastase = 49 

PD-L1 
Tumormanifestation (n (%)) p-Wert 

Primarius Metastase Gesamt Exakt TPS 

Z    0,063 0,060 

 <1% 150 (76) 43 (88) 193 (78)   

 ≥1% 48 (24) 6 (12%) 54 (22)   

H    0,326 0,391 

 <1% 166 (84) 39 (80) 205 (83)   

 ≥1% 32 (16) 10 (20) 42 (17)   

n      

 198 49 247   
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3.4.3 Tumortyp und -differenzierungsgrad 

Anhand der ermittelten medianen Exaktwerte beziehungsweise der medinanen TPS der 

PD-L1-Expression (Tabelle 15, Anhang, S. 88ff.) wurde die Anzahl der negativen (<1%) 

und positiven (1-100%) Fälle in Zyto- und Histologie für ADC und SQC bestimmt. Diese 

Ergebnisse sind in Tabelle 11 aufgeführt.  

Die zytologische Analyse zeigt 132 (86%) PD-L1-negative und 21 (14%) -positive 

ADC, sowie 61 (65%) negative und 33 (35%) positive SQC (Tabelle 11). Hierbei sind 

sowohl anhand der einzelnen Exaktwerte (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig; nADC = 

153, nSQC = 94; U = 8.688, Standardfehler: 393,9236, p <0,000) als auch anhand des TPS 

(Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig; nADC = 153, nSQC = 94; U = 8.731, Standardfehler: 

391,794, p <0,000) signifikante Unterschiede in der Expressionsrate zwischen ADC und 

SQC erkennbar. Anhand der zytologischen Proben sind bei den SQC also signifikant 

mehr PD-L1-positive Fälle nachweisbar als bei den ADC. 

Die Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate anhand der histologischen Proben zeigt 

126 (84%) negative und 24 (16%) positive ADC, sowie 76 (81%) negative und 18 (19%) 

positive SQC. Hierbei treten weder in der Analyse der einzelnen Exaktwerte (Mann-

Whitney-U-Test, zweiseitig; nADC = 153, nSQC = 94; U = 7.394, Standardfehler: 356,766, 

p = 0,569) noch des TPS (Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig; nADC = 153, nSQC = 94; U = 

7.437, Standardfehler: 356,002, p = 0,490) signifikante Unterschiede in der 

Expressionsrate zwischen ADC und SQC auf. 

Insgesamt liegen nur in der zytologischen Analyse anhand der Exaktwerte und des TPS 

signifikante Unterschiede in der PD-L1-Expression zwischen ADC und SQC vor. 
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Tabelle 11: PD-L1-Expression in ADC und SQC. Dargestellt sind die PD-L1-negativen (<1%) und –positiven (1-

100%) Fälle der verschiedenen Tumortypen (ADC, SQC) in Zyto- und Histologie. ADC = Adenokarzinom, SQC = 

Plattenepithelkarzinom, Z = Zytologie, H = Histologie, Exakt = Exaktwerte, TPS = Tumor-Proportionsscore, PD-L1 = 
programmed cell death-ligand 1, n = Anzahl. Statistik: Mann-Whitney-U-Test, zweiseitig; nADC = 153, nSQC = 94 

PD-L1 
Tumortyp (n (%)) p-Wert 

ADC SQC Gesamt Exakt TPS 

Z    <0,000 <0,000 

 <1% 132 (86) 61 (65) 193 (78)   

 ≥1% 21 (14) 33 (35) 54 (22)   

H    0,569 0,490 

 <1% 129 (84) 76 (81) 205 (83)   

 ≥1% 24 (16) 18 (19) 42 (17)   

n      

 153 94 247   

 

 

Die in dieser Arbeit untersuchten 198 Primärtumoren (80%) weisen folgende 

Differenzierungsgrade auf: 5 G1 (3%), 89 G2 (45%), 104 G3 (53%) und keine G4 (0%) 

(Tabelle 12). In den zytologischen Proben sind 150 Fälle (76%) PD-L1-negativ, davon 4 

Fälle (2%) mit G1, 74 Fälle (37%) mit G2 und 72 Fälle (36%) mit G3. Von den 48 PD-L1-

positiven Fällen (24%) liegen ein Fall (1%) bei G1, 15 Fälle (8%) bei G2 und 32 Fälle 

(16%) bei G3. Die zytologisch ermittelte PD-L1-Expression unterscheidet sich weder bei 

den Exaktwerten (Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 199; Teststatistik: 4,907; 

Freiheitsgrade = 2; p = 0,086) noch beim TPS (Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 199; 

Teststatistik: 5,338; Freiheitsgrade = 2; p = 0,069) zwischen den verschiedenen 

Differenzierungsgraden.  

Von den histologischen Präparaten sind 166 (84%) PD-L1-negativ und 32 (16%) 

positiv. Die negativen Fälle teilen sich in 5 G1 (3%), 77 G2 (39%) und 84 G3 (42%) 

(Tabelle 12). Unter den histologischen Proben sind 12 (6%)G2 Tumoren  und 20 (10%) 

G3 Tumoren PD-L1-positiv. Die histologisch untersuchten Proben zeigen weder bei der 

Analyse der Exaktwerte (Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 199; Teststatistik: 2,225; 

Freiheitsgrade = 2; p = 0,329) noch des TPS (Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 199; 
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Teststatistik: 2,222; Freiheitsgrade = 2; p = 0,329) signifikante Unterschiede in der 

PD-L1-Expression zwischen den verschiedenen Differenzierungsstadien (Tabelle 12). 

Insgesamt weisen weder zytologische Proben noch histologische Schnittpräparate 

verschiedener Differenzierungsgrade signifikante Unterschiede in der PD-L1-Expression 

auf. 

 

Tabelle 12: PD-L1-Expression in verschiedenen Differenzierungsgraden. Dargestellt sind die PD-L1-negativen 

(<1%) und –positiven (1-100%) Fälle der verschiedenen Tumordifferenzierungsgrade (G1, G2, G3, G4) von 198 

Primärtumoren in Zyto- und Histologie. pT = postoperatives Tumorstadium, Z = Zytologie, H = Histologie, TPS = 
Tumorproportions-Score, G = Tumordifferenzierungsgrad, n = Anzahl. Statistik: Kruskall-Wallis-Test, zweiseitig; n = 

198; Freiheitsgrade = 2 

PD-L1 
Tumordifferenzierungsgrad (n (%)) p-Wert 

G1 G2 G3 Gesamt Exakt TPS 

Z     0,086 0,069 

 <1% 4 (2) 74 (37) 72 (36) 150 (76)   

 ≥1% 1 (1) 15 (8) 32 (16) 48 (24)   

H     0,329 0,329 

 <1% 5 (3) 77 (39) 84 (42) 166 (84)   

 ≥1% 0 (0) 12 (6) 20 (10) 32 (16)   

n       

 5 89 104 198   

 

 

3.5 Konkordanzen 

 

3.5.1 Konkordanzen der Exaktwerte 

Für jede Probe wurde die PD-L1-Expression von drei Bewertern in den Raten <1%, 1%, 

5%, 10%, 20%, … 100% bewertet und daraus der mediane Wert als Ergebnis jedes Falls 

bestimmt. Anhand dieser medianen Werte erfolgte die Berechnung der Konkordanz 

(Übereinstimmung) zwischen den gepaarten zytologischen und histologischen Proben.  

Die Ermittlung der Konkordanz erfolgte zunächst mit den genauen medianen Werten 

zwischen Zyto- und Histologie ohne jegliche erlaubte Abweichungen (∆0). Eine solche 

Konkordanz fand sich bei 125 (82%) ADC und 52 (55%) SQC. Dies entspricht insgesamt 

177 Fällen (72%) (Tabelle 13). Anschließend schloss sich eine Berechnung der 
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Konkordanz zwischen Zyto- und Histologie mit einer erlaubten Abweichung von 10 

(∆10) an. Unter diesen Voraussetzungen sind 131 Fälle (86%) der ADC und 75 Fälle 

(80%) der SQC konkordant. Somit liegt insgesamt in 206 Fällen  (83%) eine Konkordanz 

zwischen Zyto- und Histologie vor. 

Insgesamt zeigt der Vergleich der Exaktwerte zwischen gepaarten zytologischen und 

histologischen Proben eine vollkommene Übereinstimmung ) in 72% der Fälle und 

eine annähernde Übereinstimmung (10) in 83% der Fälle. 

 

Tabelle 13: Konkordanz der PD-1-Expression als Exaktwerte. Aufgeführt sind die konkordanten Fälle zwischen 
den gepaarten zytologischen und histologischen Proben ohne Abweichung (∆0) und mit einer Abweichung von 10 

(∆10). ADC = Adenokarzinom, SQC = Plattenepithelkarzinom, PD-L1 = programmed cell death-ligand 1, n = Anzahl 

PD-L1 
Abweichung (n (%)) 

n 
∆0 ∆10 

ADC  125 (82) 131 (86) 153 

SQC  52 (55) 75 (80) 94 

Gesamt  177 (72) 206 (83) 247 

 

 

3.5.2 Konkordanzen des TPS 

Die Konkordanz des TPS repräsentiert die Übereinstimmung der Ergebnisse zwischen 

den gepaarten zytologischen und histologischen Proben. In Tabelle 14A-C sind die 

Konkordanzen der medianen Ergebnisse der gepaarten zytologischen und histologischen 

Proben für die verschiedenen TPS gegenübergestellt.  

Unter den 153 ADC liegen 119 konkordante Fälle (78%) ohne PD-L1-Expression (<1%) 

und 6 konkordante Fälle (4%) mit einer intermediären Expression von 1-49% vor. Im 

Bereich der hohen Expressionsrate von ≥50% gibt es keine übereinstimmenden Fälle 

zwischen Zyto- und Histologie. In den übrigen rund 19% der Proben weichen Zyto- und 

Histologie voneinander ab (Tabelle 14A).  

Von den 94 SQC sind 54 Fälle (57%) ohne PD-L1-Expression und 8 Fälle (9%) mit 

einer Expression von 1-49% zwischen Zyto- und Histologie konkordant. Es finden sich 

keine übereinstimmenden Fälle mit einer Expressionsrate von ≥50%. In 33% der Fälle 

treten unterschiedliche Ergebnisse zwischen den zytologischen und histologischen 

Proben auf (Tabelle 14B).  
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Im vorliegenden Untersuchungsgut (n = 247) liegt in 173 Fällen (70%) ohne PD-L1-

Expression (<1%) und in 14 Fällen (6) mit einer Expression von 1-49% eine Konkordanz 

zwischen Zyto- und Histologie vor. Es treten keine konkordanten Fälle mit einer 

Expressionsrate von ≥50% auf. Insgesamt weisen 60 Fälle (24%) keine Konkordanz 

zwischen Zyto- und Histologie auf. Dabei liegt in 31 Fällen (13%) eine PD-L1-

Expression (≥1%) in den zytologischen Proben vor, die in den histologischen Präparate 

nicht detektiert wurde und in 20 Fällen (8%) tritt ein umgekehrter Effekt auf (Tabelle 

14C).  

Insgesamt zeigt der Vergleich des TPS zwischen gepaarten zytologischen und 

histologischen Proben eine vollkommene Übereinstimmung in 187 Fällen (76%), von 

denen 173 Fälle (70%) PD-L1-negativ (<1% Positivität), 14 Fälle (6%) intermediär 

PD-L1-positiv (1-49% Positivität) und keine Fälle hoch positiv (≥50% Positivität) sind. 

 

Tabelle 14: Konkordanz der PD-1-Expression als TPS. Dargestellt ist die Konkordanz der medianen Ergebnisse als 
TPS zwischen den gepaarten zytologischen und histologischen Proben für ADC, SQC und gesamt. ADC = 

Adenokarzinom, SQC = Plattenepithelkarzinom, Z = Zytologie, H = Histologie, n = Anzahl 

PD-L1 
H (n (%)) 

n 
<1% 1-49% ≥50% 

ADC     153 

Z 

<1% 119 (78) 9 (6) 4 (3)  

1-49% 9 (6) 6 (4) 3 (2)  

≥50% 1 (1) 2 (1) 0 (0)  

SQC     94 

Z 

<1% 54 (57) 4 (4) 3 (3)  

1-49% 18 (19) 8 (9) 2 (2)  

≥50% 4 (4) 1 (1) 0 (0)  

Gesamt     247 

Z 

<1% 173 (70) 13 (5) 7 (3)  

1-49% 27 (11) 14 (6) 5 (2)  

≥50% 5 (2) 3 (1) 0 (0)  
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4 Diskussion  

 

4.1 Tumorzellzahlen in zyto- und histologischen Präparaten 

Methodisch bedingt existieren zwischen zyto- und histologischen Präparaten 

grundsätzliche Unterschiede in der Material- und Zellverteilung. Beispiele für solche 

Präparate sind in Abbildung 7 aufgezeigt. Bei den histologischen Schnittpräparaten sind 

meist bis zu 30% eines Objektträgers mit Gewebe bedeckt. Neben Tumorzellen handelt 

sich dabei auch um für die PD-L1-Analyse nicht relevantes Zellmaterial des 

Lungenparenchyms, nekrotische Areale, Tumorstroma oder Makrophagen. Aufgrund der 

Schnittdicke von 2-4µm liegen die Zellen in den histologischen Schnittpräparaten 

einschichtig vor und bieten dadurch potenziell gute Voraussetzungen für eine 

gleichmäßige Anfärbung und eine valide Auswertung. Allerdings könnte dessen 

Fixierung mit Formalin molekulare Untersuchungen beeinflussen (Masuda et al., 1999). 

