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1. Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches zahlen als sechst haufigste Tumorentitat weltweit mit
einer 5-Jahres-Uberlebensrate von etwa 55 % zu den Tumorerkrankungen mit sehr schlechten
Prognoseaussichten. Auch in den vergangenen Jahren konnte diese eingeschrénkte Uberlebensrate trotz
der Entwicklung neuer Therapieansétze bisher nicht wesentlich verbessert werden. Ursachlich hierfur
ist zum einen die in den meisten Fallen erst sehr spédte Diagnosestellung, welche die Wahl der
Therapiekonzepte begrenzen und die Bestimmung des Tumorursprungs erschweren kann. Zum anderen
besitzen Kopf-Hals-Tumoren immunsuppressive Eigenschaften, die unter anderem zu einer limitierten
Wirkung zielgerichteter medikamentdser Therapien beitragen konnen. Aus diesem Grund ist es
notwendig neue Methoden zu entwickeln, die eine Friherkennung der Tumore verbessern und den
Patienten neue und effektivere Therapieoptionen ermdglichen. Einen moglichen Ansatz stellt dabei das
Vitamin-D dar, welches mit einer immunstimulierenden sowie antitumoralen Wirkung assoziiert zu sein
scheint. Verschiedene Studien konnten belegen, dass Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom im
Kopf-Hals-Bereich gegenuber gesunden Personen unter einem deutlichen Vitamin-D-Mangel leiden,
der zudem mit einer schlechteren Prognose einhergeht. In diesem Zusammenhang wurde in der
vorliegenden Arbeit untersucht, inwieweit Vitamin-D bei Kopf-Hals-Tumorpatienten die zielgerichtete

antitumorale Immunabwehr beeinflussen kann.

Dazu wurden Tumorgewebeproben von 114 Kopf-Hals-Karzinom-Patienten immunhistochemisch
gefarbt, um das Expressionsverhalten der lytischen Effektormolekiile Granulysin, Granzym A, Granzym
B, Granzym K und Perforin als Surrogatmarker fir die antitumorale Aktivitat zytotoxischer
Immunzellpopulationen zu untersuchen. Das Patientenkollektiv gliederte sich dabei abhangig vom
Vitamin-D-Serumspiegel in 53 Patienten mit einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung sowie 61
Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel. Die ausreichende Vitamin-D-Versorgung wurde im Vorfeld
als 25-OH-Vitamin-D-Serumkonzentration Gber 15 ng/ml und der Vitamin-D-Mangel als 25-OH-
Vitamin-D-Serumspiegel unter 10 ng/ml definiert. Die semiquantitative Auswertung der

immunhistochemischen Farbungen erfolgte anschlieRend mithilfe eines immunreaktiven Scores.

Die immunhistochemischen Analysen konnten eine positive Korrelation zwischen einem ausreichend
hohen Vitamin-D-Serumspiegel und einer gesteigerten Expression der meisten lytischen
Effektormolekiille bei Kopf-Hals-Tumorpatienten nachweisen. Insbesondere in den intratumoral
lokalisierten Leukozyten war eine durch die suffiziente Vitamin-D-Versorgung gesteigerte Expression
von Granzym B (p = 0,0026), Granzym K (p = 0,0240) und Perforin (p = 0,0030) zu beobachten. Bei
der Betrachtung der intratumoral- und peritumoral-leukozytaren Expression von Granzym A war
dagegen keine Korrelation mit dem Vitamin-D-Serumspiegel festzustellen. Eine ausreichende
Versorgung mit Vitamin-D fiihrte zu einer vermehrten tumoralen Expression von Perforin (p = 0,0023),
Granulysin (p = 0,0109) und tendenziell auch von Granzym K (p = 0,1142), was die aktivitatssteigernde

Wirkung des Vitamin-D auf die gezielte antitumorale Immunreaktion unterstreicht. Weiterhin war zu
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beobachten, dass eine gesteigerte tumorale Perforin-Expression mit einem signifikant verbesserten
Gesamtiiberleben von Kopf-Hals-Tumorpatienten assoziiert zu sein scheint (p = 0,0321). Eine
ausreichende Vitamin-D-Versorgung fihrte im untersuchten Patientenkollektiv zudem im Vergleich zu
den Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel zu einem signifikant verlangerten Gesamtuberleben von
durchschnittlich 10 Monaten (p = 0,0188). Dies kénnte zum einen durch die gesteigerte tumorale
Leukozyteninfiltration bei Patienten mit suffizientem Vitamin-D-Spiegel und zum anderen durch den in
dieser Arbeit analysierten Einfluss des Vitamin-D auf die zytolytische Aktivitét der Leukozyten bedingt

sein.

Zusammenfassend verdeutlichen die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten, dass eine
ausreichende Vitamin-D-Versorgung fiir Kopf-Hals-Tumorpatienten von hoher therapeutischer sowie
prognostischer Relevanz sein kann. Die Ergebnisse demonstrieren, dass Vitamin-D die Expression der
Iytischen Enzyme in der Tumorumgebung der Kopf-Hals-Tumore beeinflussen und somit die
zytolytische Aktivitat der tumorinfiltrierenden Leukozyten regulieren kann, wodurch eine effektivere
antitumorale Immunreaktion generiert werden konnte. Weiterhin sind zusétzliche molekulargenetische
Untersuchungen notwendig, welche das immunstimulierende Potenzial des Vitamin-D auch in
Abhéngigkeit von anderen immunmodulatorischen Einflussen analysieren, um die genauen
Wirkungsweisen des Vitamin-D zu entschliisseln. Schlielich kénnte die kostengiinstige Substitution
von Vitamin-D im Rahmen einer multimodalen Therapiestrategie die Effektivitdt immunonkologischer

Therapieansatze sowie die prognostischen Aussichten von Kopf-Hals-Tumorpatienten optimieren.



1. Zusammenfassung

1. Summary

Squamous cell carcinoma of the head and neck is the sixth most common tumor entity worldwide, with
a 5-year survival rate of about 55 %, making it one of the tumor diseases with a very poor prognosis.
Despite the development of new therapeutic approaches, this limited survival rate has not been improved
significantly in recent years. The reason for this is, on the one hand, a very late diagnosis in most cases,
which can limit the choice of therapy concepts and make it difficult to determine the origin of the tumor.
On the other hand, head and neck tumors have immunosuppressive properties, which may, among other
effects, contribute to a limited effect of targeted drug therapies. For this reason, it is necessary to develop
new methods which improve early detection of tumors and provide patients with new and more effective
treatment options. One possible approach is vitamin D, which seems to be associated with an
immunostimulatory as well as antitumor effect. Various studies have shown that patients with squamous
cell carcinoma of the head and neck suffer from a significant vitamin D deficiency compared with
healthy people, which is moreover associated with a poorer prognosis. In this context, the present study
investigated the extent to which vitamin D may influence the targeted antitumor immune response in

head and neck tumor patients.

For this purpose, tumor tissue samples from 114 head and neck cancer patients were stained
immunohistochemically in order to investigate the expression behavior of the lytic effector molecules
granulysin, granzyme A, granzyme B, granzyme K and perforin as surrogate markers for the antitumor
activity of cytotoxic immune cell populations. The patient collective was divided into 53 patients with
sufficient vitamin D supply and 61 patients with vitamin D deficiency, depending on the serum vitamin-
D level. Adequate vitamin D supply was defined in advance as 25-OH vitamin D serum concentration
above 15 ng/ml and vitamin D deficiency as 25-OH vitamin D serum level below 10 ng/ml.
Semiquantitative evaluation of immunohistochemical staining was performed subsequently using an

immunoreactive score.

The immunohistochemical analyses demonstrated a positive correlation between a sufficiently high
vitamin D serum level and an increased expression of most lytic effector molecules in head and neck
tumor patients. In particular, in the intratumorally localized leukocytes, an increased expression of
granzyme B (p = 0.0026), granzyme K (p = 0.0240) and perforin (p = 0.0030) was observed due to the
sufficient vitamin D supply. In contrast, when intratumoral and peritumoral leukocyte expression of
granzyme A was examined, there was no correlation with serum vitamin D levels. An adequate supply
of vitamin D resulted in increased tumoral expression of perforin (p = 0.0023), granulysin (p = 0.0109),
and tended to increase granzyme K (p = 0.1142), which underscores the activity-enhancing effect of
vitamin D on the targeted antitumor immune response. Furthermore, it was observed that increased
tumoral perforin expression seems to be associated with significantly improved overall survival of head
and neck tumor patients (p = 0.0321). Adequate vitamin D supply also resulted in a significantly

prolonged overall survival of 10 months on average in the studied patient population compared with
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vitamin D deficient patients (p = 0.0188). This may be due to the increased tumoral leukocyte infiltration
in patients with sufficient vitamin-D levels on the one hand and to the influence of vitamin D on the

cytolytic activity of leukocytes analyzed in this thesis on the other hand.

In conclusion, the data collected in the present study illustrate that adequate vitamin D supply may be
of high therapeutic as well as prognostic relevance for head and neck tumor patients. The results
demonstrate that vitamin D may influence the expression of lytic enzymes in the tumor environment of
head and neck tumors and thus regulate the cytolytic activity of tumor-infiltrating leukocytes. This may
generate a more effective antitumor immune response. Furthermore, additional molecular genetic
studies are needed to analyze the immunostimulatory potential of vitamin D also in relation to other
immunomodulatory influences so as to decipher the exact modes of action of vitamin D. Finally, cost-
effective substitution of vitamin D as part of a multimodal therapeutic strategy could optimize the
effectiveness of immuno-oncological therapeutic approaches as well as the prognostic outlook of head

and neck tumor patients.



2. Einleitung

2. Einleitung

2.1 Maligne Neoplasien

In vielen Landern sind die Todesursachen durch verschiedene Erkrankungen sehr unterschiedlich, was
sich unter anderem auf die unterschiedlichen Gesundheitssysteme, das spezifische
Gesundheitsbewusstsein, sowie die Umweltbedingungen der Lander zuriickflhren lasst (World Health
Organization, 2017). Dabei sind in Entwicklungslandern weiterhin Infektionserkrankungen,
Geburtskomplikationen, sowie Mangelernahrung fur mehr als die Halfte aller Todesfélle verantwortlich,
wahrend in den Industrienationen Herzkreislauf- und Tumorerkrankungen als Todesursache dominieren
(World Health Organization, 2016). Aber auch weltweit zéhlen neben ischdmischen Herzerkrankungen
und Schlaganféllen seit 15 Jahren vor allem Tumorerkrankungen zu den fliihrenden Todesursachen,
welche im Jahr 2018 bis zu 9,6 Millionen Tode verursachten (WHO, 2018). Zudem ist die Zahl der
Tumorerkrankungen weltweit weiterhin deutlich steigend (World Health Organization, 2017).

Auch in Deutschland sind Herzkreislauf- und Tumorerkrankungen fiir knapp zwei Drittel aller Tode
verantwortlich (Robert-Koch-Institut, 2016; Lampert et al., 2019). Wahrend die Inzidenz der
Krebserkrankungen seit 1980 stetig zunahm, ist die Sterblichkeit sowohl an Tumor- als auch an Herz-
Kreislauferkrankungen dagegen ruckldufig, was an der veranderten Altersstruktur und der friihzeitigeren
Diagnostik, sowie an neuen verbesserten Therapiestrategien liegt (Schelhase and Weber, 2007). Zu
beachten ist hierbei allerdings, dass sich die Sterblichkeit an Kreislauferkrankungen zwischen 1980 und
2008 von 53% auf 42% verringerte, wahrend die Sterblichkeit an malignen Neubildungen nur um knapp
5% sank (Gaber and Wildner, 2011; Kaatsch and Spix, 2019). Die Inzidenz maligner
Tumorerkrankungen ist auch weltweit weiterhin zunehmend. Dabei ist die Prognose und damit auch die
5-Jahres-Uberlebensrate stark von dem jeweiligen Land und der Tumorentitit abhangig, was sich durch
die Unterschiede im Zugang zu Friiherkennung und optimaler Behandlung erklaren lasst (Allemani et
al., 2015).

Im Jahr 2016 erkrankten (ber 233.000 Frauen und tber 258.000 Manner in Deutschland an einer
malignen Neubildung. Insgesamt knapp 300.000 Menschen starben im selben Jahr an einer
Krebserkrankung. Bei Frauen sind maligne Tumorerkrankungen der Brustdriise mit 29,5% mit Abstand
am haufigsten, gefolgt vom kolorektalen Karzinom (11,1%) und dem Lungenkarzinom (9,2%). Mé&nner
dagegen sind am hdufigsten von einem Prostatakarzinom (22,7%) betroffen, gefolgt von Lungenkrebs
(13,9%), Darmkrebs (12,5%) und Kopf-Hals-Karzinomen (5%). Wé&hrend bei den Frauen der Brustkrebs
mit 17,6% auch die hdufigste Tumorlokalisation aller Krebssterbefélle ausmacht, ist bei den Mannern
das Lungenkarzinom (23,5%) fur die meisten Tumorsterbefélle verantwortlich (Kaatsch and Spix,
2019).
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2. Einleitung

2.2 Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs

2.2.1 Epidemiologie und Atiologie

Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs (Head and Neck Squamous Cell Carcinoma, HNSCC)
stehen mit knapp 5% aller Tumorentitdten bei Mé&nnern an vierter Stelle der h&ufigsten
Tumorerkrankungen mit knapp 12.500 Féllen pro Jahr in Deutschland. Frauen dagegen erkranken
deutlich seltener an Kopf-Hals-Tumoren. So waren im Jahr 2016 in Deutschland knapp 4.500 Frauen
von einem Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich betroffen. Allerdings zeigt sich seit 2011 bei
den Maénnern ein leichter Riickgang der Erkrankungshaufigkeit, wahrend die Inzidenz bei Frauen
langfristig ansteigt (Abb. 1). Die 5-Jahres-Uberlebensrate betragt bei Frauen derzeit etwa 63%, die 10-
Jahres-Uberlebensrate nur etwa 53%. Bei Méannern ist die Prognose mit einer Uberlebensrate nach 5
Jahren von 47% und nach 10 Jahren von nur 35% noch deutlich schlechter. Damit ist die Prognose der
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches insgesamt im Vergleich mit einigen anderen
Tumorerkrankungen in Deutschland, wie beispielsweise Mamma- oder Prostatakarzinomen, als sehr
eingeschrénkt einzuordnen (Robert Koch-Institut, 2016; Kaatsch and Spix, 2019).