Für die Herstellung zytologischer Proben von resezierten Tumoren wird die 

entnommene Läsion entweder direkt über den Objektträger gerollt (Abtupfmaterial, 

Abbildung 7a) oder Material nach einem Anschnitt der Läsion von der Schnittfläche 

abgekratzt und auf einem Objektträger ausgestrichen (Abkratzmaterial, Abbildung 7c). 

Weiterhin können auch Ausstrichpräparate intraoperativer FNP untersucht werden 

(Abbildung 7e). Bei den zytologischen Präparaten ist meist rund 80% der Fläche eines 

Objektträgers mit dem gewonnenen Material bedeckt. Da bei dieser Präparationstechnik 

bevorzugt leicht aus dem Gewebeverband ablösbare Zellen erfasst werden, weisen diese 

Proben vergleichsweise geringere Anteile an Tumorstroma und Bindegewebe auf.  

Zytologische Probenentnahmen ermöglichen also potenziell die Erfassung zahlreicher 

Tumorzellen für die Diagnostik und weiterführende Untersuchungen. Allerdings sollten 

möglichst Monolayer-Präparate unter Vermeidung von Quetsch- und 

Bearbeitungsartefakten hergestellt werden. Da im Prozess des Ausstreichens die zu 

untersuchenden Zellen überwiegend intakt bleiben, sind zytologische Präparate 

prinzipiell für molekularpathologische Untersuchungen und immunzytologische 

Anfärbungen geeignet. Zudem kann von zytologischen Proben die für molekulare 

Untersuchungen benötigte tumorale DNA teils in gößeren Mengen und in besserer 

Qualität als von histologischen Proben gewonnen werden (Gailey et al., 2014).  

Zusätzlich können zytologische Proben höhere Tumorzellzahlen als histologische 

Präparate aufweisen. Mittels Endobronchialem Ultraschall (EBUS) gewonnene 

zytologische Aspirationspräparate sollen durchschnittlich rund 2,6-mal mehr 
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Tumorzellen als histologische Präparate von transbronchialen Zangenbiopsien enthalten 

(Sakakibara et al., 2017). Dabei weisen die zytologischen Präparate weniger störende 

Quetschartefakte als die histologischen Proben auf (Sakakibara et al., 2017). In einer 

aktuellen Untersuchung wiesen 92% der EBUS-FNP-Präparate über 100 Tumorzellen 

auf, davon 63% sogar über 500 Tumorzellen (Smith et al., 2020). Die Tumorzellzahl in 

zyto- und histologischen Präparaten von resezierten Tumoren ist bislang nicht untersucht. 

Zu diesem Zweck erfolgte in der vorliegenden Arbeit die Ermittlung der 

Tumorzellzahlen pro Gesichtsfeld bei 630facher-Vergrößerung von ausgewählten zyto- 

und histologischen Proben. Hierbei fanden sich keine signifkanten Unterschiede (Tabelle 

4). Allerdings verteilt sich das zytologische Material meist nahezu auf dem gesamten 

Objetträger, während die untersuchten histologischen Proben meist nur ein Achtel bis ein 

Drittel des Objektträgers bedecken (Abbildung 7). Aufgrund der höheren Materialmenge 

könnte also in zytologischen Präparaten potenziell eine größere Zahl an Gesichtsfeldern 

und somit auch mehr Tumorzellen beurteilt werden. Die Auswertung einer höheren 

Tumorzellzahl erhöht wiederum die Genauigkeit zur Bestimmung der PD-L1-Expression 

(Hendry et al., 2020; Hernandez et al., 2018; Dong et al., 2020; Sakakibara et al., 2017). 

Da in der Arbeit nur ein kleiner Stichprobenumfang von je zehn Fällen hinsichtlich der 

vorliegenden Tumorzellzahl untersucht wurde, sollten allerdings umfangreichere 

Analysen zur Bestätigung dieses Sachverhalts folgen. Dennoch weist diese Auswertung 

auf die Möglichkeit einer quantitativ umfangreicheren Analyse von zytologischen Proben 

im Vergleich zu histologischen Schnittpräparaten resezierter Tumoren hin.  

 

Abbildung 7: Beispiele für zytologische und histologische Präparate. Illustriert sind je ein zytologisches Abkratz- 
(a), Abtupf- (c) und FNP-Präparat (e) resezierter Lungentumoren sowie histologische Schnitte eines resezierten 

Lungentumors (b), eines Lymphknotens (d) und einer Pleurakarzinose (f). 
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4.2 Interrater-Variabilität  

Die Interrater-Variabilität dient als Maß der Übereinstimmung mehrerer Bewerter 

(„Rater“) derselben Proben und ermöglicht dadurch Rückschlüsse auf die Objektivität der 

Ergebnisse. In der vorliegenden Arbeit liegt der ICC für die Zytologie bei 0,90 und für 

die Histologie bei 0,95, während 1 eine vollkommene Übereinstimmung darstellt (siehe 

S.31, 4.2 Interrater-Variabilität). Der paarweise Vergleich ergibt Korrelationen von 

0,881-0,959 (Tabelle 5). Diese Ergebnisse zeigen eine hohe Übereinstimmung zwischen 

allen sowie zwischen den einzelnen Bewertern und bestätigen dadurch die Verlässlichkeit 

der PD-L1-Analyse anhand zytologischer und histologischer Proben.  

Auch andere Studien untersuchten den Einfluss mehrerer Bewerter auf die 

Verlässlichkeit der Bestimmung der PD-L1-Expression (Brunnström et al., 2017; Büttner 

et al., 2017; Esteban-Rodríguez et al., 2020; Ilie et al., 2015; Ilie et al., 2018; Nakamura 

et al., 2017; Neuman et al., 2016; Ratcliffe et al., 2017; Rehman et al., 2016; Rimm et 

al., 2017; Scheel et al., 2016; Tsao et al., 2018). Vor allem im Bereich geringer 

Expressionsraten wurden Abweichung von 20-24% in den Ergebnissen verschiedener 

Bewerter derselben Proben angegeben (Brunnström et al., 2017; Ratcliffe et al., 2017). 

Unabhängig davon wurden in mehreren Studien aber auch für zytologische Präparate 

hohe ICC von 0,78 bis 1 ermittelt (Ilie et al., 2018; Russell-Goldman et al., 2018; Tsao 

et al., 2018).  

In der vorliegenden Arbeit schloss die Untersuchung überwiegend Proben mit geringen 

Expressionsraten ein (Tabelle 6 und Tabelle 7). Für solche Positivitäten werden in 

anderen Studien höhere Abweichungen zwischen den Bewertern angegeben (Brunnström 

et al., 2017; Ratcliffe et al., 2017; Neuman et al., 2016). Die Analyse der ICCs in der 

vorliegenden Arbeit zeigt dennoch hohe Übereinstimmungen zwischen den Bewertern 

(siehe S.31, 4.2 Interrater-Variabilität). Diese geringere Interrater-Variabilität könnte 

durch die hohe Erfahrung der Bewerter in der morphologischen Beurteilung, 

insbesondere von zytologischen Präparaten, bedingt sein.  

Bislang ist der Einfluss von Training auf eine mögliche Verbesserung in den 

Übereinstimmungsraten jedoch nicht abschließend untersucht (Büttner et al., 2017; 

Cooper et al., 2017). Eine hohe Erfahrung in der Erkennung und Beurteilung 

verschiedener Zelltypen und Wachstumsmuster scheint für eine valide Analyse jedoch 

unerlässlich.  
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4.3 Expressionsraten  

Die PD-L1-Expressionsraten der untersuchten Proben ist sowohl als Exaktwerte als 

auch als TPS angegeben. Aus diesen jeweiligen Einzelergebnissen der drei Bewerter 

folgte die Ermittlung des Medians. Diese Ergebnisse zeigen in der Zytologie 193 (78%) 

und in der Histologie 205 (83%) PD-L1-negative Fälle (Tabelle 6 und Tabelle 7). 

Weiterhin weisen zytologisch 8 Fälle (3%) und histologisch 12 Fälle  (5%) eine hohe 

PD-L1-Expression von ≥50% auf (Tabelle 6 und Tabelle 7).  

In anderen Studien werden für NSCLC mit 6-22% vergleichbare Anteile hoch positiver 

Fälle angegeben (Cooper et al., 2015; Munari et al., 2018b; Russel-Goldmann et al., 

2018; Skov und Skov, 2017; Sun et al., 2016; Vigliar et al., 2019), teils aber mit 24-46% 

auch mehr hoch positive Fälle (Capizzi et al., 2018; Heymann et al., 2017; Ilie et al, 2018; 

Jain et al., 2018; Munari et al., 2018a; Noll et al., 2018; Russel-Goldmann et al., 2018; 

Sakakibara et al, 2017; Torous et al., 2018; Wang et al., 2018; Ye et al., 2018). Ein 

Vergleich zu diesen Studien ist jedoch aufgrund abweichender Studiendesigns 

(Untersuchungsgut, Antikörper, Fixationsverfahren) und Auswertungskriterien 

(Grenzwerte, Einschlusskriterien) nur begrenzt möglich.  

Unabhängig davon wurden in der vorliegenden Arbeit mit insgesamt 8% in der 

Zytologie und 12% in der Histologie vergleichbar viele bis geringfügig weniger Fälle mit 

hoher Positivität gefunden wie in vorherigen Studien. Die Untersuchungen erfolgten mit 

dem Antikörper-Klon DAKO 22C3, welcher prinzipiell eine gute Anfärbung von 

Tumorzellen bewirkt (Brunnström et al., 2017; Büttner et al., 2017; Krawczyk et al., 

2017; Ratcliffe et al., 2017; Tsao et al., 2018) und bereits in mehreren Studien zum 

PD-L1-Nachweis als Grundlage einer Therapie mit Pembrolizomab eingesetzt wurde 

(Garon et al., 2015; Herbst et al., 2016; Reck et al., 2016). Zudem wurde DAKO 22C3 

auch zur Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate an zytologischen Präparaten 

erfolgreich verwendet (Heymann et al., 2017; Noll et al., 2018; Skov und Skov, 2017; 

Torous et al., 2018; Wang et al., 2018). Dieser Antikörer-Klon zeigte auch bei der 

automatisierten Färbung mit dem für diese Arbeit genutzten VENTANA ULTRA gute 

Ergebnisse (Neuman et al., 2016; Sughayer et al., 2018). Demnach ist die insgesamt 

geringe PD-L1-Expressionsrate nicht auf den Antikörper-Klon oder den genutzten 

Färbeautomaten zurückführbar. 

Eine längerfristige Lagerung von Proben soll zu einer Abnahme der Reaktivität und 

damit der immunbiologischen Nachweisbarkeit von Epitopen führen (Calles et al., 2015; 

Grillo et al., 2015; Sato et al., 2018, van der Broek und van de Vijver, 2000). Da in der 

vorliegenden Arbeit ausschließlich retrospektive Fälle eingeschlossen wurden, könnte 
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möglicherweise die Zeitspanne zwischen der Materialgewinnung bis zur Auswertung von 

ein bis fünf Jahren zu einer insgesamt geringer ermittelten Expressionsrate beigetragen 

haben.  

In anderen Studien wird eine Abnahme der Immunoreaktivität verschiedener Epitope 

bei FFPE Präparaten mit der Zeit der Aufbewahrung in Abhängigkeit von der Art der 

Lagerung beschrieben (Calles et al., 2015; Grillo et al., 2015; Sato et al., 2018). Bei den 

histologischen Proben in der vorliegenden Arbeit handelte es sich um frische Schnitte von 

Paraffinblöcken, bei welchen die Epitope am stabilsten bleiben sollen (Grillo et al., 2015). 

Bei den hier untersuchten histologischen Proben finden sich keine signifikanten 

Unterschiedliche in der mittleren PD-L1-Expressionsrate zwischen den Präparaten der 

verschiedenen Jahre (Tabelle 8). Für die nativ gelagerten zytologischen Proben konnten 

jedoch signifikante Unterschiede zwischen den Proben verschiedener Jahre nachgewiesen 

werden (Tabelle 8). Hierbei ergeben sich schwankende Mittelwerte mit der kleinsten 

Expressionsrate in 2013 und der höchsten Expressionsrate in 2017. Dies könnte auf eine 

Abnahme in der Nachweisbarkeit der PD-L1-Positivität bei älteren zytologischen Proben 

hindeuten. 

Dennoch wurden keine signifikanten Unterschiede in den Häufigkeiten der 

unterschiedlichen Expressionsraten zwischen Zyto- und Histologie ermittelt (Tabelle 6 

und Tabelle 7). Insgesamt ist die Nachweisbarkeit in beiden Methoden also gleich hoch. 

Zudem zeigen auch andere Studien erfolgreiche Untersuchungen der PD-L1-Expression 

in zytologischen Präparaten an zwei Jahre altem (Jain et al., 2018), über zwei Jahre altem 

(Wang et al., 2018) und auch an bis zu fünf Jahre altem Material (Munari et al., 2019). 

Der geringe Anteil PD-L1-positiver Fälle in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu 

anderen Studien ist demnach wohl nicht oder nur geringfügig auf die Lagerung der 

retrospektiv untersuchten Proben zurückführbar. 

Die niedrige PD-L1-Positivität könnte auch durch klinische und/oder pathologische 

Eigenschaften des eingeschlossenen Untersuchungsguts beeinflusst sein. So könnten 

bestimmte Faktoren wie Raucherstatus, Alter und Geschlecht der Patienten (Azuma et 

al., 2014; Cooper et al., 2015), Chemo-/Radiotherapie (Dovedi et al., 2014; Rojkó et al., 

2018; Shen et al., 2017; Sheng et al., 2016) genetische Mutationen (Calles et al., 2015; 

Krawczyk et al., 2017; Okita et al., 2017; Ota et al., 2015; Tang et al., 2015; Zhang et 

al., 2017) oder entzündliche Prozesse (Dong et al., 2002; Eppihimer et al., 2002; 

Latchman et al., 2001; Mazanet und Hughes, 2002) auf die PD-L1-Expressionsrate 

einwirken. Diese Zusammenhänge werden in der Literatur jedoch kontrovers diskutiert 

und teils nicht bestätigt.  
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Die in dieser Arbeit untersuchten Proben stammen von nahezu gleich vielen Frauen 

(n = 104) und Männern (n = 130) mit einem vergleichbarem Durchschnitssalter (Frauen: 

70 Jahre, Männer: 65 Jahre). Informationen bezüglich des Raucherstatus, vorheriger 

Therapien, begleitender Entzündungen oder genetischer Veränderungen standen für die 

Auswertung nicht zur Verfügung. Der Zusammenhang zwischen diesen Faktoren und der 

ermittelten PD-L1-Positvität bleibt daher unklar. Wahrscheinlich wirken sie sich aber 

nicht wesentlich auf die PD-L1-Expressionsrate aus, da in einer Metaanalyse von 35 

Veröffentlichungen kein Zusammenhang zwischen der PD-L1-Expression und dem 

Geschlecht, Alter, Raucherstatus, Performance Status oder den EGFR-/KRAS-/ALK-

Veränderungen des Patienten nachweisbar war (Brody et al., 2017).  

Neben diesen Faktoren könnte die PD-L1-Expressionsrate auch von der 

Tumormanifestation (Driver et al., 2017; Kim et al., 2017; Kim et al., 2015; Mansfield et 

al., 2016; Munari et al., 2018a; Uruga et al., 2017), dem histologischen Tumortyp 

(Azuma et al., 2014; Krawczyk et al., 2017; Sun et al., 2016), dem Differenzierungsgrad 

(Wang et al., 2015) oder dem Tumorstadium (Chen et al., 2012; Cooper et al, 2015; Skov 

et al, 2019; Sun et al., 2016; Wang et al., 2018) beeinflusst sein. Möglicherweise trägt 

der Einschluss von überwiegend ADC, Primärtumoren, geringen Tumorstadien und/oder 

schlechten Differenzierungsgraden in der vorliegenden Arbeit zu einer insgesamt etwas 

geringeren PD-L1-Expression im Vergleich zu anderen Studien bei. Mögliche 

Zusammenhänge zwischen der PD-L1-Expressionrate und den genannten Merkmalen 

werden im Abschnitt Tumormerkmale (siehe S. 50, Tumormerkmale) diskutiert.  

 

Die in zytologischen Proben und histologischen Schnittpräparaten ermittelten PD-L1-

Expressionsraten zeigen in den vorliegenden Analysen keine signifikanten Unterschiede 

(Tabelle 6 und Tabelle 7), weshalb die Hypothese H0 abzulehnen ist. Eine im Vergleich 

zu anderen Arbeiten geringfügig niedrigere PD-L1-Positivität ist wahrscheinlich nicht auf 

die Lagerungsbedingungen, ungenügende Färbungen oder fehlerhafte Auswertungen 

zurückführbar, sondern könnte vielmehr auf die Zusammensetzung des 

Untersuchungsguts und die Beschränkung von Tumoren in einem überwiegend niedrigem 

Stadium zurückführbar sein. Insgesamt bestätigen diese Ergebnisse und der Vergleich mit 

anderen Studien die Eignung der in dieser Arbeit retrospektiv untersuchten Proben zur 

PD-L1-Analyse. 
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4.4 Tumormerkmale 

In der vorliegenden Arbeit wurde der Zusammenhang zwischen unterschiedlichen 

Tumormerkmalen (Tumorstadium, -Manifestation, -Differenzierungsgrad, -Typ) und der 

PD-L1-Expressionsrate untersucht. Obwohl es sich bei dem Untersuchungsgut mit 153 

ADC und 94 SQC quantitativ um einen adäquaten Stichprobenumfang handelt, lassen 

sich  aufgrund des geringen Anteils PD-L1-positiver Fälle von 17-22% jedoch für diese 

Merkmale keine verallgemeinernden Rückschlüsse ableiten.  

 

Lungenkarzinome verändern sich im Verlauf ihrer Entwicklung morphologisch und 

physiologisch aufgrund genetischer Mutationen und des selektiven Drucks der 

Mikroumgebung (Marusyk und Polyak, 2010). Mutationen und epigenetische 

Veränderungen können dabei erhalten bleiben oder heraus selektiert werden (Marusyk 

und Polyak, 2010; Merlo et al., 2006). Ob und welche dieser Mutationen bestehen 

bleiben, hängt vor allem vom selektiven Druck der Mikroumgebung ab, wobei auch 

neutrale oder geringfügig nachteilige Mutationen überdauern bleiben können (Marusyk 

und Polyak, 2010; Merlo et al., 2006; Polyak et al., 2009). Manche Mutationen kommen 

auch nur in bestimmten Entwicklungsstufen des Tumors vor (Marusyk und Polyak, 2010; 

Merlo et al., 2006).  

Zu den Einflüssen aus der Mikroumgebung gehören vor allem die Verfügbarkeit von 

Sauerstoff, Nährstoffen, Wachstumsfaktoren und Raum (Marusyk und Polyak, 2010; 

Michor et al., 2004; Merlo et al., 2006). Aufgrund dieser fortlaufenden Entwicklung und 

Veränderungen in der Mikroumgebung einer Tumorläsion, kann die Expression einzelner 

Proteine zwischen verschiedenen Tumortypen, -Differenzierungsgraden, -Stadien 

und -Manifestationen unterschiedlich ausfallen. 

 

Einige Studien zeigen eine erhöhte PD-L1-Expression für Tumoren in fortgeschrittenen 

Tumorstadien (Chen et al., 2012; Cooper et al, 2015; Skov et al, 2019; Sun et al., 2016; 

Wang et al., 2018). Dieser Zusammenhang wird in anderen Studien jedoch nicht bestätigt 

(Brody et al., 2017; Ilie et al., 2015; Kitazono et al., 2015; Pan et al., 2015; Wang et al., 

2015; Ye et al., 2018). In der vorliegenden Arbeit wurden keine signifikanten 

Unterschiede in der PD-L1-Expression zwischen den verschiedenen Tumorstadien 

nachgewiesen (Tabelle 9). Allerdings stützten sich die Analysen ausschließlich auf 

Proben resezierter Lungentumoren in einem überwiegend niedrigen Stadium (Tabelle 1). 

Mangels weiter fortgeschrittener und chirurgisch nicht kurativ resezierbarer Tumoren in 

dem vorliegenden Untersuchungsgut, lässt sich die Frage nach einem kausalen 
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Zusammenhang zwischen der PD-L1-Expression und dem Tumorstadium nicht 

abschließend klären.  

Mehrere Autoren weisen auf genetische Veränderungen von Lungenkarzinomen im 

Verlauf ihrer Entwicklung hin (Marusyk und Polyak, 2010; Merlo et al., 2006; Polyak et 

al., 2009). Daher erscheint angesichts des evolutionären Vorteils einer PD-L1-Expression 

für die Tumorentwicklung, dessen Zunahme mit fortschreitendem Tumorstadiun 

plausibel. 

 

Die tumorale Mikroumgebung wirkt sich auf die Entwicklung einer Tumorläsion aus 

(Marusyk und Polyak, 2010; Michor et al., 2004; Merlo et al., 2006). Daher könnte auch 

die PD-L1-Expression zwischen mehreren räumlich getrennten Tumormanifestationen 

unterschiedlich ausfallen (Marusyk und Polyak, 2010; Merlo et al., 2006). Während 

einzelne Autoren keine abweichenden PD-L1-Expressionsraten zwischen Primärtumor 

und Metastasen finden (Skov et al., 2019; Wang et al., 2015), sind differente Ergebnisse 

in anderen Untersuchungen mehrfach nachgewiesen worden (Büttner et al., 2017; 

Haragan et al., 2019; Kim et al., 2015; Kim et al., 2017; Mansfield et al., 2016; Munari 

et al., 2018a; Uruga et al., 2017; Wang et al., 2018).  

Wie die vorliegende Arbeit demonstriert, unterscheiden sich die PD-L1-

Expressionsraten in den untersuchten Primärtumoren nicht signifikant von den in 

Metastasen primärer Lungenkarzinome erfassten Raten (Tabelle 10). Ob sich das 

vorliegende Material aufgrund der geringen Anzahl PD-L1-positiver Fälle zur Klärung 

eines tatsächlichen Zusammenhangs zwischen PD-L1-Expression und 

Tumormanifestationen eignet, bleibt jedoch offen.  

Eine abweichende biologische Zusammensetzung zwischen Primärtumor und Metastase 

erscheint aber aufgrund der parallel auftretenden genetischen Veränderungen und ihrer 

unterschiedlichen Selektion durch die jeweilige Mikroumgebung plausibel (Park et al., 

2000; Polyak et al., 2009). Dies trifft vor allem bei Ablösung der später zur Metastase 

heranwachsenden Tumorzellen in einem frühen Tumorstadium zu (Gray, 2003). 

Unterschiedliche PD-L1-Expressionsraten in Proben primärer Lungenkarzinome und 

Metastasen primäer Lungenkarzinome könnten teils auch auf differente, dominierende 

histologische Wachstumsmuster zwischen diesen Entnahmeorten verschiedener 

Tumomaifestationen zurückführbar sein (Uruga et al., 2017).  

Zudem erscheinen unterschiedliche PD-L1-Expressionsraten an mehreren 

Tumormanifestationen plausibel, da die PD-L1-Expression auch innerhalb einer 

Tumorläsion heterogen ausfällt (Büttner et al., 2017; Casadevall et al., 2017; Gniadek et 
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al., 2017; Li et al., 2017; McLaughlin et al., 2016; Munari et al., 2017; Munari et al., 

2018b; Nakamura et al., 2017; Wang et al., 2016). Da genetische Mutationen zufällig 

auftreten und durch variable äußere Einflüsse der Mikroumgebung selektiert werden, 

kann die PD-L1-Expression in Primärtumoren und Metastasen jedoch nicht zuverlässig 

vorausgesagt werden. 

 

Vorherige Studien lassen teils auf eine Korrelation zwischen der PD-L1-Expression und 

dem Differenzierungsgrad des Tumors schließen. Eine erhöhte Expressionsrate wird 

überwiegend bei schlechter differenzierten Tumoren beschrieben (Chen et al., 2012; 

Cooper et al., 2015; Inamura et al., 2016; Pan et al., 2015; Wang et al., 2015). Im 

Gegensatz dazu zeigen andere Untersuchungen eine höhere Expressionsrate bei hoch 

differenzierten Tumoren (Driver et al., 2017; Yang et al., 2014). In weiteren Studien 

wurde kein signifikanter Zusammenhang zwischen der PD-L1-Expression und dem 

Differenzierungsgrad nachgewiesen (Chen et al., 2016; Kitazono et al., 2015; Konishi et 

al., 2004; Lafuente-Sanchis et al., 2017; Mu et al., 2010; Zouh et al., 2017).  

In der vorliegenden Arbeit wurden keine signifikanten Unterschiede in der PD-L1-

Expression zwischen den Differenzierungsgraden ermittelt (Tabelle 12). Die 

unterschiedlichen Häufigkeiten der Differenzierungsgrade im Untersuchungsgut und die 

insgesamt geringe PD-L1-Expression limitieren aber Aussagen bezüglich eines kausalen 

Zusammenhangs.  

Grundsätzlich könnte sich die PD-L1-Expressionsrate bei verschiedenen 

Tumordifferenzierungsgraden aufgrund der stetigen Tumorentwicklung unterscheiden 

(Marusyk und Polyak, 2010; Merlo et al., 2006). Im Hinblick auf die Entdifferenzierung, 

erscheint vor allem bei schlechter differenzierten Tumoren mit einer für den Tumor 

vorteilhaften verstärkten PD-L1-Expression plausibel. Derzeit fehlen allerdings klare 

Richtlinien zur Bestimmung der Differenzierungsgrade pulmonaler Karzinome (Travis et 

al., 2015a).  