Altersstandardisierte Erkrankungs-und Sterberaten bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches
(HNSCC), Deutschland 1999-2020

30
27
24
21 Erkrankungsrate:
18 w — Frauen — Minner
15 Sterberate:
12 === Frauen === Minner
= ——————— Prognose Erkrankungsrate:
6 __,___F,__‘—.____-::—:-——ﬁ-_-:;:_" Frauen Ménner
3
] I I I I ] I I I I I I I ] I I I ] I I I 1
1998 2001 2003 2005 2007 2009 2011 2003 2015 2007 20019
€1 Zentrum fir Krﬁtnsrﬁglsre'qlclier' m Robert Koch-Institut

Abbildung 1: Die Abbildung des Zentrums fir Krebsregisterdaten zeigt die altersstandardisierten Erkrankungs-
und Sterberaten fir maligne Tumore der Mundhdéhle und des Rachens, eingeteilt nach dem Geschlecht, fir die
Jahre 1999 bis 2016/17 in Deutschland; auch eine Prognose fur das Jahr 2020 wird angegeben. Wahrend die
Inzidenz der Tumore bei Ménnern seit 2011 riicklaufig ist, steigt diese bei Frauen weiterhin leicht an. Die
Mortalitat dagegen verldauft nahezu konstant, lediglich ein geringer Rlickgang ist bei den betroffenen Mannern zu
verzeichnen (Zentrum fir Krebsregisterdaten, 2017).
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2. Einleitung

Die Tumorentitat der Kopf-Hals-Karzinome gliedert sich in maligne Neoplasien der Mundhdéhle, des
Nasopharynx, des Oropharynx, des Hypopharynx, des Larynx und der Lippe, wobei die Mundhdhle und
der Larynx mit 70 % die hdufigsten Tumorlokalisationen ausmachen (Robert Koch-Institut, 2016).
Dabei handelt es sich in tGber 90% der Félle histologisch um Plattenepithelkarzinome. Lediglich zu
einem geringen Teil kommen auch Adenokarzinome vor, die vor allem die Speicheldriisen betreffen. In
dieser Arbeit wurden ausschliellich histologisch gesicherte Plattenepithelkarzinome untersucht.

In der Genese der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs spielen vor allem der Alkohol- und
Tabakkonsum, sowie mutagene Viren vom HPV-Typ eine gro3e Rolle. Daneben kann eine erhdhte UV-
Strahlen-Exposition zur Entstehung von Lippenkarzinomen fiihren. Auch weitere chemische Noxen wie
Asbest oder Holzstaub, sowie Infektionen mit dem Epstein-Barr-Virus stellen Risikofaktoren fir die
Entstehung von Kopf-Hals-Tumoren dar (Reil et al., 2009; Schmoll et al., 2013; Cohen et al., 2018).
Der Alkohol- oder Tabakkonsum ist fiir die Entstehung von knapp 80 % der Plattenepithelkarzinome
der Mundhdhle, des Pharynx und des Larynx verantwortlich. Treten beide Noxen kombiniert auf, kommt
es zu einem Multiplikationseffekt und damit zu einer starken Risikoerh6hung an einem
Plattenepithelkarzinom zu erkranken (Hashibe et al., 2015). Tabakkonsumenten, die keinen Alkohol
konsumieren, haben im Vergleich zu Menschen, die nie geraucht haben, bereits ein deutlich erhéhtes
Risiko an einen Kopf-Hals-Karzinom zu erkranken (Hashibe et al., 2007). Dabei besteht eine starke
Korrelation zwischen dem Grad der Nikotinexposition und dem Karzinomrisiko (Lubin et al., 2007). In
verschiedenen Studien lasst sich dabei am eindeutigsten der Zusammenhang zwischen isoliertem
Tabakkonsum und dem Risiko an einem Larynxkarzinom zu erkranken zeigen (Lubin et al., 2009;
Hashibe et al., 2015). Auch die steigende Zahl der an Kopf-Hals-Tumoren erkrankten Frauen l&sst sich
mit dem Tabakkonsum in Verbindung bringen, da der Anteil der rauchenden Frauen vor allem seit den
1960er Jahren stark anstieg (Zalewska et al., 2009). Der Uber diese Jahre fortgesetzte Konsum von
Zigaretten in Kombination mit dem physiologischen Altern fiihrt zu der beschriebenen Erhéhung des
Karzinomrisikos fiir Frauen (Zalewska et al., 2009).

Betrachtet man den reinen Alkoholkonsum, I&sst sich auch hier ein wesentlicher Einfluss auf das Risiko
der Tumorentstehung feststellen (Hashibe et al., 2007). Am deutlichsten zeigt sich hier eine Dosis-
Wirkungsbeziehung zwischen der am Tag konsumierten Alkoholmenge und dem Risiko an einem
Pharynxkarzinom zu erkranken (Hashibe et al., 2015). Zudem steigt die karzinogene Wirkung des
Alkohols mit seiner Konzentration. So hat hochprozentiger Alkohol, wie Spirituosen, eine deutlich
stérkere karzinogene Wirkung als niedrigprozentiger Alkohol in Form von Bier oder Wein (Castellsagué
et al., 2004; Hashibe et al., 2015).

Bei beiden Arten des Konsums, sowohl dem Tabakrauchen als auch dem Alkoholkonsum, sinkt das
Tumorrisiko bei anhaltender Abstinenz. Nach etwa 20 Jahren wird so ein annahrend ahnliches Risiko,
wie bei einer Person, die nie in groReren Mengen Alkohol oder Tabak konsumiert hat, erreicht (Rivera,
2015).
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Ein weiterer wichtiger Risikofaktor fur die Entstehung von Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-
Bereich ist die Infektion mit humanen Papillomviren (HPV) vom High-Risk-Typ, die in etwa einem
Drittel aller HNSCCs vorliegt (Lewis et al., 2015). In der Regel verursacht eine Infektion mit HPV
gutartige Haut- und Schleimhauttumore wie Warzen oder Papillome. Von den heute bekannten
Serotypen konnen aber auch einige urséchlich zur Entstehung von malignen Neoplasien beitragen
(Doorbar et al., 2012). Wséhrend die HPV-Typen 18 und 33 bei der Entstehung von
Plattenepithelkarzinomen des Oropharynx und der Typ 52 in Karzinomen der Mundhdhle eine wichtige
Rolle spielen, ist HPV-16 das mit Abstand am haufigsten auftretende Karzinogen in allen HPV-
assoziierten Kopf-Hals-Tumoren (Betiol et al., 2013; Michaud et al., 2014). Auch beziglich der
Prognose nimmt das HPV-assoziierte Plattenepithelkarzinom eine Sonderrolle ein. So zeigt es sich in
mehreren Studien prognostisch wesentlich gunstiger als die noxeninduzierten Kopf-Hals-Tumoren
(Lewis et al., 2015; Mandal et al., 2016). Dies erklart sich einerseits durch das deutlich bessere
Ansprechen der HPV-assoziierten Tumoren sowohl auf Chemo- als auch auf Strahlentherapie, sowie
andererseits durch das im Durchschnitt wesentlich jlingere Alter der Patienten mit HPV-bedingten Kopf-
Hals-Karzinomen (Fakhry et al., 2008; Ang et al., 2010). Auch die in der Regel deutlich bessere
Immunfunktion dieser jungeren Patienten und die damit verbundene gesteigerte tumorale
Immunzellinfiltration  kdnnte sich hier positiv auf die Prognose der HPV-assoziierten Tumoren
auswirken (Kimple et al., 2012; Mandal et al., 2016b; Cheraghlou et al., 2019). An dieser Stelle stellt
sich deshalb die Frage, inwieweit das Immunsystem und seine Mediatoren, auch unabhangig vom HPV-

Status, Einfluss auf die Tumorabwehr und damit das Gesamtiiberleben der Patienten nehmen.

2.2.2 Pravention, Diagnostik und Therapie

Trotz andauernder Forschung und neuer Innovationen in Diagnostik und Therapie hat sich die 5-
Jahresiberlebensrate der Patienten mit Plattenepithelkarzinomen im Kopf-Hals-Bereich in den letzten
Jahren nicht wesentlich verbessert und liegt weiterhin im Schnitt bei nur etwas tiber 50 % (Carvalho et
al., 2005; Wolff et al., 2012; Wolff, Follmann and Nast, 2012). Aus diesem Grund ist es besonders
wichtig weiterhin neue diagnostische Verfahren zu entwickeln und operative Methoden zu verbessern,
aber auch praventive MaRnahmen einzuleiten, die bei der kérpereigenen Tumorabwehr helfen. Vor dem
Hintergrund, dass die Heilungsaussichten in friihen Stadien (T1-2) der Tumorerkrankung wesentlich
besser sind, ist die Fruherkennung von Kopf-Hals-Tumoren von ganz zentraler Bedeutung (Wolff,
Follmann and Nast, 2012; Wiegand et al., 2015). Diagnostisch wird bei Patienten mit unklaren und
therapierefraktéren Schleimhautveranderungen im Kopf-Hals-Bereich eine ausfuhrliche Hals-Nasen-
Ohrenéarztliche Untersuchung durchgefihrt, die bei bestehendem klinischem Verdacht auf ein Malignom
durch eine Panendoskopie, bestehend aus Naso-, Oro- und Hypopharyngoskopie, sowie
Mikrolaryngoskopie, Tracheobronchoskopie und Osophagogastroskopie, erweitert wird. Die
beschriebenen Schleimhautverédnderungen zeigen sich dabei klinisch meist nicht einheitlich und kdnnen

als weille oder rote Flecken an der Mundschleimhaut, als Ulzerationen oder Schwellungen auftreten.
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Auch Schmerzen, Schluckstérungen, ein persistierendes Fremdkdrpergefuhl, unklare Blutungen oder
ein Foetor ex ore kénnen hinweisend auf ein Plattenepithelkarzinom sein (Wolff et al., 2012; Wolff,
Follmann and Nast, 2012; Wiegand et al., 2015). Im Rahmen der Panendoskopie kdnnen erste
Ruckschlisse auf Tumorgrofle und —ausdehnung gezogen und die Diagnose vor allem histologisch
gesichert werden. Da der Status des Befalls der Halslymphkoten weiterhin als einer der wichtigsten
prognostischen Faktoren gilt, wird meist zudem eine Sonographie der Halslymphknoten durchgefiihrt
(Teymoortash and Werner, 2012; Wolff, Follmann and Nast, 2012). Zum Ausschluss einer weiteren
Metastasierung dient ein Staging mittels CT-Thorax und —Abdomen. In einigen Féllen kann dieses
Staging um eine Positronen-Emmissions-Tomographie(PET)-CT ergénzt werden, um Tumorrezidive
besser aufspuren zu kénnen (Wolff, Follmann and Nast, 2012; Wiegand et al., 2015).

Die Therapie von Kopf-Hals-Karzinomen richtet sich in der Regel nach den Vorschlagen und
Entscheidungen einer interdisziplindren Tumorkonferenz unter Einbeziehung der Winsche und
Vorstellungen des Patienten. Neben der Tumorgrole und —infiltrationstiefe und dem
Lymphknotenstatus, sind das Alter, der Allgemeinzustand des Patienten und seine Vorerkrankungen
wichtige Faktoren zur Planung des Therapiekonzepts (Sesterhenn et al., 2005). Die individuelle
Therapie wird dabei auf jeden einzelnen Patienten angepasst und kann neben der operativen Entfernung
des Tumors bzw. einer priméren Radiochemotherapie auch adjuvante oder neoadjuvante Radio- oder
Radiochemotherapie, sowie neuere Therapiestrategien mit therapeutischen Antikérpern oder
Checkpoint-Inhibitoren enthalten. Auch die Rekonstruktion ist nach groRen operativen Eingriffen im
Kopf-Hals-Bereich von grofer Bedeutung (Wolff et al., 2012; Wolff, Follmann and Nast, 2012;
Wiegand et al., 2015).