Für SQC wird in der neusten WHO-Klassifikation kein System zur Einteilung in 

Differenzierungsgrade angegeben (Travis et al., 2015a). Aktuelle Studien zeigen jedoch 

einen Zusammenhang zwischen der Überlebensrate und der Tumornestgröße („nesting“) 

oder der Tumornestanzahl mit mehr als fünf Tumorzellen („budding“) (Kadota et al., 

2014; Weichert et al., 2015). Für pulmonale ADC wird eine rein histopathologische 

Graduierung beschrieben, bei welcher der prädominante Subtyp des Resektats in 5%-

Schritten angegeben wird (Travis et al., 2015a). Hierbei können aber in den Ergebnissen 

mehrerer Bewerter Abweichungen von bis zu 52% auftreten (Boland et al., 2017). 
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Da akuell keine klaren Richtlinien zur Einteilung von NSCLC in Differenzierungsgrade 

vorliegen, bleibt eine mögliche Korrelation zwischen Differenzierungsgrad und PD-L1-

Expressionsrate unklar. Eine unterschiedliche Expressionsrate in verschiedenen 

Differenzierungsgraden im Zusammenhang mit abweichenden histologischen 

Wachstumsmustern ist jedoch denkbar. 

 

Der histologische Tumortyp könnte einen Einfluss auf die PD-L1-Expression haben. So 

sollen teils SQC (Krawczyk et al., 2017; Sun et al., 2016; Ye et al., 2018) und teils ADC 

(Azuma et al., 2014; Kitazono et al., 2015; Skov et al., 2019) eine höhere PD-L1-

Expression aufweisen. Andere Autoren bestreiten generell einen Zusammenhang 

zwischen der PD-L1-Expressionsrate und dem histologischen Tumortyp (Chen et al., 

2012; Cooper et al., 2015; Heymann et al., 2017; Ilie et al., 2015; Konishi et al., 2004; 

Pan et al., 2015; Wang et al., 2015).  

In der vorliegenden Arbeit wurde ein signifikanter Unterschied in der PD-L1-

Expression zwischen ADC und SQC nur in den zytologischen Präparaten nachgewiesen 

(Tabelle 11). Möglicherweise sind die ermittelten Unterschiede also nicht oder nicht 

ausschließlich auf den Tumortyp zurückführbar. Mangelhafte oder fehlerhafte 

Anfärbungen der zytologischen Präparate können als Ursachen dieses Unterschieds 

ausgeschlossen werden, da alle Proben standardisiert und weitgehend zeitgleich gefärbt 

wurden (siehe S. 19, 2.2 Immunologische Anfärbungen). Auch fehlerhafte Auswertungen 

der zytologischen Proben sind unwahrscheinlich. In diesem Fall wären größere 

Abweichungen zwischen den drei Bewertern zu erwarten gewesen, die sich mit einem 

ICC von 0,90 ausschließen lassen (siehe S.31, 3.2 Interrater-Variabilität). Außerdem sind 

fehlerhafte Auswertungen der zytologischen Proben unwahrscheinlich, da weder für 

ADC noch für SQC signifikante Unterschiede zwischen Zyto- und Histologie gemessen 

wurden (Tabelle 6 und Tabelle 7). Mögliche Unterschiede in der PD-L1-Expressionsrate 

zwischen Zyto- und Histologie aufgrund zeitlicher Differenzen der einzelnen 

Probenentnahme können ebenfalls ausgeschlossen werden, da beide Präparate nahezu 

zeitgleich von derselben resezierten Läsion angefertigt wurden.  

Abweichende Ergebnisse zwischen Zyto- und Histologie könnten durch die 

intratumorale Heterogenität der PD-L1-Expression beeinflusst sein, welche im Abschnitt 

Konkordanz und Tumorheterogenität weiterführend diskutiert wird (siehe S. 55, Absatz 

4.5 Konkordanz und Tumorheterogenität). Als Ursache der differenten Ergebnisse sind 

aber auch methodisch bedingte Unterschiede in der Materialgewinnung denkbar (siehe S. 

44, 4.1 Tumorzellzahlen in zyto- und histologischen Präparaten).  
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Untersuchungen bezüglich der Anteile an Tumorzellen pro Präparat deuten auf höhere 

Tumorzellzahlen der in dieser Arbeit untersuchten zytologischen Proben hin (siehe S. 44, 

4.1 Tumorzellzahlen in zyto- und histologischen Präparaten). Da eine vermehrte Zahl 

analysierter Tumorzellen die Genauigkeit zur Bestimmung der PD-L1-Expression erhöht 

(Hendry et al., 2020; Hernandez et al., 2018; Dong et al., 2020; Sakakibara et al., 2017), 

steigert eine hohe Tumorzellzahl vor allem im Fall von geringen Expressionsraten die 

Chance zur Detektion einer vorliegenden PD-L1-Expression. Tatsächlich wurden in der 

Zytologie insgesamt 35 Fälle (14%) und in der Histologie nur 17 Fälle (7%) mit geringen 

PD-L1-Positivitäten von 1-10% gefunden (Tabelle 6). Vor allem bei den SQC ist der 

Unterschied mit 24 Fällen (25%) in der Zytologie und 9 Fällen (9%) in der Histologie 

sichtbar (Tabelle 6).  

Obwohl also keine signifikanten Unterschiede in der Häufigkeit der verschiedenen 

Expressionsraten zwischen Zyto- und Histologie nachgewiesen wurden (Tabelle 6), 

scheinen dennoch abweichende Ergebnisse vorzuliegen, die nur in der Zytologie einen 

signifikanten Unterschied in der PD-L1-Expression zwischen ADC und SQC zeigen 

(Tabelle 11). Möglicherweise ist das untersuchte Material aufgrund weniger PD-L1-

positiver Fälle nicht zu einer abschließenden Analyse dieser Zusammenhänge geeignet, 

womöglich zeigt aber auch nur die Zytologie einen tatsächlich vorliegenden 

Zusammenhang, der in der Histologie verborgen geblieben ist.  

Grundsätzlich bestätigen Studien bei mehrfach wiederholten  Probenentnahmen eine 

höhere Genauigkeit im PD-L1-Nachweis (Gniadek et al., 2017; Munari et al., 2017; 

Munari et al., 2018b). Wird nur in einer dieser Proben eine PD-L1-Expression 

nachgewiesen, sollte diese prinzipiell nicht als fehlerhaft, sondern als Erfolg im PD-L1-

Nachweis angesehen werden. Tatsächlich wurden in der Zytologie insgesamt 32 positive 

Fälle (13%) detektiert, die in der gepaarten Histologie verborgen geblieben sind, davon 

27 Fälle (11%) im Bereich von 1-49% Positivität (Tabelle 14). In solchen Fällen könnte 

die Zytologie einen wichtigen Beitrag im PD-L1-Nachweis und der anschließenden 

Therapieplanung liefern.  

 

Insgesamt konnten keine signifikanten Unterschiede in der PD-L1-Expression zwischen 

verschiedenen Tumormanifestationen (Tabelle 10), Tumorstadien (Tabelle 9) oder 

Differenzierungsgraden (Tabelle 12) ermittelt werden. Dies spricht gegen die Hypothese 

H0. Signifikante Unterschiede in der PD-L1-Expression zwischen ADC und SQC wurden 

nur in den zytologischen Proben gefunden (Tabelle 11). Die Eignung der 

eingeschlossenen Proben zur vergleichenden Analyse vorausgesetzt, könnten diese 
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Ergebnisse auf eine höhere Chance zur Detektion einer (geringen) PD-L1-Expression in 

zytologischen Proben hindeuten, wie sie vermehrt bei SQC aufgetreten ist. Es bedarf 

jedoch weiterer Analysen mit einer höheren Zahl an PD-L1-positiven Präparaten zur 

Überprüfung dieser Zusammenhänge. Unabhängig davon repräsentieren diese Ergebnisse 

die Schwierigkeiten in der PD-L1-Analyse und unterstreichen dadurch den wichtigen 

ergänzenden Beitrag der Zytologie zum PD-L1-Nachweis in NSCLC. 

 

 

4.5 Konkordanz und Tumorheterogenität 

Anhand der Exaktwerte der PD-L1-Expressionsrate wurde eine vollkommene 

Konkordanz (0) in 72% aller Fälle ermittelt. Bei einer zugelassenen Abweichung von 

10 zwischen gepaarten zytologischen und histologischen Proben wird eine Konkordanz 

von 83% erreicht. Im TPS ergab sich eine vollkommene Übereinstimmung in 76% der 

Fälle. Beide Auswertungsverfahren zeigen also vergleichbar hohe Konkordanzen von 

72-83% zwischen gepaarter Zyto- und Histologie. Diese hohen Übereinstimmungen 

sprechen gegen unterschiedliche Ergebnisse zwischen gepaarten zytologischen Proben 

und histologischen Schnittpräparaten und somit gegen die Hypothese H0. 

In ähnlichen Studien liegt die Konkordanz zwischen zytologischen und histologischen 

Proben bei 50-95% (Bozzetti et al., 2020; Hernandez et al., 2018; Ilie et al., 2018; Jain et 

al., 2018; Munari et al., 2019; Noll et al., 2018; Sakata et al., 2018; Skov und Skov 2017; 

Song et al., 2020; Xu et al., 2018). Dazu vergleichbare variable Konkordanzen von 50-

92% wurden auch bei der Untersuchung von ausschließlich histologischem Material 

ermittelt (Ilie et al., 2015; Kitazono et al., 2015; Li et al., 2017). Laut einer 

umpfangreichen Metaanalyse liegt die Konkordanz der tumoralen PD-L1-

Expressionsrate von zytologischen und histologischen Proben für eine Expressionsrate 

von ≥50% bei 90% und für eine Expressionsrate von ≥1% bei 88% (Gosney et al., 2020). 

Die Vergleichbarkeit zu anderen Studien ist aber aufgrund unterschiedlicher 

Studiendesigns und Auswertungskriterien nur bedingt möglich. So wurden selbst in 

ähnlichen Untersuchungen häufig andere Materialien analysiert, die teils nicht 

miteinander gepaart waren. Zusätzlich beziehen sich die angegebenen Konkordanzen 

zum Teil ausschließlich auf hohe PD-L1-Expressionsraten von ≥50%. Dessen ungeachtet 

werden in der vorliegenden Arbeit mit 72-83% vergleichbar hohe Übereinstimmungen 

zwischen Zyto- und Histologie erreicht wie in anderen Studien. 

 Abweichende Ergebnisse in der PD-L1-Expression zwischen unterschiedlichen 

Materialarten oder mehreren gleichartigen Biopsien treten aufgrund der heterogenen 
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intratumoralen PD-L1-Expression selbst bei gepaarten Proben auf. Grundlage dieser 

heterogenen Expression innerhalb einer Tumorläsion als auch zwischen Primärtumor und 

Metastase sind wahrscheinlich die spontan auftretenden Mutationen und deren Selektion 

durch äußere Einflüsse in der Mikroumgebung des Tumors, insbesondere durch die 

Verfügbarkeit von Sauerstoff, Nährstoffen, Wachstumsfaktoren und Raum (Marusyk und 

Polyak, 2010; Michor et al., 2004; Merlo et al., 2006).  

Die heterogene Verteilung von PD-L1 innerhalb eines Tumors wurde bereits in 

mehreren Studien untersucht (Büttner et al., 2017; Casadevall et al., 2017; Gniadek et al., 

2017; Haragan et al., 2019; Li et al., 2017; McLaughlin et al., 2016; Munari et al., 2017; 

Munari et al., 2018b; Nakamura et al., 2017; Wang et al., 2016). Dabei zeigen sich 

zwischen mehreren Proben derselben Läsion diskordante Ergebnisse von 13-30% für 

PD-L1 ≥1% und von 5-23% für PD-L1 ≥50% (Gniadek et al., 2017; Li et al., 2017; 

Munari et al., 2017; Munari et al., 2018b).  Die ermittelte Expressionsrate aus einer 

einzelnen Probenentnahme könnte daher nicht die tatsächlich im gesamten Tumor 

vorliegende Expressionsrate zeigen (Haragan et al., 2019; Merlo et al., 2006). Diese 

Ergebnisse repräsentieren die ausgeprägte heterogene Verteilung der PD-L1-Expression 

innerhalb eines Tumors, wie sie beispielhaft in Abbildung 8 illustriert ist. 

Unterschiedliche Ergebnisse zwischen zytologischen und histologischen Präparaten 

sind also aufgrund der heterogenen Verteilung der PD-L1-Expression selbst bei 

Probenentnahmen aus derselben Läsion unabdingbar. So wurden in der vorliegenden 

Arbeit bei den zytologischen Präparaten in insgesamt 32 Fällen (13%) eine PD-L1-

Expression detektiert, die in der Histologie nicht nachweisbar war und in 20 Fällen (8%) 

andersherum (Tabelle 14c). Die Untersuchungen mehrerer Proben eines Tumors können 

daher den Nachweis einer existierenden PD-L1-Expression verbessern. Die Überprüfung 

der PD-L1-Expression an zytologischen Präparaten ist demnach eine zusätzliche 

Möglichkeit zur Identifikation einer bestehenden Expression und ermöglicht dadurch 

potenziell weiteren Patienten die Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren. 

 

.  
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Abbildung 8: Diskordante PD-L1-Expression innerhalb eines SQC. Anhand von fünf ausgestanzten 
Gewebezylinder eines histologischen Schnitts ist die diskordante PD-L1-Expression innerhalb einer Läsion erkennbar. 

Die entnommenen Gewebezylinder sind mit den Nummern 1-5 nummeriert. Die Zylinder Nummer 1-4 weisen keine 

PD-L1-Expression auf, während in Zylinder 5 eine tumorale PD-L1-Expression von 50% vorliegt. Die Ergebnisse der 

PD-L1-gefärbten Zylinder 3 und 5 sind vergrößert dargestellt. Insgesamt wurde für den Tumor eine PD-L1-Expression 
von 20% ermittelt (Munari et al., 2018b). SQC = Plattenepithelkarzinom, PD-L1 = programmed death cell-ligand 1 
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4.6 Ausblick 

Die Ergebnisse dieser Arbeit bestätigen die Eignung zytologischer Präparate von 

resezierten Lungentumoren zur Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate. Dies deckt sich 

mit aktuellen Untersuchungen anderer zytologischer Materialien (Smith et al., 2020; 

Bozzetti et al., 2020; Dong et al, 2020; Gosney et al., 2020; Hendry et al., 2020). Die 

Analyse zytologischen Materials erfordert allerdings geeignete Präparate (Monolayer, 

keine Quetschartefakte, keine Farbrückstände/ artifiziellen Färbungen, ausreichende 

Tumorzellzahl) sowie eine hohe Expertise in der (quantitativen) Auswertung 

immunbiologischer Anfärbungen. 

Es bedarf weiterer Analysen zur Überprüfung eines möglichen Zusammenhangs 

zwischen der PD-L1-Expressionsrate und klinisch-pathologischen Faktoren. Ebenfalls 

sollten die Ansprechraten und Überlebensdaten von Patienten mit zytologisch bestimmter 

PD-L1-Expressionsrate nach Immuncheckpoint-Therapie untersucht werden. Angesichts 

des verlässlichen Nachweises von PD-L1 an zytologischen Präparaten sind ähnlich bis 

gleich gute Reaktionen auf Checkpointtherapien nach zytologischer wie nach 

histologischer PD-L1-Bestimmung zu erwarten.  

In 2018 wurden erstmals vergleichbare Reaktionen und Krankheitskontrollraten bei der 

Therapie mit Checkpoint-Inhibitoren nach zytologischem und histologischen PD-L1-

Nachweis ermittelt (Torous et al., 2018). Zudem wurde die Ansprechrate verschiedener 

Immuncheckpointtherapien nach der Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate an 

zytologischen Präparaten von EBUS-FNP untersucht. Hier lag die Ansprechrate bei 

100% für eine PD-L1-Expression von ≥50%, bei 33% für eine Expression von 1-49% und 

bei 0% für eine Expression <1% (Mineura et al., 2020). Diese ersten Ergebnisse 

bestätigen eine verlässliche Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate an zytologischen 

Pärparaten als Grundlage einer Checkpointtherapie. 

Die in dieser Arbeit untersuchten Proben deuten auf höhere Tumorzellzahlen aufgrund 

vermehrter Materialmengen auf den zytologischen Präparaten im Vergleich zu den 

histologischen Schnitten hin. Dieser Zusammenhang sollte allerdings unter Einbezug 

verschiedener Materialarten und eines höheren Stichprobenumfangs überprüft werden. 

Erste Untersuchungen lassen auf hohe Tumorzellzahlen in zytologischen Präparaten von 

EBUS-FNP schließen (Sakakibara et al., 2017; Smith et al., 2020). Hierbei wiesen 92% 

der Präparate über 100 Tumorzellen auf und wären demnach grundsätzlich für die 

Bestimmug der PD-L1-Expressionsrate geeignet (Smith et al., 2020). Die Ermittlung der 

Tumorzellzahl verschiedener Materialien liefert Aussagen über deren Repräsentativität 
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in der PD-L1-Analyse, welche hinsichtlich der heterogenen Expression bedeutsam für die 

Verlässlichkeit der Analyse ist. 

Da derzeit mehr als 50% aller Lungenkarzinome an zytologischen Proben gestellt 

werden (Skov et al., 2014; Shah et al., 2006; Travis et al., 2011; Tsao et al., 2017), kann 

die PD-L1-Analyse an zytologischen Proben potenziell vielen Patienten als Grundlage 

einer Immuntherapie dienen. Die Prüfung der Expressionsrate sollte für alle Patienten mit 

fortgeschrittenem NSCLC und nicht nachgewiesenen Treibermutationen erfolgen. Es 

empfiehlt sich eine Bestimmung der PD-L1-Expressionsrate parallel zur Untersuchung 

möglicher Treibermutationen, um Verzögerungen in der Behandlung zu minimieren. 

Die Einführung einheitlicher Verfahren zur Anfärbung und Auswertung der PD-L1-

Expression verschiedener Proben sollten folgen, um einen Vergleich der Ergebnisse 

verschiedener Studien zu ermöglichen und ein verlässliches System zur 

Therapiezulassung zu bilden. Da sich die PD-L1-Expression im Verlauf der Zeit 

beziehungsweise im Rahmen einer Therapie (Lacour et al., 2019; Rojkó et al., 2018; 

Sheng et al., 2016) oder nach Entzündungen (Dong et al., 2002) ändern kann und deren 

Nachweis bei älteren Materialien möglicherweise eingeschränkt ist (Calles et al., 2015; 

Grillo et al., 2015; Sato et al., 2018; van der Broek und van de Vijver, 2000), sollten 

möglichst aktuelle Proben zur PD-L1-Analyse herangezogen werden. Gegebenenfalls 

müssen Rebiopsien erfolgen (Lacour et al., 2019; Skov et al., 2019). In diesen Fällen ist 

eine zytologische Beprobung aufgrund einer geringeren Invasivität und einer schnelleren 

Auswertbarkeit einer histologischen Biopsie vorzuziehen. 

Abweichende Ergebnisse zwischen mehreren Probenentnahmen, wie sie in dieser und 

anderen Arbeiten festgestellt wurden (Ilie et al., 2015; Ilie et al., 2018; Jain et al., 2018; 

Kitazono et al., 2015; Munari et al., 2019; Noll et al., 2018; Sakata et al., 2018; Skov und 

Skov 2017; Xu et al., 2018), sind aufgrund der (intratumoralen) Heterogenität der PD-L1-

Expression unvermeidbar und verdeutlichen die Notwendigkeit möglichst umfangreicher 

Untersuchungen (Büttner et al., 2017; Casadevall et al., 2017; Gniadek et al., 2017; 

Hernandez et al., 2018; McLaughlin et al., 2016; Munari et al., 2017; Munari et al., 

2018b; Nakamura et al., 2017; Wang et al., 2016). Abweichungen in den Ergebnissen 

unterschiedlicher Proben sollten daher nicht als fehlerhafte Auswertungen, sondern als 

Zugewinn in der Auswertung der PD-L1-Expression und der Möglichkeit einer 

Immuncheckpoint-Therapie gesehen werden. 

Die Bestimmungen der PD-L1-Expression an zytologischen und histologischen 

Präparaten ergänzen sich gegenseitig. Ist die Expressionsrate an histologischen 

Präparaten nicht nachweisbar, sollte die Analyse an geeigneten zytologischen Präparaten 
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veranlasst werden. Liegen adäquate zytologische Präparate vor, kann auf eine Rebiopsie 

zum PD-L1-Nachweis verzichtet werden. Dadurch leistet die Zytologie einen wichtigen 

Beitrag zum PD-L1-Nachweis und einer potenziell darauffolgenden Immuncheckpoint-

Therapie. 

Die Veröffentlichung der vorliegenden Daten zeigt deren Bedeutung für die aktuelle 

Therapieplanung von Patienten mit NSCLC (Kuempers et al., 2019). Dies unterstreicht 

die Bedeutung der Anerkennung zytologischer Verfahren für eine PD-L1-Analyse und 

der daraus resultierenden Zulassung zur Behandlung mit Checkpointinhibitoren nach 

zytologisch ermittelter PD-L1-Expressionsrate. Insgesamt kann die Zytologie einen 

wichtigen Beitrag zum Nachweis der PD-L1-Expressionsrate leisten. 
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5 Zusammenfassung  

Lungenkarzinome sind weltweit für die meisten durch Krebs verursachten Todesfälle 

verantwortlich. Die Behandlung von Lungenkarzinomen umfasst neben chirurgischen 

Verfahren und Chemo- und/ oder Radiotherapien auch zielgerichtete Therapien bei 

nachgewiesenen Treibermutationen sowie Immuncheckpoint-Therapien bei gegebener 

PD-L1-Expression. Der Nachweis einer PD-L1-Expression ist bislang jedoch nur für 

histologische Schnittpräparate validiert.  

In der vorliegenden Arbeit wurde die Eignung von zytologischen Präparaten zum 

PD-L1-Nachweis geprüft. Hierfür wurden retrospektiv 247 gepaarte zytologische Proben 

und histologische Schnittpräparate von chirurgisch gewonnenen Resektaten untersucht. 

Die Analysen der Proben erfolgten verblindet und unabhängig voneinander durch drei 

Bewerter. Hierbei wurde der Anteil membranär PD-L1-positiver Tumorzellen bestimmt.  

Insgesamt scheinen die untersuchten zytologischen Proben aufgrund höherer 

Materialmengen mehr Tumorzellen aufzuweisen als die histologischen Schnittpräparate. 

Zudem bestätigte eine geringe Interrater-Variabilität die Verlässlichkeit der PD-L1-

Analyse anhand zytologischer Proben. In der Zytologie wurden 193 (78%) negative, 46 

(19%) intermediär positive und 8 (3%) hoch positive Fälle ermittelt. In der Histologie 

fanden sich 205 (83%) negative, 30 (12%) intermediär positive und 12 (5%) hoch positive 

Fälle. Diese Daten sind vergleichbar hoch bis geringfügig niedriger als in anderen 

Studien. 

Bezüglich der untersuchten Tumormerkmale fand sich nur in der Zytologie ein 

signifikanter Unterschied in der PD-L1-Epression zwischen ADC und SQC. Die Eignung 

des Materials für diese Untersuchung vorausgesetzt, könnten diese Ergebnisse auf eine 

höhere Chance zur Detektion einer (geringen) PD-L1-Expression in zytologischen 

Proben hindeuten, wie sie vermehrt bei SQC ermittelt wurde. Möglicherweise ist dies auf 

eine durchschnittlich höhere Tumorzellzahl in der Zytologie zurückführbar. 

Mit 72-83% liegt eine hohe und zu anderen Studien vergleichbare Konkordanz zwischen 

gepaarten zytologischen und histologischen Proben vor. Abweichende Ergebnisse 

zwischen mehreren Probenentnahmen sind aufgrund der intratumoralen Heterogenität 

unvermeidbar und verdeutlichen somit die Notwendigkeit möglichst umfangreicher 

Untersuchungen. Die Bestimmungen der PD-L1-Expression an zytologischen und 

histologischen Präparaten ergänzen sich gegenseitig.  

Insgesamt bestätigt die vorliegende Arbeit die Nachweisbarkeit der PD-L1-Expression 

an zytologischen Präparaten. Dadurch kann die Zytologie insbesondere bei fehlenden 

adäquaten histologischen Proben einen wichtigen Beitrag zum PD-L1-Nachweis leisten. 
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6 Summary 

Lung cancer is responsible for most cancer deaths worldwide. The treatment of lung 

carcinomas includes surgical procedures and chemo- and/ or radiotherapy as well as 

targeted therapies for existing driver mutations or immunocheckpoint therapies for given 

expression of PD-L1. However, the detection of PD-L1 expression has only been 

validated for histological sections so far. In the present study, the applicability of 

cytological preparations for PD-L1 detection was examined. For this purpose 247 paired 

cytological and histological specimens of resected lung tumors were retrospectively 

examined. Each specimen was independently analyzed by three observers in a blinded 

manner. The proportion of membranous PD-L1-positive tumor cells was determined.  

Overall, the examined cytological preparations appear to have more tumour cells than 

the histological samples due to the higher amounts of material. Furthermore, a low 

interrater variability confirmed the reliability of PD-L1 analysis using cytological 

samples. In cytology 193 (78%) negative, 46 (19%) intermediately positive and 8 (3%) 

highly positive cases were detected. In histology, 205 (83%) negative, 30 (12%) 

intermediate positive and 12 (5%) highly positive cases were found. These data are 

comparably high or slightly lower than in other studies. 

With regard to tumor characteristics, only in cytology a significant difference in PD-L1 

expression between ADC and SQC was determined. Assuming the suitability of the 

material for this study, these results could indicate a higher chance of detecting (low) PD-

L1 expression in cytological samples, as found in increased numbers of SQC. This could 

probably be due to the higher tumor cell amount in cytology. 

A high concordance of 72-83% between paired cytological and histological samples was 

identified, which is comparable to other studies. Divergent results between several 

samplings are inevitable due to the intratumoral heterogeneity, which illustrates the utility 

for comprehensive investigations. Therefore, the determinations of PD-L1 expression on 

cytological and histological specimens complement one another.  