2.2.3 Molekulare Pathogenese

Fir die Entstehung und Progression eines Tumors sind mehrere unterschiedliche Mutationen in
verschiedenen Genen notwendig, die miteinander kombiniert wirken und so das Gleichgewicht
zwischen Onkogenen und Tumorsuppressorgenen storen. Dadurch kommt es tber die Aktivierung der
Onkogene und die Inaktivierung der Tumorsupressorgene zu einer Entdifferenzierung der Zellen und
damit einem enthemmten Wachstum (Reif et al., 2009; Loffler and Petrides, 2013). Die Mutationen
kdnnen dabei spontan auftreten oder durch chemische Substanzen, mutagene Viren oder ionisierende
Strahlung ausgeldst werden. Auch eine familidre Disposition, Tabak- und Alkoholkonsum und die
Erndhrung stellen Risikofaktoren flir die Tumorentstehung dar. AuRerdem steigt das Risiko an einem
malignen Tumaor zu erkranken deutlich mit dem Alter, da die einzelnen Zellschadigungen mit dem Alter
akkumulieren (Schmoll et al., 2013; Wagener and Muller, 2010).

In der Pathogenese der Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs sind vor allem der Alkohol-
und Tabakkonsum, sowie mutagene Viren vom HPV-Typ beteiligt (Schmol et al., 2013). Die
Inhaltsstoffe des Zigarettenrauches und die beim Konsum von hochprozentigem Alkohol entstehenden

zytotoxischen Abbauprodukte induzieren dabei DNA-Schéden in den Zellen der Mund-, Rachen- und
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Larynxschleimhaut, die langfristig Uber die Akkumulation von Mutationen zu einer Dysregulation der
Zellproliferation und damit zur Entartung der Zellen fihren kdnnen (Leemans et al., 2011). Fir die
Tumorprogression sind molekularbiologisch Mutationen in Tumorsuppressorgenen, die fur die Proteine
p53, pl6 oder das Retinoblastom-protein (RB) kodieren, besonders bedeutsam, da diese durch die
Aufhebung der Zellzykluskontrolle und eine eingeschrankte DNA-Reparatur zu einer unkontrollierten
Proliferation der Tumorzelle fiihren (Leemans et al., 2011; Loffler and Petrides, 2013). Durch die
mutationsbedingte Inaktivierung von RB wird so die biologische Transkription der Tumorzelle tiber den
Transkriptionsfaktor E2F beguinstigt. Zudem fihrt die Inaktivierung des p53-Proteins dazu, dass der
Ubergang der Tumorzelle in die nachste Phase des Zellzyklus und damit in die Zellteilung nicht mehr
verhindert werden kann. Bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches kommt hinzu, dass die
Expression des Epidermalen Growth Factor Receptor (EGFR) gesteigert ist, wodurch es zu einer
Beschleunigung des Tumorwachstums kommt (Leeman et al., 2011; Loffler and Petrides, 2013; Hof
and Ddrries, 2017). Durch das Zusammenwirken dieser molekularen Mechanismen werden so die
Proliferation, die Angiogenese und das invasive Tumorwachstum geférdert, wahrend die zelluldren
Differenzierungs- und DNA-Reparaturmechanismen sowie die Zellapoptose gehemmt werden (Loffler
and Petrides, 2013; Hof and Ddrries, 2017).

Eine Infektion mit humanen Papillomviren (HPV) kann gutartige Haut- und Schleimhauttumore wie
Warzen oder Papillome verursachen, einige Serotypen kdnnen aber auch ursachlich zur Entstehung von
malignen Neoplasien beitragen (Doorbar et al., 2012). Bei der Entstehung der benignen
Hautverdnderungen erfolgt die Infektion meist Uber geringste Hautlasionen, die mit erregerhaltigem
Warzenmaterial in Kontakt kommen, wodurch es in den verschiedenen epithelialen Zellschichten zur
Replikation des episomal vorliegenden Virus und im Stratum corneum schliellich tber eine massive
Virusproduktion zur Entstehung der Warze kommt (ReiB et al., 2009; Doorbar et al., 2012; Hof and
Dorries, 2017). Die Entstehung maligner Hautverdnderungen durch humane Papillomviren beruht
dagegen auf einem wesentlichen Unterschied. Hier liegt das Virusgenom nicht episomal vor, sondern
wird bereits in der epithelialen Basalzellschicht in die Wirtszell-DNA eingebaut (Doorbar et al., 2012).
Durch diese Integration geht das virale Gen E2 verloren, wodurch es durch fehlende Kontrolle zur
Uberexpression der viralen Proteine E6 und E7 kommt. Uber eine Interaktion dieser Proteine mit den
wirtszellspezifischen Proteinen kommt es zu einer sehr starken Inhibierung der antiproliferativen
Tumorsuppressorproteine p53 und EB 105, die schlieBlich die Transformation der Wirtszelle nicht mehr
verhindern kénnen (Hochmann et al., 2020). Zudem zeigen die Proteine der HPV-High-Risk-Typen, zu
denen die Typen 16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 56, 58,59 und 66 gehdtren, eine viel hdhere Affinitat zu
den Rezeptoren der Basalzellen als die der Low-Risk-Typen (Hof and Dorries, 2017). Dennoch miissen
weitere, noch nicht vollstandig verstandene, exogene Einflusse auf die transformierten Zellen einwirken,
um daraus einen Tumor entstehen zu lassen (Doorbar et al., 2012; Hof and Ddérries, 2017; Hochmann et
al., 2020; Layman et al., 2020).
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2.3 Das humane Immunsystem

Die moderne Krebsbehandlung von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs steht, wie in den
vorherigen Abschnitten bereits erlautert, aufgrund begrenzter Behandlungsmdglichkeiten und meist
schlechter Prognosen weiterhin vor vielen Problemen. Dies ist vor dem Hintergrund der nicht
unerheblichen Inzidenz der Kopf-Hals-Tumoren in Deutschland ein wichtiger Ansatzpunkt
tumortherapeutischer Forschung. Dabei sollten neben den Behandlungskonzepten des bestehenden
Tumors vor allem auch protektive Faktoren berticksichtigt werden, die bereits in der Tumorgenese
eingreifen. Verschiedene neue Therapiemdglichkeiten sind notwendig, um die Behandlung der Kopf-
Hals-Karzinome zu verbessern. Dabei sollten aber auch bereits bestehende Therapiekonzepte genutzt
werden, deren Wirkung durch supportive Komponenten ausgebaut werden konnte, um damit das
Gesamtiiberleben der Patienten zu verbessern.

Ein wichtiger Angriffspunkt neuer onkologischer Therapieansatze ist dabei das korpereigene
Immunsystem und seine gezielte antitumorale Aktivitat (Ferris, 2015; Kansy et al., 2015; Mandal et al.,
2016). Aus diesem Grund wird im Weiteren detaillierter auf das menschliche Immunsystem und seine
antitumorale Immunreaktion eingegangen.

Das humane Immunsystem besteht aus lymphatischen Organen, unterschiedlichen Zelllinien und
Signalkaskaden, sowie lytischen Effektormolekilen, die funktionell miteinander verbunden,
Krankheitserreger erkennen und eliminieren. Dartber hinaus ist das Immunsystem auch in der Lage,
fehlregulierte zelluldre Prozesse der kdrpereigenen Zellen zu erkennen und diese zu bekdmpfen, was die
Grundlage der korpereigenen immunologischen Tumorabwehr darstellt (Chen and Mellman, 2013).
Eine Immunreaktion kann dabei unspezifisch im Sinne des angeborenen Immunsystems oder erreger-
bzw. noxenspezifisch im Sinne des adaptiven Immunsystems ablaufen. Beide Formen unterteilen sich
wiederum in einen humoralen Anteil aus I6slichen Faktoren und einen zelluléaren Anteil (Rink et al.,
2015).

2.3.1 Das angeborene Immunsystem

Das angeborene Immunsystem als erste Instanz der Immunreaktion wird unabhéngig vom eindringenden
Erreger aktiviert (Rink et al., 2015). Als erster Abwehrmechanismus schiitzen die Haut und die
Schleimhdute als biochemische und physische Barriere den Korper vor dem Eindringen von
Krankheitserregern. Diese erste duRere Schutzwirkung wird durch eine Reihe I6slicher Komponenten
unterstitzt. Dazu z&hlen die antimikrobiell wirkenden Defensine und Lysozym, sowie die Cathelicidine,
die zusétzlich zur Rekrutierung von Leukozyten beitragen. Auch die antiviral wirkenden Interferone
zdhlen zu den lIgslichen Faktoren des angeborenen Immunsystems (Rink et al., 2015; Murphy and
Weaver, 2018).
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Eine weitere Komponente von grofRer Bedeutung flir die unspezifische Immunabwehr ist das
Komplementsystem. Es besteht aus tiber 30 Glykoproteinen, sogenannten Komplementfaktoren, die sich
uber eine Interaktionskaskade aktivieren (Murphy and Weaver, 2018). Die Aktivierung der
Komplementkaskade kann dabei auf drei verschiedenen Arten erfolgen: dem klassischen Weg, dem
alternativen Weg und dem Lektinweg. Die Wege unterscheiden sich dabei im Wesentlichen in ihrem
initialen Aktivierungsmechanismus und in ihrer Abhangigkeit von einem Antikorper. Alle drei Wege
fuhren aber schlieRlich zur Bildung eines Membrane Attack Complex (MAC), der eine Pore in der
Membran des Pathogens bildet und so die Lyse der Zielzelle auslost. Zudem kdnnen bestimmte
Komplementfaktoren die Oberflache von Pathogenen markieren (Opsonisierung), um diese flr
Immuneffektorzellen leichter zugénglich zu machen (Rink et al., 2015; Hof and Dorries, 2017).

Die zellulare Komponente der angeborenen Immunabwehr wird durch Granulozyten, Mastzellen,
Makrophagen, dentritische Zellen und natirliche Killerzellen (NK-Zellen) verkérpert (Hof and Dorries,
2017). Die heterogene Gruppe der Granulozyten, bestehend aus neutrophilen, eosinophilen und
basophilen Granulozyten, sorgt dabei fur eine mdglichst schnelle Beseitigung apoptotischer Zellen und
anderer pathogener Organismen, wie Bakterien, Pilze oder parasitare Wirmer. Dies geschieht durch
Phagozytose (Rink et al., 2015). Die Makrophagen und dentritischen Zellen dagegen zéhlen zu den
antigenprasentierenden Zellen (APC) des unspezifischen Immunsystems. Makrophagen reifen dabei aus
den im Blut zirkulierenden Monozyten heran und sorgen in den peripheren Geweben fiur die
Eliminierung von Pathogenen und apoptotischen, endogenen Zellpopulationen durch Phagozytose. Zu
geringeren Anteilen sind sie aber auch in der Lage, exogene Anitgene nach intrazellulérer Prozessierung
auf ihrer Oberflache zu préasentieren und damit die T-Zellen der adaptiven Immunabwehr zu aktivieren.
Durch die Produktion proinflammatorischer Zytokine wie TNF-o und weiterer akute Phase Proteine
beschleunigen sie zudem die Migration neutrophiler Granulozyten und regulieren die Zellproliferation
von Immunzellen (Rink et al., 2015; Murphy and Weaver, 2018). Die dentritischen Zellen, als potenteste
antigenprasentierende Zellen, wandern nach Antigenkontakt (iber die Lymphflissigkeit in regionale
Lymphknoten, um dort die Peptidfragmente der aufgenommenen Erreger den T-Zellen zu présentieren.
Damit bilden sie das Bindeglied zwischen angeborener und adaptiver Immunabwehr (Rink et al., 2015;
Hof and Ddrries, 2017).

Die lymphozytéren natirlichen Killerzellen (NK-Zellen) bekdmpfen als Teil der unspezifischen
Immunantwort, Korperzellen, die keine MHC-I-Molekile tragen; meist viral-infizierte Zellen oder
Tumorzellen. Dabei besitzen sie keine antigenspezifischen Rezeptoren, sondern eine Vielzahl von
Rezeptoren zur Erkennung von Zielzellen. Das Verhéltnis von aktivierenden zu hemmenden Rezeptoren
bestimmt dabei die lytische Aktivitat der NK-Zellen (Moretta et al., 2002). Da die Entartung einer Zelle
zur Tumorzelle meist mit einem Verlust oder einer deutlich verminderten Expression von MHC-I-
Molekiilen einhergeht und es so zu einer aktivierenden Interaktion zwischen Tumor- und NK-Zelle
kommt, vermittelt die natirliche Killerzelle eine zytotoxische Anti-Tumor-Antwort (Murphy and

Weaver, 2018). Bei der Interaktion zwischen NK-Zelle und Zielzelle kommt es zur Ausbildung einer

17



2. Einleitung

immunologischen Synapse, ber welche die NK-Zelle bei Aktivierung die Lyse der Zielzelle auslost.
Dies erfolgt Gber die Exozytose von lytischen Effektormolekiilen wie Perforin, Granzymen und
Granulysin, auf die im weiteren Verlauf noch ndher eingegangen wird (Rink et al., 2015; Hof and
Ddrries, 2017).