Overall, the present study confirms the detectability of PD-L1 expression on cytological 

preparations. Thus, cytology can enable an important contribution to PD-L1 detection, 

especially in the absence of adequate histological samples. 
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8 Anhang 

 
Tabelle 15: Übersicht der Rohdaten. Aufgelistet sind die Eigenschaften der untersuchten Proben und die erhobenen 

PD-L1-Ergebnisse von drei Bewertern (1-3). Typ = Tumortyp, Ort = Tumormanifestation, pT = postoperatives 
Tumorstadium (pT1a-4), Grad = Tumordifferenzierungsgrad (G1-4), Probe = Probenmaterial, m/w/d = 

Frau/Mann/Drittes Geschlecht, PD-L1 = programmed cell death-ligand 1, ADC = Adenokarzinom, SQC = 

Plattenepithelkarzinom, P = Primärtumor, M = Metastase, FNP = Feinnadelpunktion 

Untersuchungsgut PD-L1-Expression 

                  Zytologie Histologie 

Nr. Jahr Typ Ort pT Grad Probe m/w/d Alter 1 2 3 1 2 3 

1 2015 ADCa P 1c 2 Imprint m 63,71 0 0 0 0 0 0 

2 2015 ADCa P 4 2 Imprint m 63,75 0 0 0 0 0 0 

3 2017 ADCa P 1c 3 Imprint w 76,25 0 1 0 1 0 0 

4 2013 SQCa M     Imprint w 56,28 0 0 0 0 0 0 

5 2017 ADCa M     Imprint w 78,54 0 0 0 0 0 0 

6 2017 ADCa P 1b 2 Imprint m 72,55 0 0 0 0 0 0 

7 2015 ADCa P 1b 2 Imprint m 74,78 0 0 0 0 0 0 

8 2016 SQCa P 1c 2 Imprint w 82,62 0 1 5 10 20 20 

9 2016 SQCa P 3 2 Imprint m 74,07 10 5 20 30 50 50 

10 2017 ADCa M     FNP m 82,42 0 0 0 0 0 0 

11 2015 ADCa M     Imprint m 59,62 0 1 0 0 0 0 

12 2016 ADCa P 1c 2 Imprint m 68,47 0 0 0 0 0 0 

13 2016 ADCa P 2a 2 Imprint m 79,63 0 0 0 0 0 0 

14 2015 ADCa P 3 3 Imprint m 74,08 0 0 0 30 30 0 

15 2015 ADCa P 1a 3 Imprint m 56,74 0 0 0 0 0 0 

16 2016 ADCa P 1c 2 Imprint m 58,51 0 0 0 0 0 0 

17 2015 ADCa M     Imprint w 69,25 0 0 0 0 0 0 

18 2015 ADCa M     Imprint w 61,59 0 0 0 0 0 0 

19 2016 ADCa P 3 2 Imprint m 70,51 0 0 0 0 0 0 

20 2016 ADCa P 1a 2 Imprint m 70,42 0 0 0 0 0 0 

21 2017 SQCa P 2a 3 Imprint w 62,32 40 60 60 0 0 0 

22 2014 SQCa P 2a 2 Imprint w 61,92 0 0 0 0 0 0 

23 2015 ADCa P 1c 3 Imprint m 72,02 0 0 0 0 0 0 

24 2015 ADCa P 1b 3 Imprint w 58,24 0 0 0 0 0 0 

25 2015 ADCa M     Imprint w 90,72 0 0 0 0 0 0 

26 2014 SQCa P 2a 3 Imprint w 74,74 60 5 40 1 0 0 

27 2013 SQCa P 1a 2 Imprint m 71,46 0 0 0 0 0 0 

28 2017 ADCa P 3 2 Imprint m 75,97 0 0 0 0 0 0 

29 2016 SQCa P 1c 3 Imprint w 53,12 0 0 5 50 50 40 

30 2015 ADCa P 2a 3 Imprint m 59,83 0 0 0 0 0 0 

31 2014 SQCa P 2a 3 Imprint w 78,68 1 10 0 0 0 0 

32 2014 SQCa P 2a 2 FNP w 66,36 0 0 0 10 10 30 

33 2017 SQCa P 2a 2 Imprint m 70,62 0 0 5 0 0 0 

34 2014 SQCa P 3 2 FNP w 82,16 0 0 0 0 0 0 

35 2016 ADCa P 1c 2 FNP m 74,05 0 0 0 0 0 0 

36 2016 SQCa P 1a 3 Imprint w 70,16 0 5 0 0 1 0 

37 2015 ADCa P 1c 3 Imprint w 71,08 10 30 20 50 60 60 

38 2016 ADCa M     Imprint w 59,19 0 0 0 90 90 90 

39 2015 SQCa P 2a 3 FNP m 59,01 0 0 0 0 0 0 

40 2017 ADCa P 1a 2 Imprint m 36,24 0 1 0 0 0 0 

41 2016 ADCa P 1c 3 Imprint w 63,48 0 1 0 0 0 0 

42 2014 SQCa P 2a 3 Imprint m 66,49 0 0 0 0 0 0 

43 2015 SQCa P 2b 3 Imprint w 61,25 1 0 0 0 0 0 
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Untersuchungsgut PD-L1-Expression 

                  Zytologie Histologie 

Nr. Jahr Typ Ort pT Grad Probe m/w/d Alter 1 2 3 1 2 3 

44 2015 ADCa P 1a 1 Imprint w 72,84 0 0 0 0 0 0 

45 2014 SQCa P 1a 3 Imprint m 59,42 5 0 0 0 0 0 

46 2015 ADCa P 4 3 FNP w 55,26 0 0 0 0 0 0 

47 2016 ADCa P 1c 2 Imprint m 70,29 0 0 0 0 0 0 

48 2016 SQCa P 1c 2 FNP w 69,46 0 0 0 10 1 5 

49 2015 ADCa M     Imprint w 54,41 0 0 0 0 0 0 

50 2014 SQCa P 1c 3 Imprint m 67,82 5 1 5 0 0 0 

51 2015 SQCa P 1b 2 Imprint w 52,47 1 1 1 0 0 0 

52 2015 SQCa P 1a 2 Imprint w 52,47 0 0 0 0 0 0 

53 2015 ADCa P 1c 3 Imprint m 65,17 0 0 0 5 5 5 

54 2017 ADCa M     Imprint w 56,71 0 0 0 30 20 20 

55 2016 SQCa P 1c 3 Imprint w 72,12 0 1 10 0 0 0 

56 2015 SQCa P 1b 2 Imprint m 71,95 0 0 0 0 0 0 

57 2016 SQCa P 1b 3 Imprint w 63,29 0 0 0 0 0 0 

58 2015 ADCa P 1b 2 Imprint w 60,52 0 0 0 0 0 0 

59 2017 SQCa P 1b 2 Imprint w 71,85 60 80 80 0 0 0 

60 2016 ADCa P 1b 2 Imprint m 60,77 0 0 0 0 0 0 

61 2016 ADCa M     Imprint w 64,22 0 0 0 0 0 0 

62 2016 ADCa P 1b 3 Imprint w 64,22 0 0 0 0 0 0 

63 2015 ADCa P 1c 3 Imprint m 66,84 0 0 0 0 0 0 

64 2016 SQCa P 3 3 Imprint w 75,9 1 1 5 0 0 0 

65 2016 ADCa P 2a 2 FNP w 55,77 0 0 0 0 0 0 

66 2013 SQCa P 3 3 Imprint w 68,53 0 0 0 0 0 0 

67 2015 SQCa P 4 2 Imprint m 50,56 1 0 0 0 0 0 

68 2015 ADCa P 4 3 Imprint m 61,26 0 0 0 10 10 30 

69 2017 ADCa P 1a 1 Imprint m 43,41 0 0 0 0 0 0 

70 2016 ADCa P 1c 3 FNP m 72,01 0 0 0 0 0 0 

71 2016 ADCa P 1c 3 Imprint m 72,01 0 1 0 0 0 0 

72 2017 SQCa P 1b 2 Imprint w 76,48 0 0 0 0 0 0 

73 2016 SQCa P 1b 3 Imprint w 57,27 1 1 0 0 0 0 

74 2013 SQCa M     Imprint w 70,59 0 0 0 0 0 0 

75 2013 SQCa P 1c 2 Imprint m 72,55 0 0 0 80 80 70 

76 2015 ADCa P 1b 3 Imprint m 66,36 0 0 0 0 0 0 

77 2016 ADCa P 4 3 Imprint w 74,59 0 0 0 0 0 0 

78 2016 ADCa P 1b 2 Imprint w 65,8 0 0 0 0 0 0 

79 2013 SQCa P 1b 3 Imprint w 72,53 5 1 0 0 0 0 

80 2015 ADCa P 1c 2 Imprint m 74,8 0 0 0 0 0 0 

81 2015 ADCa P 4 3 Imprint m 44,91 0 0 0 0 0 0 

82 2016 ADCa P 1a 3 Imprint m 73,68 0 0 0 30 30 40 

83 2017 ADCa P 1b 2 Imprint m 62,38 0 1 5 10 10 20 

84 2013 SQCa P 1c 3 Imprint w 65,35 5 1 20 0 0 0 

85 2015 ADCa M     Erguß m 79,93 0 0 0 0 0 0 

86 2016 SQCa P 1a 3 Imprint m 75,3 0 0 0 0 0 0 

87 2015 ADCa P 1b 2 Imprint w 76,71 1 1 0 1 0 0 

88 2016 ADCa P 1b 2 Imprint m 67,36 0 0 0 0 0 0 

89 2015 ADCa P 2a 3 Imprint m 70,89 0 0 0 40 40 40 

90 2015 ADCa P 1b 2 Imprint m 55,58 0 0 0 0 0 0 

91 2017 SQCa M     Imprint w 67,1 1 1 20 0 0 0 

92 2013 SQCa P 4 3 Imprint m 60,58 0 10 10 0 0 0 

93 2017 ADCa P 1c 1 Imprint w 72,24 0 0 0 0 1 0 

94 2015 SQCa P 1a 2 Imprint m 65,61 0 0 5 0 0 0 
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Untersuchungsgut PD-L1-Expression 

                  Zytologie Histologie 

Nr. Jahr Typ Ort pT Grad Probe m/w/d Alter 1 2 3 1 2 3 

95 2013 SQCa P 1c 2 Imprint m 63,24 1 0 0 0 1 1 

96 2016 ADCa P 1b 2 Imprint m 49,59 0 0 0 0 0 0 

97 2013 SQCa P 1b 3 Imprint m 65,31 0 1 0 40 60 50 

98 2015 SQCa P 1b 3 Imprint w 78,23 0 0 5 0 0 0 

99 2016 ADCa P 1c 3 Imprint m 62,61 40 20 40 5 5 5 

100 2015 ADCa M     Imprint m 39,16 0 0 0 0 0 0 

101 2013 SQCa P 1b 2 Imprint w 68,84 0 1 0 0 0 0 

102 2016 ADCa P 4 3 Imprint m 60,47 1 1 0 0 0 0 

103 2016 ADCa P 4 3 Imprint m 60,47 0 0 0 0 0 0 

104 2017 ADCa P 1c 2 Imprint m 61,03 0 0 0 0 0 0 

105 2017 SQCa P 1b 2 Imprint m 68,36 70 70 60 10 5 0 

106 2016 ADCa P 1a 3 Imprint m 63,85 0 0 0 0 0 0 

107 2015 ADCa M     Imprint m 60,31 0 0 0 0 0 0 

108 2017 ADCa P 1b 2 Imprint w 74,25 0 0 0 0 0 0 

109 2016 ADCa P 1c 3 Imprint w 67,8 0 1 0 0 0 0 

110 2015 SQCa P 1b 3 Imprint w 71,54 0 0 5 0 0 0 

111 2015 ADCa P 1a 3 Imprint m 54,55 0 0 0 0 0 0 

112 2015 SQCa P 2a 2 FNP w 81,37 0 0 0 0 0 0 

113 2017 ADCa P 1b 1 Imprint w 73,96 5 1 5 0 0 0 

114 2017 ADCa P 1a 3 Imprint w 59,46 0 0 0 1 0 0 

115 2015 SQCa P 2a 2 Imprint w 67,64 1 5 40 1 1 2 

116 2014 SQCa P 1c 3 Imprint w 63,73 0 0 0 0 0 0 

117 2015 ADCa M     Imprint w 71,62 0 0 0 0 0 0 

118 2016 ADCa P 2a 3 Imprint m 78,75 0 0 0 0 0 0 

119 2016 ADCa P 1a 2 Imprint w 82,67 1 0 0 0 0 0 

120 2014 SQCa M     Imprint m 48,82 0 0 0 0 0 0 

121 2016 ADCa M     Imprint m 73,78 0 0 0 0 0 0 

122 2013 SQCa P 3 3 Imprint m 69,02 0 0 0 0 0 0 

123 2017 ADCa P 1b 2 Imprint w 72,26 0 0 0 0 0 0 

124 2015 SQCa M     Imprint w 83,34 0 0 0 0 0 0 

125 2017 ADCa P 1b 2 FNP m 59,5 0 0 0 30 30 30 

126 2015 ADCa M     Imprint m 61,47 0 0 0 0 0 0 

127 2015 ADCa M     Imprint w 71,04 0 0 0 0 0 0 

128 2016 SQCa M     Imprint w 79,93 0 0 0 0 0 0 

129 2014 SQCa P 2a 3 FNP w 60,31 0 0 0 0 0 0 

130 2017 SQCa P 2a 2 Imprint m 74,8 5 5 20 1 5 5 

131 2017 ADCa P 2a 3 Imprint m 67,99 0 0 0 0 0 0 

132 2017 SQCa P 2a 2 FNP w 54,43 0 0 0 0 1 0 

133 2017 ADCa P 1c 2 Imprint m 63,79 1 1 0 0 1 0 

134 2016 ADCa P 1c 3 Imprint m 66,71 0 0 0 0 0 0 

135 2015 ADCa P 4 2 Imprint m 68,24 0 0 0 0 0 0 

136 2017 ADCa P 2a 3 Imprint w 79,78 90 80 80 1 1 5 

137 2017 ADCa P 1b 2 Imprint w 79,78 0 0 0 0 0 0 

138 2016 ADCa P 4 3 Imprint m 43,87 0 1 0 0 0 0 

139 2016 ADCa P 4 3 Imprint m 43,87 0 0 0 0 0 0 

140 2016 ADCa P 1c 3 Imprint w 70,93 0 0 0 0 0 0 

141 2013 SQCa P 1b 3 Imprint w 66,94 0 0 0 0 0 0 

142 2013 SQCa P 4 3 Imprint w 79,11 0 0 0 0 0 0 

143 2015 ADCa P 3 2 Imprint w 70,14 0 0 0 0 0 0 

144 2016 ADCa P 2a 2 Imprint w 72,85 0 0 0 0 0 0 

145 2013 SQCa M     Imprint m 67,08 0 0 0 0 0 0 
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Untersuchungsgut PD-L1-Expression 

                  Zytologie Histologie 

Nr. Jahr Typ Ort pT Grad Probe m/w/d Alter 1 2 3 1 2 3 

146 2016 ADCa M     Imprint w 60,18 1 0 0 0 0 0 

147 2013 SQCa P 2a 2 FNP w 64,33 0 0 0 0 0 0 

148 2016 ADCa P 2a 2 Imprint m 65 0 0 0 0 0 0 

149 2016 ADCa P 1b 2 Imprint m 56,55 0 0 0 0 0 0 

150 2016 ADCa P 3 3 Imprint m 61,77 1 1 0 0 0 0 

151 2016 SQCa P 4 2 FNP w 78,73 5 20 20 0 0 0 

152 2015 ADCa P 1a 2 Imprint m 52,7 0 0 0 0 0 0 

153 2015 SQCa P 1b 2 Imprint w 68,45 0 0 5 0 0 0 

154 2016 ADCa M     Imprint m 55,29 0 0 0 0 0 0 

155 2014 SQCa M     Imprint w 72,23 5 1 20 60 40 40 

156 2014 SQCa P 1b 2 Imprint w 62,45 0 0 0 0 0 0 

157 2017 ADCa P 1b 1 Imprint w 74,01 5 0 0 0 0 0 

158 2015 ADCa M     Imprint m 73,39 0 0 0 0 0 0 

159 2016 ADCa M     Imprint m 78,62 0 1 0 0 0 0 

160 2016 ADCa M     Imprint m 78,62 1 0 0 0 0 0 

161 2014 SQCa P 2a 3 Imprint m 71,98 1 0 0 0 0 0 

162 2015 SQCa P 1c 3 FNP m 68,42 0 0 0 5 1 5 

163 2015 SQCa M     Imprint w 81 0 1 5 0 0 0 

164 2015 SQCa M     Imprint w 81 0 1 5 0 0 0 

165 2016 ADCa P 3 3 Imprint m 75,18 0 0 0 0 0 0 

166 2017 SQCa P 2a 2 Imprint w 75,97 5 1 30 40 30 40 

167 2016 ADCa M     Imprint w 70,15 0 0 0 80 80 70 

168 2016 ADCa M     Imprint w 70,15 0 0 0 80 50 90 

169 2017 ADCa P 1b 3 Imprint m 60,28 1 1 0 0 1 0 

170 2015 ADCa P 1b 3 Imprint m 43,7 1 1 5 30 20 20 

171 2013 SQCa P 1c 2 Imprint w 67,33 0 1 0 0 0 0 

172 2015 ADCa M     Imprint m 63,61 0 0 0 1 0 0 

173 2013 SQCa M     Imprint w 74,49 0 0 0 0 0 0 

174 2015 ADCa P 2a 3 FNP w 77,61 80 80 70 5 20 10 

175 2015 SQCa P 2a 2 Imprint w 73,98 0 0 0 1 0 0 

176 2015 SQCa P 1c 3 FNP w 66,72 1 1 0 1 30 20 

177 2017 ADCa P 1b 3 Imprint m 69,89 20 40 40 0 0 0 

178 2013 SQCa M     Imprint m 60,15 0 1 0 0 1 0 

179 2013 SQCa M     Imprint m 60,15 0 0 0 5 0 0 

180 2016 SQCa P 2a 3 FNP w 73,94 0 0 5 0 0 0 

181 2015 ADCa P 1b 2 Imprint m 54,61 0 0 0 0 0 0 

182 2014 SQCa P 1b 2 Imprint w 77,6 0 0 0 0 0 0 

183 2016 ADCa P 2a 2 Imprint m 75,18 0 0 0 0 0 0 

184 2015 ADCa P 1c 3 Imprint m 65,88 0 0 0 0 0 0 

185 2016 ADCa M     Imprint w 81,3 0 0 0 1 0 0 

186 2016 ADCa M     Imprint w 81,3 0 0 0 0 0 0 

187 2016 ADCa M     Imprint w 81,3 0 1 0 0 0 0 

188 2015 SQCa P 1b 3 Imprint w 73,73 0 0 0 0 0 0 

189 2015 SQCa P 3 3 Imprint w 61,08 70 80 80 0 0 0 

190 2015 ADCa P 1b 2 Imprint w 73,94 0 0 0 0 0 0 

191 2016 ADCa P 1b 3 Imprint m 63,34 1 10 10 30 40 40 

192 2016 ADCa P 3 2 Imprint w 72,58 80 70 80 0 0 0 

193 2016 ADCa P 1a 3 Imprint m 50,78 1 0 0 0 0 0 

194 2016 ADCa P 1a 2 Imprint w 77,08 0 0 0 0 0 0 

195 2015 SQCa P 1b 3 Imprint w 56,68 10 10 20 80 60 90 

196 2016 ADCa P 2a 3 FNP w 66,14 0 0 0 0 0 0 
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Untersuchungsgut PD-L1-Expression 

                  Zytologie Histologie 

Nr. Jahr Typ Ort pT Grad Probe m/w/d Alter 1 2 3 1 2 3 

197 2016 ADCa M     Imprint w 72,75 0 0 0 1 5 5 

198 2015 ADCa P 2b 3 FNP w 63,33 0 0 0 0 1 0 

199 2017 ADCa M     Imprint w 72,98 0 0 0 20 10 20 

200 2014 SQCa P 1c 2 FNP w 55,8 0 0 0 0 0 0 

201 2013 SQCa P 2a 2 FNP w 81,06 0 1 0 0 0 0 

202 2015 SQCa P 2a 3 FNP w 74,48 0 0 0 0 0 0 

203 2017 ADCa P 1c 2 Imprint w 64,9 0 0 0 0 0 0 

204 2017 SQCa P 2a 3 Imprint w 56,05 1 1 5 1 1 1 

205 2016 ADCa P 1b 3 Imprint w 76,27 0 0 0 0 0 0 

206 2015 ADCa P 1c 3 Imprint w 62,18 0 0 0 0 0 0 

207 2016 ADCa P 1b 2 Imprint w 66,67 0 1 0 0 0 0 

208 2014 SQCa P 1b 3 Imprint w 65,62 20 5 10 0 0 0 

209 2017 ADCa P 1b 3 Imprint w 73,16 1 10 0 1 1 1 

210 2017 ADCa P 1b 3 Imprint m 72,56 1 1 1 0 0 0 

211 2017 ADCa P 1b 2 Imprint m 72,56 0 0 0 0 0 0 

212 2016 ADCa P 1b 3 Imprint w 78,92 0 0 0 0 0 0 

213 2016 SQCa P 2a 3 Imprint m 70,97 0 0 0 0 0 0 

214 2015 ADCa P 1b 3 Imprint w 66,92 1 0 0 1 0 0 

215 2015 ADCa P 1c 3 Imprint w 74,61 0 0 0 0 0 0 

216 2015 SQCa P 1c 3 Imprint m 65,45 0 1 0 0 0 0 

217 2016 ADCa P 1c 2 Imprint m 61,49 0 0 0 0 0 0 

218 2013 SQCa P 4 3 Imprint w 60,34 1 1 0 20 1 0 

219 2017 ADCa P 1c 2 Imprint w 69,79 0 0 5 0 0 0 

220 2017 ADCa P 1c 3 Imprint w 67,24 0 0 0 0 0 0 

221 2016 ADCa P 1b 3 Imprint w 73,93 0 0 0 0 0 0 

222 2014 SQCa P 1c 2 Imprint w 76,64 1 1 0 0 20 0 

223 2015 ADCa M     Imprint w 66,22 0 0 0 0 0 0 

224 2016 ADCa P 1c 2 Imprint w 57,96 0 1 0 0 0 0 

225 2016 ADCa P 1b 2 Imprint m 61,69 0 0 0 0 0 0 

226 2017 ADCa P 1b 2 Imprint m 64,67 0 0 0 0 0 0 

227 2015 ADCa P 1b 3 Imprint w 80,24 0 0 0 0 0 0 

228 2015 ADCa P 1c 3 Imprint m 78,65 0 1 0 0 0 0 

229 2013 SQCa P 1b 3 FNP w 78,79 0 0 0 0 0 0 

230 2015 SQCa P 2a 3 Imprint m 56,68 5 40 20 0 0 0 

231 2015 SQCa P 1c 3 Imprint m 56,82 0 0 5 0 0 0 

232 2016 SQCa P 3 3 Imprint w 69,67 5 60 20 0 1 0 

233 2016 ADCa M     Imprint m 59,49 0 1 0 0 0 0 

234 2014 SQCa P 2b 3 Imprint w 73,88 0 0 0 0 0 0 

235 2015 ADCa P 1b 3 Imprint w 77,35 0 0 0 1 0 0 

236 2015 ADCa P 1b 2 FNP w 77,47 0 0 0 0 0 0 

237 2014 SQCa P 2b 2 FNP w 72,18 50 60 50 1 0 0 

238 2015 ADCa P 3 2 Imprint m 79,44 0 0 0 0 0 0 

239 2017 ADCa P 2a 3 Imprint w 61,87 20 40 40 0 0 0 

240 2015 ADCa P 1c 3 FNP m 78,23 10 30 50 30 50 50 

241 2015 ADCa P 1c 3 Imprint m 58,32 0 0 0 0 0 0 

242 2015 ADCa P 2a 2 FNP w 75,98 0 0 0 0 0 0 

243 2013 SQCa P 2b 2 FNP w 71,9 0 0 0 0 0 0 

244 2015 ADCa M     Imprint w 70,79 0 0 0 80 60 80 

245 2017 ADCa P 2a 2 FNP m 53,85 0 0 0 0 0 0 

246 2017 ADCa M     Imprint w 61,76 20 30 40 100 80 100 

247 2017 ADCa M     Imprint w 61,76 20 30 40 40 20 20 
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Tabelle 16: Materialien für die immunbiologische Anfärbung. Die Anfärbung erfolgte automatisiert mit dem 

Ventana Discovery Ultra (RUO DISCOVERY Universal (v.00.00.0299), DISCOVERY ULTRA). HRP = 

Merrettichperoxidase, DAB = Diaminobenzidin-Tetrahydrochlorat, HQ = an ein Antikörper gebundenes Hapten 

Material Hersteller (Bestellnummer) 

Reaktionspuffer Ventana Medical System (950-300) 

LCS (Liquid Coverslip) Ventana Medical System (650-010) 

SSC Ventana Medical System (950-110) 

EZ Prep Ventana Medical System (950-102) 

CC1 (Cell Conditioning) Ventana Medical System (950-124) 

OptiView DAB IHC 

Detection Kit 

Ventana Medical System (760-091) 

Beinhaltet: 

 OptiView Peroxidase Inhibitor 

 OptiView HQ Universal Linker  

 OptiView HRP Multimer  

 OptiView H2O2  

 OptiView DAB  

 OptiView Copper  

Amplification Kit (A&B) Ventana Medical System (760-080) 

Prep Kit Dispenser with 

Prep Kit Button 

Ventana Medical System (786-3034) 

Hämatoxylin Ventana Medical System (760-2021) 

Bluing Reagent Ventana Medical System (760-2037) 
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Tabelle 17: Protokoll zur PD-L1-Anfärbung von FFPE Präparaten. Das Protokoll Nr. 158 beschreibt den Ablauf 

zur immunbiologischen Anfärbung von histologischen Schnitten mithilfe des Discovery Ultra von Ventana mit dem 

Antikörper DAKO 22C3 von Dako am UKSH Campus Lübeck, Institut für Pathologie. FFPE = Formal-fixiert Paraffin-
eingebettet. * ein Tropfen entspricht einer Reagenzienabgabe. Die eingesetzten Reagenzien stammen aus dem 

OptiView DAB IHC Detection Kit (siehe Tabelle 16, S.93). 