2.3.2 Das adaptive Immunsystem

Das adaptive Immunsystem beruht auf der Fahigkeit, spezifisch auf nahezu jedes eintretende Pathogen
reagieren zu konnen. Dies erfolgt Uber die léslichen Faktoren der adaptiven Immunantwort, die
Antikdrper (Murphy and Weaver, 2018). Diese werden innerhalb weniger Tage nach Erstkontakt mit
einem Pathogen von den B-Lymphozyten gebildet. Nach diesem ersten Kontakt bilden sich
Gedachtniszellen aus, die bei erneuter Pathogenexposition eine schnellere Immunantwort auslésen
kénnen. Den Antikorpern ist es dabei Uber ihre variable Region mdglich, nahezu jedes Antigen
spezifisch zu binden. Die humanen Antikdrper lassen sich in finf verschiedene Immunglobulinklassen
unterteilen. IgM wird bei einer primaren Immunantwort zuerst gebildet und gilt daher als Marker einer
akuten Infektion. Die IgM-Monomere besitzen aufgrund ihrer hohen Anzahl an Bindungsstellen eine
hohe Aviditat und kénnen beispielsweise mehrere Bakterien gleichzeitig binden. So gentigt bereits ein
IgM-Molekil, um das Komplementsystem zu aktivieren. IgG ist das typische Immunglobulin der
Sekundarantwort und stellt mit 75% den Hauptanteil der Antikorper im Blut dar. Es ist fur die
Opsonisierung und Neutralisierung von bakteriellen und viralen Pathogenen zustandig und kann
ebenfalls Komplementfaktoren aktivieren. Sezerniertes IgA ist das Hauptimmunglobulin der
Korpersekrete und befindet sich vor allem in der Trénenflussigkeit, auf Schleimh&uten und in der
Muttermilch. Dort sorgt es fiir einen effektiven Schutz gegen die Schleimhaut befallende
Mikroorganismen. IgE dient vor allem der Abwehr von Parasiten und ist an der allergischen Reaktion
vom Soforttyp beteiligt, wahrend IgD in erster Linie zur B-Zell-Reifung beitragt (Rink et al., 2015; Hof
and Ddrries, 2017).

Der zellulédre Anteil des adaptiven Immunsystems wird durch die im Knochenmark gebildeten T- und
B-Lymphozyten verkdrpert. Kommt es zur Exposition mit einem Pathogen, wird dieses von
antigenprasentierenden Zellen aufgenommen, prozessiert und uber MHC-Komplexe auf ihrer
Oberflache présentiert. Die im Thymus selektierten T-Zellen, die einen antigenspezifischen T-Zell-
Rezeptor (TCR) besitzen, mit dem sie die peptidbeladenen MHC-Molekile binden kénnen, treffen nun
auf diese prozessierten Antigene und starten damit ihren Aktivierungsprozess. Neben dieser Interaktion
zwischen MHC-Komplex und T-Zell-Rezeptor, wirken weitere stimulatorische und inhibitorische
Faktoren auf die T-Zellen ein, die deren Differenzierungsvorgénge beeinflussen (Rink et al., 2015;
Murphy and Weaver, 2018). Durch die unterschiedliche Expression von Membranproteinen lassen sich
die T-Lymphozyten in verschiedene Subtypen unterteilen. So tragen die T-Helferzellen CD4-Molekille
auf ihrer Oberflache, mit denen sie die MHC-II-Komplexe der antigenprésentierenden Zellen binden

konnen. Uber diese Interaktion kommt es zu einer Aktivierung der T-Helferzelle, die in einer
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Zytokinausschittung und erhohten Proliferationsrate resultiert. Durch die Subpopulation der TH1-
Zellen kommt es so zur zelluldren proinflammatorischen Immunreaktion, wahrend die TH2-Zellen naive
B-Zellen aktivieren und so die humorale Immunantwort vermitteln. Eine weitere Gruppe der T-
Lymphozyten exprimiert neben CD4 vor allem CD25, FOXP3 und CTLA-4 auf ihrer Oberflache. Diese
regulatorischen T-Zellen besitzen eine supprimierende Wirkung auf Immunreaktionen und sind Gber die
Ausschittung inhibitorischer Zytokine malRgeblich an dem Aufbau einer tumorvermittelten
Immunsuppression beteiligt (Rink et al., 2015; Mandal et al., 2016). Die Hauptaufgabe der CD8-
positiven zytotoxischen T-Zellen besteht in der Abtétung viral infizierter oder tumorés entarteter
korpereigener Zellen. Dazu interagiert der T-Zell-spezifische Rezeptor der CD8*-Zelle mit MHC-I-
Molekiilen, die von allen kernhaltigen endogenen Zellen exprimiert werden. Da die infizierten oder
entarteten Zellen die viralen oder veranderten eigenen Peptidfragmente in den MHC-I-Komplexen auf
ihrer Oberflache prasentieren, erkennt die zytotoxische T-Zelle die Verédnderung und wird so aktiviert.
Folglich kommt es zur Ausschittung lytischer Effektormolekiille wie Perforin und Granzyme, mit
zytotoxischer und apoptotischer Wirkung auf die Zielzelle (Rink et al., 2015; Hof and Ddérries, 2017).

B-Lymphozyten werden im Knochenmark aus lymphatischen Stammzellen gebildet. Bei ihrem
Ubergang vom Knochenmark in das lympho-hamatogene System verfiigen sie tiber einen reifen B-Zell-
Rezeptor in Form eines membranstandigen Antikorpers. Mit diesem Rezeptor binden sie losliche
Fremdantigene und prasentieren diese nach intrazellularer Prozessierung auf ihren MHC-II-Molekiilen.
Uber die Interaktion mit dem T-Zell-Rezeptor einer T-Helferzelle und konsekutiver
Zytokinausschittung kommt es zur Aktivierung der B-Zelle. Diese wird dadurch zur klonalen
Expansion und zur Differenzierung in eine Plasmazelle angeregt. Die somatische Rekombination von
Gensegmenten im Reifungsvorgang der B-Zellen ist dabei flr die Vielfalt der von den Plasmazellen

produzierten Antikorper verantwortlich (Rink et al., 2015; Murphy and Weaver, 2018).

2.4 Lytische Effektormolektle des Immunsystems

Die zytotoxische Immunreaktion zur Abwehr von eindringenden Pathogenen und kdrpereigenen
entarteten Zellen beruht auf der Ausschittung lytischer Effektormolekiile durch die NK-Zellen und die
zytotoxischen T-Lymphozyten (CTL), wodurch die Apoptose der Zielzelle ausgel6st wird (Rink et al.,
2015). Die lytischen Enzyme Perforin, Granulysin und die Granzyme sind in den CTL und NK-Zellen
in ihrer aktiven Form in zytotoxischen Granula gespeichert, um ihre lytische Aktivitét vor Eintritt in die
Zielzelle zu verhindern. Kommt es nun zum Kontakt zwischen zytotoxischer Immunzelle und Zielzelle,
wird die Degranulierung ausgeldst (Murphy and Weaver, 2018). Dazu bildet sich eine immunologische
Synapse, in welche die Granula-Proteine freigesetzt werden. Perforin bildet dabei kleine Poren in der
Membran der Zielezelle, wodurch es zu einem Calciumeinstrom kommt, der es den Granzymen und
Granulysin erméglicht durch Endozytose in die Zielzelle aufgenommen zu werden (Catalfamo and
Henkart, 2003; Rink et al., 2015; Voskoboinik et al., 2015; Murphy and Weaver, 2018). Die Granzyme

I6sen anschliefend durch verschiedene Wege die Apoptose der Zielzelle aus. Granzym A und Granzym
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B stellen dabei die haufigsten Vertreter der Granzyme dar (Rink et al., 2015). Granzym A l6st den
apoptotischen Zelltod vollig unabhéngig von den eigentlichen Mediatoren der Apoptose, den Caspasen,
aus, indem es die Mitochondrien schadigt (Raja et al, 2003; Chowdhury and Lieberman, 2008; Rudd-
Schmidt et al., 2019). Auf eine dhnliche Weise fiihrt auch Granzym K unabhéngig von den Caspasen
zur Apoptose der Zielzelle, wobei die genauen Wirkmechanismen hier noch nicht bekannt sind
(Chowdhury and Lieberman, 2008; Wensink et al., 2016). Granzym B dagegen spaltet Proteine und
aktiviert so direkt die zentrale Caspase-3, wodurch eine proteolytische Caspasekaskade ausgeldst wird,
die letztlich zum DNA-Abbau in der Zielzelle fuhrt (Rink et al., 2015). Darlber hinaus schédigt
Granzym B durch Proteinspaltung die &ufRere Mitochondrienmembran, wodurch apoptoseférdernde
Molekiile wie Zytochrom C freigesetzt werden (Chowdhury and Lieberman, 2008; Murphy and Weaver,
2018; Rudd-Schmid et al., 2019). Als weiteres lytisches Effektormolekil besitzt Granulysin
antimikrobielle Aktivitat indem es die Membran der Bakterienzelle angreift und so deren osmotische
Lyse auslost (Murphy and Weaver, 2018). Zudem gelangt Granulysin mithilfe von Perforin in das
Zytosol seiner Zielzelle, wodurch es zu einer Schadigung der Mitochondrienmembran und Freisetzung
von Zytochrom C und weiteren apoptoseinduzierenden Faktoren kommt (Clayberger and Krensky,
2003; Sparrow and Bodman-Smith, 2020). Dieser Mechanismus ist in Abbildung 2 schematisch
dargestellt.
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Abbildung 2: Die Abbildung zeigt die durch Granulysin induzierte Lyse einer Tumorzelle. Nach Bindung an die
Zellmembran I6st Granulysin einen Anstieg des intrazellularen Calciums und einen Abfall des intrazelluléren
Kaliums aus. Zudem kommt es durch die Schadigung der Mitochondrien zur Freisetzung von Zytochrom C
(CytoC) und weiteren apoptose-induzierenden Faktoren (AIF), was letztlich Giber die Aktivierung der Caspasen
und Endonukleasen zum Zelltod durch Apoptose fihrt (Clayberger and Krensky, 2003).
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In Studien zeigte sich aulerdem, dass Granulysin auch Uber eine Spaltung von Proteinen verschiedene
Caspasen aktivieren und so die Apoptose auslésen kann. Welche Caspasen hierbei betroffen sind und
uber welchen genauen Mechanismus die Aktivierung ablauft, ist allerdings noch nicht bekannt (Saini et
al., 2011).

Verschiedene Studien der letzten Jahre konnten zudem die Bedeutung dieser lytischen Effektormolekiile
in der immunologischen Tumorabwehr, sowie der Behandlung und Prognose maligner Erkrankungen
nachweisen (Al-Wasaby et al., 2015; Mosconi et al., 2017; Wu et al., 2019). In Studien zur Behandlung
der fortgeschrittenen akuten lymphoblastischen Leuk&mie (ALL) konnte dem bispezifischen,
monoklonalen Antikdrper Blinatumumab so ein verlangernder Einfluss auf das Gesamtuberleben der
Patienten im Vergleich zur géngigen Chemotherapie nachgewiesen werden (Topp et al., 2015;
Kantarjian et al., 2017). Dabei greift Blinatumumab an CD3-positiven T-Zellen an und ermdglicht
diesen die CD19-positiven ALL-Blasten (ber die Ausschittung ihrer lytischer Enzyme zu eliminieren
(Loffler et al., 2003; Hoffmann et al., 2005). Im Mausmodell zeigt Granulysin zudem zytotoxische
Aktivitat gegen die Tumorzellen von Patienten mit einem B-Zell-Lymphom, wahrend es die gesunden
peripheren Blutzellen nicht angreift (Al-Wasaby et al., 2015). Des Weiteren korreliert die Granulysin-
Expression mit der Prognose, dem Progress und dem Gesamtiiberleben von Tumorpatienten (Kishi et
al., 2002; Sparrow and Bodman-Smith, 2020). Dieser Zusammenhang konnte insbesondere auch fiir
Patienten mit nasopharyngealen Tumoren belegt werden (Lin et al., 2016). Auch fir Perforin und die
Granzyme konnten ahnliche Beobachtungen gemacht werden. So zeigte sich, dass bereits leichte
Einschrankungen der Perforin-Funktion mit der Langzeitentwicklung von malignen Tumoren
korrelieren (Backes et al., 2018). Zudem stellt sich die wichtige Rolle der Granzyme fir die antitumorale
Immunreaktion in ihrer Assoziation mit einer verbesserten Prognose in verschiedenen Tumorentitdten
dar (Costa et al., 2011). Verschiedene Studien konnten auRerdem speziell fiir Plattenepithelkarzinome
der Mundhohle ein langeres Gesamtiberleben, sowie eine geringere Metastasierung in die
Lymphknoten bei Patienten mit einer hoheren peritumoralen Granzym-B-Konzentration nachweisen
(Costa et al., 2010; Taghavi et al., 2013). Das nachgewiesene antitumorale Potential der Co-Expression
von Perforin und Granzymen (Li et al., 2014), sowie die Moglichkeit tGber spezifische monoklonale
Antikdrper das zytotoxische Potential der T-Zellen gezielt auf die Tumorzellen richten zu kénnen
(Kantarjian et al., 2017), konnte so in Zukunft auch Grundlage neuer therapeutischer Ansétze in der

Behandlung von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches sein.
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2.5 Vitamin-D und sein Einfluss auf das Immunsystem

Wie bereits in den vorherigen Abschnitten erldutert, ist das korpereigene Immunsystem und seine
gezielte antitumorale Aktivitat ein wichtiger Angriffspunkt neuer onkologischer Therapieansatze
(Ferris, 2015; Kansy et al., 2015; Mandal et al., 2016). Die immunonkologische Forschung sollte
deshalb weiter vorangetrieben werden, um die Wirkung der bestehenden Therapiekonzepte durch
supportive Komponenten auszubauen und dabei auch protektive Faktoren zu berticksichtigen, die bereits
in der Tumorgenese eingreifen.

In Bezug dazu haben viele verschiedene Studien einen groflen Einfluss von Vitamin-D auf das
Immunsystem (Mora et al., 2008; Baeke et al., 2010; Prietl et al., 2013; Kongsbak et al., 2014) und
seine Funktion im Rahmen der Anti-Tumor-Immunreaktion festgestellt (Walker et al., 2012; Young and
Day, 2013a). Darlber hinaus konnten einige Studien bereits nachweisen, dass Vitamin-D, als
potenzieller supportiver Faktor, das Gesamtiiberleben von Patienten mit Kopf-Hals-Tumoren verbessern
kann (Pilz et al., 2009; Gugatschka et al., 2011; Vaughan-Shaw et al., 2017; Bochen et al., 2018). Aus
diesem Grund wird im Weiteren detaillierter auf das Vitamin-D und seine Eigenschaften eingegangen.

2.5.1 Vitamin-D-Versorgung

Um eine suffiziente Versorgung mit Vitamin-D sicherzustellen, stehen dem menschlichen Korper
verschiedene Quellen zur Verfugung. Nahrungsmittel wie Fisch (Lachs, Makrele oder Hering) oder
sonnengetrocknete Pilzen kénnen dabei als Vitamin-D-Quelle dienen, welche vom menschlichen Darm
unterschiedlich effektiv resorbiert werden kénnen (Keegan et al., 2013; Lopez Payares and Ali, 2015;
Holick, 2017). Die korpereigene Synthese mithilfe von Sonnenlicht sorgt allerdings fiir den groBten
Anteil der Vitamin-D-Versorgung (Wacker and Holick, 2013; Holick, 2016). Folglich kdnnen Jahres-
bzw. Tageszeiten, sowie der geographische Breitengrad einen grofRen Einfluss auf die endogene
Vitamin-D-Produktion nehmen (Abb. 3). Der bei einem Wohnsitz in der ndrdlichen Hemisphére haufig
zu beobachtende Vitamin-D-Mangel Iasst sich aber nicht nur auf die fehlende Sonnenlichtexposition
zuriickflhren, sondern wird auch durch genetische Determinanten und die Pigmentierung der Haut
beeinflusst (Holick, 2013; Prietl et al., 2013; Borel, Caillaud and Cano, 2015). So bendtigen Menschen
mit einem Hauttyp IV eine wesentlich ldnger andauernde Exposition von Sonnenlicht um ausreichend

Vitamin-D zu synthetisieren als Menschen mit helleren Hauttypen (Holick, 2017).
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Abbildung 3: Die Abbildung zeigt die Abhé&ngigkeit der 25-Hydroxyvitamin-D-Synthese von der monatlichen
Anzahl an Sonnenstunden (A), sowie die saisonale Fluktuation des 25-Hydroxyvitamin-D-Serumspiegels in
Abhédngigkeit von der Sonnenexposition (B): m — regulire Sonnenlichtexposition, ¢ - gelegentliche
Sonnenlichtexposition, ® — Vermeidung direkter Sonnenlichtexposition (Holick, 2008)

2.5.2 Vitamin-D — Physiologie und Funktion

Die korpereigene Produktion von Vitamin-D3 beinhaltet sowohl fotochemische Prozesse in der Haut,
als auch enzymatische Prozesse in unterschiedlichen Organsystemen (Loffler and Petrides, 2014). 7-
Dehydrocholesterin (Ergosterol) wird dabei als Ausgangssubstanz in der Haut durch Einwirkung von
Sonnenlicht der Wellenldnge 290 - 315 nm in Cholecalciferol (Vitamin-D3) umgewandelt. Durch die
Bindung an das Vitamin-D-bindende-Protein (VDBD) im Blut gelangt das Vitamin-D3 zur Leber, wo
es mithilfe der 25-Hydroxylase (CYP27A1) zu 25-Hydroxycholecalciferol hydroxyliert wird. In der
Niere erfolgt anschlieend die Hydroxylierung am C-1-Atom durch die mitochondriale 1a-Hydroxylase
zur biologisch aktiven Form, dem 1,25-Dihydroxycholecalciferol (Dusso et al., 2005; Loffler and
Petrides, 2013). Auch andere Organe und Gewebe verfiigen tber die 1a-Hydroxylase. Allerdings wirkt
das dort gebildete 1,25-Dihydrocholecalciferol (Calcitriol) eher lokal und macht nur einen geringen Teil
des im Blut zirkulierenden Calcitriols aus (Dusso et al., 2005; Carlberg, 2014).

Die Beeinflussung der Calciumhomd@ostase z&hlt zu einer der Hauptwirkungen des Vitamin-D (Prietl et
al., 2013). So sorgt Vitamin-D (ber eine gesteigerte intestinale Calcium- und Phosphatresorption, eine
gesteigerte renale Calciumabsorption und eine gesteigerte Osteoklastenaktivitét fur eine Erhéhung des
Plasmacalciumspiegels. Zudem supprimiert Calcitriol die parathyreoidale Parathormonproduktion und
steigert die Knochenmineralisierung (Loffler and Petrides, 2013; Prietl et al., 2013). Bei alteren
Menschen kann so eine ausreichende Vitamin-D-Versorgung nicht nur das Sturzrisiko senken, sondern
auch Uber eine erhdhte Knochendichte die Haufigkeit von Frakturen reduzieren (Broe et al., 2007).
Neben den Wirkungen auf diese Hauptzielorgane (Niere, Knochen, Darm), gehoren die Stimulierung
der Differenzierung hématopoetischer und epidermaler Zelltypen und die Modulation des

Immunsystems zu den weiteren Funktionen des Vitamin-D (Prietl et al., 2013). Auf molekularer Ebene
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wirkt Calcitriol Uber einen intranukledren Vitamin-D-Rezeptor als genexpressionsregulierender
Transkriptionsfaktor auf verschiedene spezifische Gene. Dabei bindet der Vitamin-D-Rezeptor (VRD)
als Heterodimer mit dem Retinoid-X-Rezeptor (RXR) die entsprechenden Elemente der DNA im
Zielgewebe (Loffler and Petrides, 2013; Carlberg, 2014). Diese Vitamin-D-Response-Elements
(VDRE) konnten in den Promotorregionen zahlreicher Zielgene nachgewiesen werden, was die
multimodalen physiologischen Effekte des Vitamin-D erklart (Bouillon et al., 2008). Die Expression
auf verschiedenen Immunzellen lasst auf eine ausgepréagte Wirkung auf das Immunsystem schlielen; so
wird unter anderem die antibakterielle Aktivitat des Immunsystems stimuliert (Baeke et al., 2010) und
das Erkrankungsrisiko an Autoimmunerkrankungen gesenkt (Dankers et al., 2017).

2.5.3 Vitamin-D-Status und Definition eines Vitamin-D-Mangels

Studien zufolge leiden weltweit ca. 1 Milliarde Menschen an einem Vitamin-D-Mangel (Bischoff-
Ferrari et al., 2009), der sich bei Kindern vor allem im Krankheitshild der Rachitis mit Stérungen des
Skelettwachstums &uRRert. Zur Darstellung der Vitamin-D-Versorgung eines Menschen dient die
Bestimmung des 25-Hydroxyvitamin-D-Serumspiegels, da es sich um die Speicherform handelt, welche
die mittel- und langfristige Versorgung des Korpers gewdhrleistet. Darlber hinaus betragt die
Halbwertszeit von 25-Hydroxyvitamin-D3 2-3 Wochen, wodurch es eine geringere Schwankungsbreite
aufweist, als das aktive 1,25-Dihydroxyvitamin-D3 mit einer Halbwertszeit von nur 4-6 Stunden
(Holick, 2009; Heaney, 2012). Lediglich bei dem Verdacht auf eine Stoffwechselstérung in der Vitamin-
D-Synthese, kann es ergénzend sinnvoll sein auch das biologisch aktive 1,25-OH.-Vitamin-D3 zu
bestimmen (Prietl et al., 2013).

Als ein Vitamin-D-Mangel wird von vielen Experten ein 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel von unter 20
ng/ml (50nml/L) definiert (Holick, 2007; Bischoff-Ferrari et al., 2009). Uber diese Definition wird
allerdings weltweit derzeit rege diskutiert, da verschiedene Studien davon ausgehen, dass auch Werte
von 21-29 ng/ml eine relative Vitamin-D-Insuffizienz darstellen (Heaney et al, 2003; Holick, 2007) und
damit erst Werte von mindestens 30 ng/ml eine optimale Vitamin-D-Versorgung definieren (Holick,
2017; Sempos et al., 2018). Allgemein anerkannt ist aber, dass ein 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel
unter 10 ng/ml einen klinisch manifesten Vitamin-D-Mangel darstellt, der auch mit muskulo-skeletalen
Folgen in Form von Muskelschwéche, Knochenschmerzen und Skelettdeformationen einhergeht (Van
Schoor and Lips, 2011).

Doch auch bei der Form der Supplementierung gibt es derzeit keinen internationalen Konsens. Wahrend
die Internationale Endokrine Gesellschaft eine Dosierung von 10.000 IE/Tag fiir angemessen und sicher
halt, liegen die Empfehlungen des medizinischen Instituts der USA mit 4.000 IE/Tag deutlich darunter.
Die Européische Behorde flr Lebensmittel ist sogar der Meinung, dass nur Mengen unter 4.000 IE/Tag
als tolerierbar und sicher angesehen werden kdnnen (Holick et al., 2011; Battault et al., 2013; Holick,

2017). Zu einer Vitamin-D-Intoxikation mit Hyperkalz&mie und Organverkalkungen kann es ab einer

24



2. Einleitung

Konzentration im Serum von 150 ng/ml kommen. Die meisten bestatigten Félle einer Intoxikation sind
aber auf die Einnahme freiverk&uflicher Vitamin-D-Praparate zurtickzufiihren, die deutlich mehr als die
angegebene Menge Vitamin-D enthielten und so zur unbeabsichtigten Einnahme von mehr als 40.000
IE/Tag flhrten (Vieth, 2007; Zittermann et al., 2012). Aus diesem Grund kann auch eine langerfristige
Einnahme von 10.000 IE/Tag als ungefahrlich betrachtet werden. Aktives Vitamin-D (Calcitriol) sollte
aber, aufgrund der besonders grofen Gefahr der Hypercalcdmie, nur im Rahmen besonderer
Indikationen, wie beispielsweise einem Hypoparathyreodismus, eingesetzt werden (Vieth, 2007).

In den USA und in einigen Teilen Europas wird der Anteil der Bevolkerung mit einer nicht
ausreichendenden Vitamin-D-Versorgung (10 - 29 ng/ml) bzw. mit einem definitiven Vitamin-D-
Mangel (< 10 ng/ml) mittlerweile auf 30 — 50 % geschatzt (Holick, 2017). Laut der Deutschen
Gesellschaft fur Ernahrung (13. DGE-Ernahrungsbericht, 2016) leiden in Deutschland sogar etwa 63 %
der Einwohner an einem Vitamin-D-Mangel (< 20 ng/ml), der zu groBen Teilen auf eine unzureichende

Sonnenlichtexposition durch die geographische Lage zurtickzufiihren ist.

2.5.4 Einfluss von Vitamin-D auf Tumorerkrankungen und das Immunsystem

In den letzten Jahren konnte die Bedeutung einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung in der
Behandlung und Pravention einiger verschiedener Erkrankungen in unterschiedlichen Studien
nachgewiesen werden (Holick, 2004; Zittermann, 2006; Bouillon et al., 2008). Eine besondere
Bedeutung erhélt Vitamin-D dabei in seinem Einfluss auf die Prognose und das Gesamtiiberleben der
Patienten (Autier and Gandini, 2007). Des Weiteren konnte anhand einiger Studien eine Relation
zwischen der Vitamin-D-Versorgung und dem Risiko an einem malignen Tumor zu erkranken bestatigt
werden (Moukayed and Grant, 2017). Insbesondere flir kolorektale Karzinome konnten prospektive
Studien ein erniedrigtes Erkrankungsrisiko und eine bis zu 30 % niedrigere Mortalitét fiir Patienten mit
einem Vitamin-D-Serumspiegel tber 20 ng/ml nachweisen (Garland et al., 2006; Giovannucci et al.,
2006). Aber auch bei Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs ist die ausreichende Vitamin-
D-Versorgung von groRer Bedeutung. So korreliert auch hier ein erniedrigter Vitamin-D-Serumspiegel
mit einem erhohten Erkrankungsrisiko, sowie einer schlechteren Prognose fur HNSCC-Patienten
(Satake et al., 2003; Fanidi et al., 2016; Moukayed and Grant, 2017). Zudem haben Studien der HNO-
Klinik des Universitatsklinikums des Saarlandes ergeben, dass HNSCC-Patienten im Vergleich zu einer
Kontrollgruppe ohne Plattenepithelkarzinom eine deutlich héhere Inzidenz eines Vitamin-D-Mangels
aufweisen. Hier lagen die Durchschnittswerte des Patientenkollektivs mit einem Kopf-Hals-Karzinom
bei 14,1 ng/ml (Abb. 4A), wéhrend der durchschnittliche 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel der
Kontrollgruppe bei 23,7 ng/ml (Abb. 4B) deutlich dariiber lag. Auch in der statistischen Auswertung
zeigte sich ein hochsignifikanter Unterschied in der Vitamin-D-Versorgung der beiden Kollektive (Abb.
4C). Die HNSCC-Patienten mit einem ausreichend hohen Vitamin-D-Spiegel hatten zudem signifikant

weniger befallene Lymphknoten (Abb. 4D) und ein deutlich besseres Gesamtiiberleben als die Patienten
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mit einem niedrigeren Vitamin-D-Serumspiegel, was auf die verlaufs- und prognosemodulierende Rolle
des Vitamin-D hinweist (Bochen et al., 2018). Zu ahnlichen Ergebnissen kamen auch andere Studien
(Orell-Kotikangas et al., 2012).
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Abbildung 4: In A sind die Vitamin-D-Serumspiegel der HNSCC-Patienten (x=14,1) und in B die Vitamin-D-
Serumspiegel der Kontrollpatienten (x=23,7) dargestellt. C bildet die in A und B fiur die beiden Gruppen
dargestellten Daten in Boxplots ab, statistische Signifikanz: p < 0,0001. D veranschaulicht die Unterschiede im
Befall der Lymphknoten in Abhéngigkeit vom Vitamin-D-Serumspiegel mithilfe von Boxplots, statistische
Signifikanz: p = 0,0152 (Bochen et al., 2018).