Protokoll-Nr. 158 : fPD-L1 (22C3) (19.12.2018) 

Prozedur: RUO DISCOVERY Universal ( v0.00.0299 ) 

DISCOVERY ULTRA 

UK S-H /Campus Lübeck Institut für Pathologie,  

Ratzeburger Allee 160 23562 Lübeck 

Schritt-

N 
Protokollschritt 

1 [ version 15 ] 

2 Mixer aktivieren 

3 Aufwärmen der Objektträger auf 37 °C 

4 [ Delay refers to a time delayed start: Select time until run start ] 

5 Mixer deaktivieren 

6 Aufheizen des Objektträgers bis 58 °C, und für 4 Minuten inkubieren 

7 Abgabe von Cell Cond. u. Coverslip lang 

8 Inkubieren für 8 Minuten 

9 Abgabe von Cell Cond. u. Coverslip lang 

10 Inkubieren für 8 Minuten 

11 Abgabe von Cell Cond. u. Coverslip lang 

12 Inkubieren für 8 Minuten 

13 EZPrep Vol. ausgleichen 

14 Mixer aktivieren 

15 [ RECOMMENDED: Set temperature to 69°C and time to 8 minutes 

foreach cycle ] 

16 [ Depar Cycle 1 ] 

17 Erwärme Objektträger auf [72 °C] und inkubiere für [8 Minuten] (Zyklus 1) 

18 Objektträger mit EZ Prep spülen 

19 Coverslip auftragen 

20 Inkubieren für 4 Minuten 

21 EZPrep Vol. ausgleichen 

22 [ Depar Cycle 2 ] 

23 Inkubieren für [8 Minuten] ( Zyklus 2 ) 

24 Objektträger mit EZ Prep spülen 

25 Coverslip auftragen 

26 Inkubieren für 4 Minuten 

27 EZPrep Vol. ausgleichen 

28 [ Depar Cycle 3 ] 

29 Inkubieren für [8 Minuten] ( Zyklus 3 ) 

30 Objektträger mit EZ Prep spülen 

31 Deparaffinierung Vol. ausgleichen 

32 Coverslip auftragen 

33 Aufwärmen der Objektträger auf 37 °C 

34 Objektträger mit EZ Prep spülen 

35 Cell Conditioner Nr.1 lang auftragen 

36 Abgabe von Cell Cond. u. Coverslip lang 
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Schritt-

N 
Protokollschritt 

37 Erwärme Objektträger auf [95 °C] und inkubiere für 4 Minuten ( Cell 

Conditioner Nr.1 ) 

38 Inkubieren für 4 Minuten 

39 Inkubieren für 8 Minuten 

40 Cell Conditioner Nr.1 auftragen 

41 Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff) 

42 Inkubieren für 8 Minuten 

43 Cell Conditioner Nr.1 auftragen 

44 Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff) 

45 Cell Conditioner Nr.1 auftragen 

46 Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff) 

47 Cell Conditioner Nr.1 auftragen 

48 Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff) 

49 Objektträger-Heizung ausschalten 

50 Cell Conditioner Nr.1 auftragen 

51 Cell Cond. u. Coverslip auftragen (ohne Barcode Blowoff) 

52 Aufwärmen der Objektträger auf 37 °C 

53 Spülen mit Reaktionspuffer 

54 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

55 Coverslip auftragen 

56 [ Select an Inhibitor NOTE: Inhibitor CM comes packaged with 

Chromomap DAB ] 

57 [ DISCOVERY Inhibitor is a stand alone product for use with all other HRP 

substrates ] 

58 [ Inhibitor CM will be applied ] 

59 Spülen mit Reaktionspuffer 

60 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

61 Coverslip auftragen 

62 Spülen mit Reaktionspuffer 

63 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

64 Coverslip auftragen 

65 1 Tropfen Inhibitor CM auftragen, und für [4 Minuten] inkubieren. 

66 Spülen mit Reaktionspuffer 

67 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

68 Coverslip auftragen 

69 Spülen mit Reaktionspuffer 

70 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

71 Coverslip auftragen 

72 Inkubieren für 4 Minuten 

73  Objektträger-Temperatur von [37 °C] auf Sehr niedrige Temperaturen 

( Primär Antikörper ) erhöhen 

74 1 Tropfen [ANTIBODY 8] (Antikörper), und für [20 Minuten] inkubieren. 

75 Spülen mit Reaktionspuffer 

76 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

77 Coverslip auftragen 

78 [ Inhibitor Solution will not be applied after the primary ] 



LEA I. S. VAN DER LINDE    ANHANG 

 

96 

 

 

Schritt-

N 
Protokollschritt 

79 Objektträger-Heizung ausschalten 

80 Aufwärmen der Objektträger auf 37 °C 

81 [ Requires DETECTION dispensers ] 

82 [ These selections may be used for haptenated linking antibodies ] 

83 Spülen mit Reaktionspuffer 

84 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

85 Coverslip auftragen 

86 Spülen mit Reaktionspuffer 

87 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

88 Coverslip auftragen 

89 Spülen mit Reaktionspuffer 

90 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

91 Coverslip auftragen 

92 Inkubieren für 4 Minuten 

93 Objektträger-Temperatur von [37 °C] auf Sehr niedrige Temperaturen 

( Sekundärantikörper ) erhöhen 

94 1 Tropfen [Anti-Mouse HQ] (Nachweis Nr.1), und für [0 Stunden 20 Min] 

inkubieren. 

95 Spülen mit Reaktionspuffer 

96 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

97 Coverslip auftragen 

98 Objektträger-Heizung ausschalten 

99 Aufwärmen der Objektträger auf 37 °C 

100 Spülen mit Reaktionspuffer 

101 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

102 Coverslip auftragen 

103 Spülen mit Reaktionspuffer 

104 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

105 Coverslip auftragen 

106 [ Select Multimer ] 

107 1 Tropfen [Anti-HQ HRP] (Konjugat 1), und für [16 Minuten] inkubieren. 

108 Spülen mit Reaktionspuffer 

109 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

110 Coverslip auftragen 

111 Spülen mit Reaktionspuffer 

112 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

113 Coverslip auftragen 

114 Spülen mit Reaktionspuffer 

115 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

116 Coverslip auftragen 

117 1 Tropfen H2O2 CM auftragen, und für 4 Minuten inkubieren. 

118 1 Tropfen DAB CM auftragen, und für 8 Minuten inkubieren. 

119 Spülen mit Reaktionspuffer 

120 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

121 1 Tropfen Copper CM auftragen, Coverslip auftragen, und für 4 Minuten 

inkubieren. 
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Schritt-

N 
Protokollschritt 

122 Spülen mit Reaktionspuffer 

123 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

124 Coverslip auftragen 

125 Spülen mit Reaktionspuffer 

126 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

127 Coverslip auftragen 

128 1 Tropfen [HEMATOXYLIN II] (Gegenfärbung), und für [8 Minuten] 

inkubieren. 

129 Spülen mit Reaktionspuffer 

130 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

131 Coverslip auftragen 

132 Spülen mit Reaktionspuffer 

133  Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

134 Coverslip auftragen 

135 1 Tropfen [BLUING REAGENT] (Nach-Gegenfärbung), und für [4 

Minuten] inkubieren. 

136 Spülen mit Reaktionspuffer 

137 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

138 Coverslip auftragen 

139 Spülen mit Reaktionspuffer 

140 Spülen mit Reaktionspuffer 
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Tabelle 18: Protokoll zur PD-L1-Anfärbung von zytologischen Präparaten. Das Protokoll Nr. 158 beschreibt den 

Ablauf zur immunbiologischen Anfärbung von histologischen Schnitten mithilfe des Discovery Ultra von Ventana mit 

dem Antikörper DAKO 22C3 von Dako am UKSH Campus Lübeck, Institut für Pathologie. * ein Tropfen entspricht 
einer Reagenzienabgabe. Die eingesetzten Reagenzien stammen aus dem OptiView DAB IHC Detection Kit (siehe 

Tabelle 16, S. 93). 

Protokoll-Nr. 159 : fcPD-L1 (22C3) (19.12.2018) 

Prozedur: RUO DISCOVERY Universal ( v0.00.0299 ) 

DISCOVERY ULTRA 

UK S-H /Campus Lübeck Institut für Pathologie, Ratzeburger Allee 160 23562 

Lübeck 

Schritt-

N 
Protokollschritt 

1 [ version 15 ] 

2 Mixer aktivieren 

3 Aufwärmen der Objektträger auf 37 °C 

4 Hinzugeben von 300ul Reaktionspuffer 

5 Spülen mit Reaktionspuffer 

6 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

7 Coverslip auftragen 

8 [ Select an Inhibitor NOTE: Inhibitor CM comes packaged with 

Chromomap DAB ] 

9 [ DISCOVERY Inhibitor is a stand alone product for use with all other HRP 

substrates ] 

10 [ Inhibitor CM will be applied ] 

11 Spülen mit Reaktionspuffer 

12 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

13 Coverslip auftragen 

14 Spülen mit Reaktionspuffer 

15 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

16 Coverslip auftragen 

17 1 Tropfen Inhibitor CM auftragen, und für [4 Minuten] inkubieren. 

18 Spülen mit Reaktionspuffer 

19 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

20 Coverslip auftragen 

21 Spülen mit Reaktionspuffer 

22 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

23 Coverslip auftragen 

24 Inkubieren für 4 Minuten 

25 Objektträger-Temperatur von [37 °C] auf Sehr niedrige Temperaturen 

( Primär Antikörper ) erhöhen 

26 1 Tropfen [ANTIBODY 8] (Antikörper), und für [20 Minuten] inkubieren. 

27 Spülen mit Reaktionspuffer 

28 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

29 Coverslip auftragen 

30 [ Inhibitor Solution will not be applied after the primary ] 

31 Objektträger-Heizung ausschalten 

32 Aufwärmen der Objektträger auf 37 °C 

33 [ Requires DETECTION dispensers ] 

34 [ These selections may be used for haptenated linking antibodies ] 
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Schritt-

N 
Protokollschritt 

35 Spülen mit Reaktionspuffer 

36 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

37 Coverslip auftragen 

38 Spülen mit Reaktionspuffer 

39 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

40 Coverslip auftragen 

41 Spülen mit Reaktionspuffer 

42 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

43 Coverslip auftragen 

44 Inkubieren für 4 Minuten 

45 Objektträger-Temperatur von [37 °C] auf Sehr niedrige Temperaturen 

( Sekundärantikörper ) erhöhen 

46 1 Tropfen [Anti-Mouse HQ] (Nachweis Nr.1), und für [0 Stunden 16 Min] 

inkubieren. 

47 Spülen mit Reaktionspuffer 

48 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

49 Coverslip auftragen 

50 Objektträger-Heizung ausschalten 

51 Aufwärmen der Objektträger auf 37 °C 

52 Spülen mit Reaktionspuffer 

53 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

54 Coverslip auftragen 

55 Spülen mit Reaktionspuffer 

56 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

57 Coverslip auftragen 

58 [ Select Multimer ] 

59 1 Tropfen [Anti-HQ HRP] (Konjugat 1), und für [16 Minuten] inkubieren. 

60 Spülen mit Reaktionspuffer 

61 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

62 Coverslip auftragen 

63 Spülen mit Reaktionspuffer 

64 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

65 Coverslip auftragen 

66 Spülen mit Reaktionspuffer 

67 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

68 Coverslip auftragen 

69 1 Tropfen H2O2 CM auftragen, und für 4 Minuten inkubieren. 

70 1 Tropfen DAB CM auftragen, und für 8 Minuten inkubieren. 

71 Spülen mit Reaktionspuffer 

72 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

73 1 Tropfen Copper CM auftragen, Coverslip auftragen, und für 4 Minuten 

inkubieren. 

74 Spülen mit Reaktionspuffer 

75 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

76 Coverslip auftragen 

77 77 Spülen mit Reaktionspuffer 
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Schritt-

N 
Protokollschritt 

78 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

79 Coverslip auftragen 

80 1 Tropfen [HEMATOXYLIN II] (Gegenfärbung), und für [8 Minuten] 

inkubieren. 

81 Spülen mit Reaktionspuffer 

82 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

83 Coverslip auftragen 

84 Spülen mit Reaktionspuffer 

85 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

86 Coverslip auftragen 

87 1 Tropfen [BLUING REAGENT] (Nach-Gegenfärbung), und für [4 

Minuten] inkubieren. 

88 Spülen mit Reaktionspuffer 

89 Feineinstellung des Reaktionspuffervolumens 

90 Coverslip auftragen 

91 Spülen mit Reaktionspuffer 

92 Spülen mit Reaktionspuffer 
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Abbildung 9: Votum der Ethikkomission. Ergebnis der Sitzung der Ethikkomission vom 03.11.2016 mit dem 
Aktenzeichen 16-277. 
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