Dariiber hinaus konnte nachgewiesen werden, dass ein ausreichender 25-OH-Vitamin-D-Serumspiegel
zu einer vermehrten peri- und intratumoralen Immunzellinfiltration in Kopf-Hals-Tumoren fiihrt,
wohingegen ein Vitamin-D-Mangel mit einer verminderten Granzym B-Expression assoziiert ist
(Yuzefpolskiy et al., 2014; Bochen et al., 2018).

Des Weiteren konnten experimentelle Studien die angiogenesehemmende und antiproliferative Wirkung
des Vitamin-D, sowie seine potenzierende Wirkung auf einige Chemotherapeutika in Tumorzelllinien
bestatigen (Mantell et al., 2000; Bernardi et al., 2002; Hershberger et al., 2002; Ma et al., 2008). Auch
bei Hamstern konnte bereits die klinische Wirksamkeit einer Vitamin-D-Therapie in der Behandlung
bukkaler Beuteltumoren belegt werden (Meier et al., 2007). Ein deutlich positiver Einfluss eines

26



2. Einleitung

ausreichenden Vitamin-D-Serumspiegels auf das Gesamtiiberleben von Patienten mit einer malignen
Tumorerkrankung konnte zudem in einer groRen Metaanalyse nachgewiesen werden (Vaughan-Shaw et
al., 2017; Bochen et al., 2018).

Dariiber hinaus haben viele verschiedene Studien einen groRen Einfluss von Vitamin-D auf das
Immunsystem festgestellt (Mora et al., 2008; Baeke et al., 2010; Prietl et al., 2013; Kongsbak et al.,
2014). So konnte einem ausreichend hohen Vitamin-D-Serumspiegel eine protektive Wirkung bei
Patienten mit Tuberkulose, Multipler Sklerose und insulin-abhéngigen Diabetes mellitus nachgewiesen
werden (Zella et al., 2003; Nnoaham and Clarke, 2008; Simpson et al., 2010). Der Vitamin-D-Rezeptor
(VDR) wird sowohl auf Makrophagen und dentritischen Zellen, als auch auf Lymphozyten exprimiert,
die damit in ihrem Reifungsprozess auf Vitamin-D angewiesen sind (Toubi and Shoenfeld, 2010).
Hierbei fuhrt eine Vitamin-D-Exposition zu einem toleranteren Immunstatus durch die Minimierung
proinflammatorischer Einflisse. Aktives Vitamin-D wirkt dabei direkt auf die T-Zellen, wodurch diese
die Sekretion von IL-2, INF-y und TNF-a reduzieren und die Produktion von antientziindlichen
Zytokinen wie IL-4 und IL-5 steigern. Durch Calcitriol aktivierte dentritische Zellen ver&ndern ebenfalls
ihre Zytokin-Expression, wodurch weniger inflammatorische Mediatoren wie IL-12 und deutlich mehr
entziindungshemmende Mediatoren wie 1L-10 ausgeschittet werden (Boonstra et al., 2001; Prietl et al.,
2013). Diese verdnderte Zytokin-Expression wirkt so antiproliferativ auf TH1- und TH17-Zellen,
wahrend CD4+ regulatorische T-Zellen gleichzeitig aktiviert werden. Zudem kommt es zu einer
gesteigerten Genexpression der regulatorischen T-Zellen (TREGS), die die proiflammatorische Wirkung
anderer Immunzellen unterdriicken und so eine UberschieBende Immunreaktion verhindern (Baeke et
al., 2010).

Eine ausreichende Vitamin-D-Versorgung scheint aber auch besonders wichtig fur ein funktionsfahiges
Immunsystem im Rahmen der Anti-Tumor-Immunreaktion zu sein (Walker et al., 2012; Young and
Day, 2013a). Die Entstehung eines Tumors hangt davon ab, ob das humane Immunsystem die
Tumorzelle als entartete Zelle erkennen und zerstéren kann, bevor es zu einer unkontrollierten
Proliferation kommt. Tumorzellen kénnen hierbei durch ihr modifiziertes Antigenspektrum in Form von
tumorassoziierten und tumorspezifischen Antigenen von Immunzellen als entartet erkannt und in einer
zytotoxischen Immunreaktion bek&mpft werden (Ferris, 2015; Mandal et al., 2016). Viele Tumorzellen
versuchen dieser Erkennung und Bek&mpfung durch die T-Zellen zu entgehen, indem sie eigene
Molekiile, wie insbesondere die MHC-I-Molekiile, runterregulieren. Dieses ,,missing-self*-Phdnomen
wird allerdings von den NK-Zellen erkannt und aktiviert diese (Rink et al. , 2015). Zudem kdnnen
Tumoren, die Uber langere Zeit durch das Immunsystem an einer Expansion gehindert wurden, durch
Selektionsprozesse der Uberwachung durch das Immunsystem entgehen und so unkontrolliert wachsen.
Dieser Prozess wird als Immun-Editing bezeichnet (Mittal et al., 2014; Rink et al., 2015). Insbesondere
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches, als immunsuppressive Tumorentitét, zeichnen sich
dabei durch eine eingeschrankte NK-Zell-Funktion, eine verminderte Aktivitat tumorinfiltrierender

Lymphozyten und Defekte in der Ausreifung dentritischer Zellen aus (Bauernhofer et al., 2003;

27



2. Einleitung

Dasgupta et al., 2005; Mandal et al., 2016). Darlber hinaus bildet der Tumor ein immunsuppressives
Milieu, welches durch die Produktion immunsuppressiver Mediatoren durch die HNSCC-Zellen entsteht
und die Immunzellaktivitdt hemmt sowie den Progress der Tumorausbreitung fordert (Dasgupta et al.,
2005).

Nachdem die angegebenen Daten die positiven immunmodulatorischen Fé&higkeiten des Vitamin-D in
Gesunden, sowie Tumorpatienten veranschaulichen konnten (Bouillon et al., 2008; Prietl et al., 2013;
Kongsbak et al., 2014; Anand et al., 2017), stellt sich nun die Frage, inwieweit Vitamin-D das
korpereigene Immunsystem auch bei der effektiven Tumorbek&mpfung unterstiitzen kann.

2.6 Zielsetzung der Arbeit

Die Therapie von Kopf-Hals-Tumoren besteht seit vielen Jahren aus der Kombination von chirurgischer
Tumorresektion mit Chemo- und Strahlentherapie. Trotz der Zulassung des ersten therapeutischen Anti-
EGFR-Antikorpers Cetuximab im Jahre 2006 und weiteren Neuerungen und Verbesserungen in der
Strahlen- und Chemotherapie, konnte die bis heute unginstige Prognose und die reduzierten
Uberlebensraten der HNSCC-Patienten nicht wesentlich verbessert werden. Es kam dagegen sogar zu
einer Zunahme der therapeutischen Toxizitat und der Nebenwirkungen (Ramos et al, 2010; Schmoll et
al., 2013). Inwieweit die Therapie mit den kiirzlich zugelassenen Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab
und Pembrolizumab (Wollenberg, 2019) das Gesamtuberleben der Patienten in Zukunft verbessern und
die Toxizitdt der Therapie reduzieren kann, bleibt abzuwarten. Aus diesem Grund muss die
wissenschaftliche Forschung nach neuen prognoseverbessernden Therapiekonzepten suchen, die zudem
ein geringeres Nebenwirkungsprofil aufweisen.

Ein vielversprechender Ansatz konnte hierbei die Herstellung eines ausreichend funktionsféahigen
kdrpereigenen Immunsystems mithilfe von Vitamin-D sein, welches sich moglichst effektiv gegen den
Tumor richten und so die Tumorprogression verhindern kann. Daneben sollte auch die protektive
Wirkung des Vitamin-D in der Phase der Tumorentstehung untersucht werden, um den Tumor so bereits
in den ersten Schritten seiner Genese an einem ausgepragten Wachstum zu hindern. Die bei den meisten
der Kopf-Hals-Tumorpatienten bestehende, ausgepragte Immunschwéche stellt sich in diesem
Zusammenhang allerdings als problematisch dar, da diese unter anderem dazu fiihrt, dass die klinische
Prognose und das Gesamtiiberleben der HNSCC-Patienten reduziert ist (L6pez-Albaitero et al., 2006;
Bergmann et al., 2008; Wild et al., 2010; Russell et al., 2011). Auffallig ist hierbei, dass Kopf-Hals-
Tumorpatienten hdufig auch an einem prognostisch unglnstigen Vitamin-D-Mangel leiden, der
aufgrund der immunregulatorischen und antikanzerogenen Funktionen des Vitamin-D zu einer

verminderten antitumoralen Immunreaktion flhrt (Walker et al., 2012; Bochen et al., 2018).
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Insgesamt geht der Weg in der Behandlung maligner Tumorerkrankungen tendenziell von einer
allgemeinen Chemotherapie hin zu einer gezielten Therapie mit therapeutischen Antikorpern,
Checkpoint- oder Tyrosinkinase-Inhibitoren. Hierbei konnte Vitamin-D eine entscheidende Rolle als
supportiver Faktor in der Optimierung dieser Therapien spielen. So konnte die effizienzverbessernde
Wirkung einer Vitamin-D-Substitution auf die Rituximab-Therapie bei Patienten mit diffus
grol3zelligem B-Zell-Lymphom (DLBCL) bereits in einer Studie nachgewiesen werden (Bittenbring et
al., 2014). Da die genaue Wirkung des Vitamin-D auf die tumorspezifische Immunabwehr aber noch
nicht endgultig geklart werden konnte, ist es fur die Weiterentwicklung und Optimierung der
immunmodulatorischen Therapien von groRer Bedeutung, die Wirkungsweisen und Angriffspunkte des
Vitamin-D weiter zu erforschen. Vor diesem Hintergrund stellt sich die Frage, inwieweit Vitamin-D
auch die Aktivitat der tumorspezifischen Immunabwehr bei Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom
des Kopf-Hals-Bereiches beeinflussen kann.

Die Zielsetzung dieser Arbeit bestand darin den Einfluss von Vitamin-D auf die lytische Signatur der
tumorinfiltrierenden Lymphozyten in Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches zu
untersuchen. Die Expression der lytischen Enzyme Granulysin, Grazym A, Granzym B, Granzym K und
Perforin in den zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen des intra- und peritumoralen Stromas von
HNSCC-Patienten wurde dabei betrachtet. Dazu wurden immunhistochemische Farbungen an
Tumorgewebeproben eines Kollektivs von 114 HNSCC-Patienten, von denen 53 Patienten eine
ausreichende Vitamin-D-Versorgung mit einem Serumspiegel ber 15 ng/ml und 61 Patienten einen
Vitamin-D-Mangel mit einem Serumspiegel unter 10 ng/ml aufwiesen, durchgefiihrt. Die
immunhistochemischen Férbungen der jeweiligen Antikorper wurden mittels eines standardisierten
immunreaktiven Scores von mehreren Personen bewertet und anschlieBend statistisch ausgewertet.
Dariiber hinaus wurden Korrelationen zwischen der Vitamin-D-Versorgung sowie dem Ausmaf der
Expression der einzelnen lytischen Effekormolekile und dem Gesamtuberleben der Patienten

untersucht, um so eine Aussage Uber den Einfluss auf die Prognose der Patienten treffen zu kdnnen.
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3. Material und Methoden

3.1 Material und Herstellernachweis

3.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien mit Herstellernachweis

Hersteller

Beschreibung

Abimed, Diisseldorf

Gilson-Pipetten

B. Braun, Melsungen

Agua dest.

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Durchlichtmikroskop, 4316184

Dako GmbH, Glostrup, Dédnemark

REAL™DetectionSystemAlkaline
Phosphatase/RED

Exquisit, Kaarst

Mikrowelle, MW 802 Si

Heraeus Instruments, Osterode

Tischzentrifuge (Biofuge pico)

IKA, Staufen i. Breisgau

Magnetrithrer C-MAG HS 7

IKA, Staufen i. Breisgau

Vortex-Mixer (IKA-VIBRO-FIX)

Integra Biosciences, Biebertal

Pipetboy acu

Leica Microsystems, Wetzlar

Rotationsmikrotom SM2400;
Rotationsmikrotom RM2125RT

MMM, Medcenter Einrichtungen GmbH,
Planegg

Warmeschrank, Incucell

Medax Nagel GmbH, Kiel

Wasserbad, Medax Typ WB24

Merck, Darmstadt

Entellan, Art. 1.07961.0500

R. Langenbrick GmbH, Emmendingen

SuperFrost Plus Objekttrager

R. Langenbrick GmbH, Emmendingen

Deckglaser

Sakura Finetek Germany GmbH,

Staufen

Reagens-Transfer-Prozessor,
Tissue-Tek®VIPTM5

Sarstedt, Numbrecht

Pipettenspitzen, Reaktionsgeféale

Sartorius, Gottingen

Feinwaagen BP 61, BP 4100

Schleicher und Schiill, Dassel

Filterpapier, DE81

Tefal S.A.S, Rumilly, Frankreich

Classic 2 Reiskocher

Thermo Shadon GmbH, Frankfurt am Main

Einbettungsgerat, Histocentre2

WTW, Weilheim

pH-Meter, pH 197
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3.1.2 Chemikalien

Tabelle 2: Verwendete Chemikalien mit Herstellernachweis

Chemikalie Hersteller
Bovines Serumalbumin (BSA) PAA Laboratories GmbH, Art. K45-001
EDTA (Tetraethylendiaminoessigséure) Merck, Darmstadt; Art. 324503
Entellan Merck, Darmstadt; Art. 1.07961.0500
Ethanol, 100% Merck, Darmstadt; Art. 8187601000
Hamatoxylin Sigma-Aldrich, Art. MHS32-1L
HCL Merck, Darmstadt; Art. 109057
Natriumhydroxid Merck, Darmstadt; Art. 106467
PBSpH 7,4 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ma, USA;
Art. 10010023
Trizma® Base Sigma-Aldrich, Art. 061M5400V
Tween 20 SERVA Electrophoresis GmbH, Art. 39796
Xylol Otto Fischar GmbH & Co. KG,
Art. 09208831

3.1.3 Losungen und Puffer

Tabelle 3: Verwendete Ldsungen und Puffer mit Zusammensetzung

Losungen und Puffer Zusammensetzung
1 M Tris-L6sung 12,11 g Tris-Base
100 ml Agqua dest
0,5 M EDTA-L6sung; pH 8,0 93,06 g EDTA
300 ml Agua dest
Tris-EDTA Retrivalpuffer; pH 9,0 296,4 ml Aqua dest
3,0ml 1 M Tris-L6sung
600 pl 0,5M EDTA-L6sung
5% BSA in PBS (pH 7,2) 200ml PBS 10g
BSA
3% BSA in PBS (pH 7,2) 200 ml PBS
69 BSA
1% BSA in PBS (pH 7,2) 200 ml PBS
249 BSA
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3.1.4 Priméarantikorper

Tabelle 4: Verwendete Primarantikdrper mit Hersteller- und Verdinnungsangaben

Antikdrper

Herkunft

Beschreibung

Verdiunnung (IHC)

Anti Granulysin

Abcam, England; Art.

Polyklonaler

1:550

abh89821,

Peptidantikdrper
Maus;
Clone 5B10

ab204594; Peptidantikdrper
Kaninchen
Anti Granzym A Abcam, England; Monoklonaler 1:200
Art. ab209205; Peptidantikdrper
Kaninchen;
Clone EPR20161
Anti Granzym B Abcam, England; Art. | Polyklonaler 1:1000
ab4059; Peptidantikdrper
Kaninchen
Anti Granzym K Abcam, England; Art. | Monoklonaler 1:100
ab3771; Peptidantikdrper
Maus;
Clone GM-24C3
Anti Perforin Abcam, England; Art. | Monoklonaler 1:25

3.2 Immunhistochemische Analysen

3.2.1 Fixierung des Gewebes

Die Gewebeproben der Primartumoren wurden nach ihrer Entnahme in einem PBS-gepufferten, 4%igen

Formalin fixiert und in Paraffin eingebettet.

Dieser Prozess erfolgte fur die zur Etablierung und zur Negativkontrolle genutzten Gewebeproben, wie

in Tabelle 5 dargestellt, automatisiert mithilfe des

Reagenz-Transfer-Prozessors  Tissue-

Tek®VIP™S5JR. Die Primartumoren des untersuchten Patientenkollektivs wurden im Pathologischen

Institut des Universitatsklinikums des Saarlandes fixiert und ebenfalls in Paraffin eingebettet.

32



3. Material und Methoden

Tabelle 5: Darstellung des Reagenz-Transferprozesses zur Fixierung des Gewebes

Reagenz Temperatur (C°) Dauer (h)

4%iges Formalin 45 2,0
70%iges Ethanol 40 0,5
70%iges Ethanol 40 1,0
70%iges Ethanol 40 1,0
96%iges Ethanol 40 0,5
99%iges Ethanol 40 1,0
99%iges Ethanol 40 1,0
Xylol 40 1,0
Xylol 40 1,0
Xylol 40 1,0
Paraffin 60 0,5
Paraffin 60 0,5
Paraffin 60 1,0
Paraffin 60 1,0

Die in Paraffin eingebetteten Tumorproben wurden anschlieBend mithilfe des Leica RM 2235
Rotationsmikrotoms geschnitten. Dabei wurden zunéchst drei, je 10 um dicke Schnitte verworfen, um
dann Schnitte von 4 pm Dicke anzufertigen. Die 4-um-Schnitte wurden anschlieend in ein 37°C
warmes Wasserbad tberfiihrt um eine gleichmaRige Streckung der Schnitte zu ermdglichen, bevor sie
auf SuperFrost Plus Objekttrager aufgezogen und Uber Nacht trocknen gelassen wurden. Um eine
optimale Haftung auf den Objekttrdgern sicherzustellen, wurden sie am Tag vor der

immunhistochemischen Farbung bei 37°C fiir 24 Stunden im Warmeschrank gelagert.

3.2.2 Etablierung

Zur immunhistochemischen Férbung der Gewebeschnitte der FFPE-Proben der 114 HNSCC-Patienten
wurde ein im Forschungslabor der HNO-Klinik etabliertes Grundlagenprotokoll von Florian Bochen,
M.Sc. (Forschungslabor der Klinik fiir Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde, Universitét des Saarlandes)
verwendet, welches bereits in einigen vorherigen Versuchen ein gutes Férbeergebnis lieferte. Das
Protokoll wurde dabei zunéchst an die in dieser Arbeit verwendeten Praparate und Antikdérper angepasst,
um spezifische Farbesignale garantieren zu kénnen. Zudem wurden bei jeder immunhistochemischen
Farbung sowohl eine Positivkontrolle als auch eine Negativkontrolle eines bekannten Tonsillen- oder

HNSCC-Praparats zur Uberpriifung des Férbeergebnisses mitgefarbt.
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Die Anpassung des Protokolls erfolgte zu Beginn an Tonsillen, um die lytischen Enyzyme in moglichst
vielen unterschiedlichen Immunzellen darstellen zu kénnen. Im nachsten Schritt wurden Tumorproben
von HNSCC-Patienten aus dem Bestand des Forschungslabors der HNO verwendet, die aber nicht dem
Kollektiv der Arbeit angehorten, um die Ubertragung des Protokolls vom Etablierungsmaterial auf das
Material des Patientenkollektivs zu erleichtern.

Probleme traten dabei im ersten Schritt vor allem durch eine deutliche unspezifische Féarbung des
Hintergrundes auf, die kaum von der Antikorper-spezifischen Farbung zu unterscheiden war. In anderen
Fallen kam es dagegen teilweise zu keiner Farbereaktion oder die Farbung war sehr schwach ausgeprégt.
In einigen vorherigen Versuchen zeigte sich, dass ein Demaskierungsvorgang mit einem Retrival-Puffer
mit einem pH 9,0 tendenziell zu einer besseren Differenzierung zwischen unspezifischem Hintergrund
und spezifischer Antikdrperfarbung fuhrt, als ein Demaskierungsvorgang mit einem pH 6,0-Citrat-
Retrivalpuffer. Aus diesem Grund wurde der pH 9,0-Tris-EDTA-Retrival-Puffer verwendet und im
nachsten Schritt die Demaskierungszeit im Retrival-Puffer angepasst. Die urspringliche
Demaskierungszeit von 20 Minuten wurde dabei schrittweise reduziert bis ein bestmdgliches
Farbeergebnis erzielt wurde (Abb. 5). Dabei zeigte sich, dass die verschiedenen Antikdrper sehr
unterschiedliche Demaskierungszeiten benétigten, um moglichst wenige unspezifische Reaktionen und
dennoch ein ausreichendes spezifisches Signal zu erzeugen. So erzielte Granzym B sein bestes
Farbeergebnis bereits nach nur 10,5 Minuten Demaskierungszeit, wahrend bei Granzym K 13 Minuten,

bei Granulysin 16 Minuten, bei Granzym A 17 Minuten und bei Perforin 20 Minuten nétig waren.
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Abbildung 5: Darstellung der Etablierung von Granzym B mit unterschiedlichen Demaskierungszeiten und
Antikorperkonzentrationen: Die Bilder A und B zeigen Versuche mit einer Antikérperkonzentration von 1:250
und unterschiedlichen Demaskierungszeiten, die Bilder C und D stellen Versuche mit einer
Antikorperkonzentration von 1:800 und ebenfalls unterschiedlichen Demaskierungszeiten dar.

SchlieBlich mussten die Antikorperkonzentrationen angepasst werden, um ein mdéglichst deutliches
spezifisches Signal zu erhalten, welches weder in einer verminderten, noch in einer iberschiefenden
Farbereaktion resultierte. Dabei wurden als Grundkonzentrationen die Angaben des
Antikorperherstellers Abcam berucksichtigt. Es zeigte sich, dass die meisten Antikérper deutlich starker
als angegeben verdiinnt werden konnten, was bei Granzym B zu einer Verdiinnung von 1:1000, bei
Granulysin von 1:550, bei Granzym A von 1:200, bei Granzym K von 1:100 und bei Perforin von 1:25
fihrte. In Abbildung 6 ist die Anpassung der Konzentration des gegen Granzym K gerichteten
Antikdrpers von 1:50 bis 1:100 mit unterschiedlichen Demaskierungszeiten exemplarisch dargestellt.
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Granzym K 16 min pHO HNscc1 100 1oeum Granzym K 13 min pH9 Zungen-CA 1:100 100 pm

Abbildung 6: Darstellung einer Etablierungsreihe exemplarisch fiir den Antikérper Granzym K: Bild A zeigt den
ersten Etablierungsversuch mit einer Demaskierungszeit von 20 min, einem pH-9-Puffer und einer
Antikdrperverdunnung von 1:50. Die Bilder B und C stellen die Anpassung an einer Tonsille und einem HNO-
internen HNSCC-Préparat dar, wahrend Bild D das Endergebnis mit einer Desmaskierungszeit von 13 min und
einer Antikdrperverdinnung von 1:100 an einem Zungenkarzinom zeigt.

Bei Perforin trat zudem das Problem auf, dass sich die &uRRersten Epithelschichten deutlich mitanférbten.
Diese Kreuzreaktion mit differenzierten Epithelien ist allerdings bereits in einigen anderen Arbeiten, die
denselben Antikdrperklon nutzten, beschrieben (Leica Biosystems, 2014) und wurde in der Auswertung
berlcksichtigt, da dieser Antikorper, trotz des beschriebenen Problems, der am besten geeignete fur
immunhistochemische Féarbungen ist. Um dennoch die mdglichst spezifische Féarbung des Enzyms
Perforin zu optimieren, wurde das Detergens Tween 20 in den Waschschritten sowie zur
Antikdrperlosung hinzugefligt, um unspezifische Bindungen zu verringern. Dadurch konnten die
unspezifischen Féarbereaktionen minimiert werden, ohne dass die Intensitdt der spezifischen
Antikorpersignale eingeschrankt wurde. In Abbildung 7 ist die Etablierungsreihe mit den
entsprechenden Anpassungen fiir den Perforin-Antikorper exemplarisch dargestellt.

Im letzten Schritt wurde dann, nach erfolgreicher Etablierung der Versuchsprotokolle, mit der Farbung

der Gewebeproben des Patientenkollektivs begonnen.
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Abbildung 7: Darstellung einer Etablierungsreihe exemplarisch fiir den Antikdrper Perforin: Bild A zeigt den
ersten Etablierungsversuch mit einer Demaskierungszeit von 20 min, einem pH-9-Puffer und einer
Antikorperverdiinnung von 1:50. Die Bilder B und C stellen die Anpassung der Antikorperkonzentrationen mit

1:40 und 1:25 unter Verwendung des Detergens Tween 20 dar, wéahrend Bild D das Endergebnis mit einer
Desmaskierungszeit von 20 min und einer Antikorperverdiinnung von 1:25 an einem Larynxkarzinom zeigt.

3.2.3 Versuchsablauf

Zur optimalen Fixierung der Gewebeschnitte auf den Objekttragern wurden diese tiber Nacht bei 37 °C
im Warmeschrank gelagert. Am nachsten Tag wurden die Gewebeschnitte 10 min in einer absteigenden
Xylol-Reihe entparaffiniert, anschlieend durch je dreimaliges Schwenken in 100%igem und 70%igem
Alkohol auf ein wassriges Milieu vorbereitet und schlieflich in Aqua dest. gewaschen. Die darauf
folgende Demaskierung in Tris-EDTA-Retrivalpuffer mit einem pH 9,0 erfolgte bei > 95 °C je nach
Antikorper fir 10,5 Minuten, 13 Minuten, 16 Minuten, 17 Minuten oder 20 Minuten.

Nachdem die Gewebeschnitte dann auf eine Temperatur unter 50° C abgekiihlt und drei mal flinf
Minuten in PBS-Puffer gewaschen wurden, folgte die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
durch 30-mindtige Inkubation mit 3% BSA-PBS-Ldsung.

AnschlieBend wurden die Praparate mit den Primdrantikorpern (Granulysin, Granzym A, Granzym B,
Ganzym K und Perforin) fir eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert. Dies erfolgte in einer feuchten

Kammer, um ein Austrocknen der Schnitte zu verhindern.
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Nach einem weiteren 3 mal 5-minitigen Waschvorgang in PBS-Puffer, wurden die Praparate 30 min

mit dem Sekundérantikorper des Dako REAL Detection Systems inkubiert. Darauf folgte, nach erneuter

3 mal 5-minutiger Waschung in PBS, die 30-minutige Inkubation mit dem Tertidrantikorper des

Detektionssystems. Schliellich wurden die Prdparate erneut gewaschen und durch 15-minitige

Inkubation mit Chromogen-Substrat zur Farbreaktion gebracht.

Daraufhin wurden die Gewebeschnitte mit Hdmatoxylin gegengeférbt, 10 min flieRend gewéssert und

einer aufsteigenden Alkohol- und Xylolreihe zugefiihrt, um sie abschlieBend mit Entellan einzudecken.

Tabelle 6: Systematischer Ablauf der immunhistochemischen Férbung

Durchgefihrte MaRnahme Zeitangabe
Fixierung im Wé&rmeschrank 37 °C 24 h
Entparaffinieren in Xylol 3x5min
100 % Alkohol 3 x 30 sec
70 % Alkohol 3 x 30 sec
Agua dest 2 x 60 sec
Demaskierung durch Kochen in Retrievalpuffer | 10,5 min/ 13 min/ 16 min/ 17min/ 20 min
Abkihlen unter 50 °C 30 min
Waschen in PBS-Puffer 3x5min
Inkubation mit 3 % BSA 30 min
Inkubation des Primarantiktrpers bei 20°C 1h
Waschen in PBS-Puffer 3 x5 min
Inkubation des Sekundéarantikorpers 30 min
Waschen in PBS-Puffer 3 x5 min
Inkubation des Tertidrantikorpers 30 min
Waschen in PBS-Puffer 3x5min
Inkubation der Chromogen-L&sung 15 min
Agua dest 5 min
Farben in Hamatoxylin 7 min
FlieRend wéssern 15 min
70 % Alkohol 3 x 30 sec
100 % Alkohol 3 x 30 sec
Xylol 3x30sec

Eindecken mit Entellan
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3.2.4 Semiquantitative Auswertung der IHC

Die Auswertung der immunhistologischen Préparate erfolgte am Durchlichtmikroskop durch zwei
verschiedene, beziiglich der Bewertung des anderen Auswerters, sowie der histologischen Diagnose des
zu beurteilenden Praparates verblindete Personen.

Zur semiquantitativen Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurde ein immunreaktiver
Score nach Remmele und Stegner (Remmele and Stegner 1987) genutzt, der urspringlich fur den
Nachweis von Ostrogen- und Progesteronrezeptoren auf der Oberflache von Mammakarziomzellen
entwickelt wurde. Die Bewertungsskala setzt sich dabei aus der antikorperspezifischen Féarbeintensitat
und der Anzahl positiver Zellen im Verhaltnis zur analysierten Gesamtzellpopulation zusammen. Die
Farbeintensitat wurde in 0,5er Schritten von 0 bis 3 (0 — keine Reaktion, 1 — schwache Reaktion, 2 —
maRige Reaktion, 3- starke Reaktion) eingeteilt, um so ihr spezifische Einteilung sowohl beziiglich der
verschiedenen Antikorper als auch der unterschiedlichen Praparate gewahrleisten zu kénnen. Die
Anzahl der positiv gefarbten Zellen konnte Werte von 0 bis 4 annehmen. Dabei verkorperte der Wert 0
keine positiven Zellen, der Wert 1 bis zu 10% positive Zellen, der Wert 2 einen Anteil von 10 bis 50%
positiver Zellen, der Wert 3 einen Anteil von 51 bis 80% positiver Zellen und der Wert 4 tber 80%
positive Zellen. Das entstehende Produkt aus Farbeintensitét (0-3) und Anzahl positiver Zellen (0-4)
ergab so den Immunreaktiven Score (IRS) mit Werten von 0 bis 12.

Um in dem jeweiligen Praparat zwischen der Expression der lytischen Enzyme durch die Leukozyten
im Tumor und dem umliegenden Stroma unterscheiden zu kdnnen, wurde der IRS sowohl fur die
Leukozyten im Tumor, als auch fir die Leukozyten der peritumoralen Umgebung erhoben. Da vor allem
bei Granulysin, Granzym K und Perforin auch eine spezifische Farbung der Tumorzellen selbst deutlich

wurde, wurde bei diesen Antikorpern zudem der IRS fiir den Tumoranteil der Préparate ermittelt.

3.3 Statistische Analyse

Zur statistischen Analyse der immunhistochemischen Farbungen wurde die Software GraphPad Prism
7.0 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) verwendet. Zundchst wurden die Werte mithilfe des
D’ Agostino-&-Pearson-normality-Tests auf ihre Normalverteilung Gberprift, um dann einen
zweiseitigen Mann-Whitney-U Test durchzufithren. Die Analyse der Uberlebensdaten der Patienten
erfolgte mithilfe des log-rank-Tests nach Mantal und Cox. Bei einem vorgegebenen Signifikanzniveau

von a = 0,05 wurden P-Werte < 0,05 als statistisch signifikant betrachtet.
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3.4 Klassifikation und Differenzierung

Das TNM-System, als weltweit anerkanntes Klassifikationssystem fiir maligne Tumore, wurde 1950
erstmals von der Union Internationale Contre le Cancer (UICC) erstellt und wird seitdem regelmafiig
aktualisiert (Wittekind and Oberschmid, 2010; Brierley et al., 2017). Grundsétzlich unterscheidet man
eine cTNM-Klassifikation, die auf der rein klinisch gestellten Diagnose beruht, von einer pathologisch
gesicherten pTNM-Klassifikation. Das ,,T* steht dabei fiir die GroBe und Ausdehnung des
Primédrtumors, wéhrend das ,N“ den Befall der Lymphknoten angibt und das ,M* die
Fernmetastasierung beschreibt (Barnes et al., 2010; Brierley et al., 2017). Diese Klassifikation ist fur
die Klinische Praxis von groRer Bedeutung, da sie die genaue Beurteilung des Tumor- und
Metastasierungszustandes bei Erstdiagnose ermdglicht und dadurch Hinweise zur Einschatzung der
Prognose der Patienten und auch mdéglichen Therapieoptionen gibt.

Da die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Félle in den Jahren 2013 bis 2016 rekrutiert wurden,
wurde hier noch die siebte Version des TNM-Klassifikationssystems aus dem Jahre 2010 genutzt. Dieses
ist online einzusehen (https://www.uicc.org/tnm-classification-malignanttumours-7th-edition). Neben
dieser TNM-Klassifikation gibt es noch eine weitere Klassifikation der UICC, die eine genaue klinische
Stadieneinteilung in die Stadien 0 bis IVc vornimmt (Reil et al., 2009). Dariiber hinaus lassen sich die
Plattenepithelkarzinome histologisch nach ihrem Differenzierungsgrad einteilen. Diese Klassifizierung
reicht von gut differenzierten Karzinomen mit wenigen Mitosen im Grad 1, liber m&Rig differenzierte
Karzinome im Grad 2, zu den schlecht differenzierten Karzinomen mit vielen Mitosen im Grad 3. Der
Differenzierungsgrad der Plattenepithelkarzinome lasst hdufig auf die Malignitat und die Aggressivitat
des Tumorwachstums schlieRen (Reif et al., 2009).

3.5 Anonymisiertes Patientenkollektiv

Diese Arbeit untersuchte Gewebeschnitte eines Kollektivs von 114 HNSCC-Patienten mit
unterschiedlicher Vitamin-D-Versorgung. Dabei gliederte sich das Kollektiv in 61 Patienten mit einem
Vitamin-D-Serumspiegel unter 10 ng/ml und 53 Patienten mit einem Vitamin-D-Serumspiegel iber 15
ng/ml.

Das Institut fur Allgemeine und Spezielle Pathologie hatte bereits zuvor die Patientenproben untersucht
und als Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs diagnostiziert.

Alle Patienten wurden im Vorfeld ber die Nutzung ihres Gewebes fur Forschungszwecke aufgeklart
und haben eine Einverstandniserklarung unterzeichnet. Ein Votum der Ethikkommission des Saarlandes
(280/10) genehmigte die Versuche dieser Arbeit.
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Patienten mit einer ausreichenden Vitamin D Versorgung (n=53)
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Patienten mit einem Vitamin D Mangel (n=61)
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W 67 4,8 | Larynx-CA pTlacNOcMO G3 4a
m 74 6,5 | Larynx-CA pT4a pN2c cM0 G3 1
m 78 4 | Larynx-CA €T3 cN2b cMO0 G2 4a
m 73 7,8 | Hypopharynx-CA cT2 cN3 cMO0 G2 4a
m 55 5,3 | Zungengrund-CA cT4 cN2c cMO0 G2 4b
m 59 7,8 | Hypopharynx-, Larynx-CA cT4 cN2b cMO0 G2 4a
m 69 6,7 | Larynx-CA cT2 pN2b cM0 G3 4a
m 71 9 | Larynx-CA pT2 pN2b cMO G2 4a
m 64 8,8 | Zungen-CA cT2 cNO cMO0 G1 4a
m 67 5,8 | Mundboden-CA pT1 pNO cMO G2 2
m 42 6 | Zungen-CA €T3 cNO cMO0 G3 1
m 66 6,4 | Zungen-CA cT4b cN3 cM0 G2 4b
m 65 4 | Zungengrund-CA cT4 cN2c cMO0 G2 4a
w 78 8,1 | Tonsillen-CA cT2 cN2b cMO0 G3 4a
m 64 7 | Larynx-CA cT4 pNO cMO G2 4a
m 56 6,2 | Zungengrund-CA pT2 pN1cMO G2 3
m 63 8 | Zungengrund-CA pT1 pN2b pM1 G3 4c
m 53 4 | Hypopharynx-CA cT4 cN2b cMO G3 4a
m 58 8 | Zungengrund-CA ¢T3 pN2b cM0 G3 4a
m 47 8 | Tonsillen-CA pT1 pN1cM1 G2 3
m 64 4,9 | Oropharynx-Ca cT4a cN2c cM0 G3 4a
m 74 5,5 | Oro-,Hypopharynx-, Larynx- cT4a pNO cMO G3

CA 4a
m 65 8,5 | Zungengrund-CA cT4b cN3 cM1 G3 4c
m 56 4,5 | Larynx-CA cT2 cNO cMO G3 2
w 56 5,6 | Tonsillen-CA €T3 cN2b cMx G3 4c
m 50 5,9 | Larynx-CA cT2 pN1 cMO0 G2 3
m 59 5,3 | Zungen-CA cT3¢cN1cM1 G2 4c
m 87 < 4,0 | Rachenhinterwand-CA cT3cN1 cMO0 G3 3
w 66 5,8 | Hypopharynx-CA cT2 cN3 cMO0 G2 4b
w 58 5,4 | Tonsillen-CA cT4 pN2b cMO G3 4a
m 59 5,4 | Mundboden-CA pT2 pN3 cMO0 G2 4b
m 80 6,6 | Larynx-CA cT4 cNO cMO0 G2 4a
m 71 5,8 | Oro-/Hypopharynx-CA ¢T3 cN2c cMO0 G3 4c
m 65 9,2 | Larynx-CA cTlacNO cMO G1 1
m 73 8,7 | Oro-,Hypopharynx-, Larynx- | ¢T4 cN2b cMO0 G3

CA 4a
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4. Ergebnisse

4.1 Beschreibung des Patientenkollektivs

Das 114 HNSCC-Patienten beinhaltende Kollektiv, gliederte sich in 93 ménnliche und 21 weibliche
Patienten. Das Durchschnittsalter der Frauen betrug 63 Jahre, wéhrend das der Manner 65 Jahre betrug.
Bei allen im Kollektiv eingeschlossenen Patienten wurde ein Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-
Bereiches diagnostiziert, welches durch das Institut fur Allgemeine und Spezielle Pathologie des
Universitatsklinikums des Saarlandes bestatigt und klassifiziert wurde. Die Tumoren vertraten
verschiedene Stadien, von einem pT1la cNO cMO-Stadium bis zu einem ¢T4b cN3 cM1-Stadium. Von
allen im Kollektiv eingeschlossenen Patienten war der HPV-Status bekannt. 93 Patienten hatten einen
HPV-negativen Tumor, wahrend 21 Patienten ein HPV-positives Karzinom aufwiesen. Zu der
Bestimmung des HPV-Status bei HNSCC-Patienten gibt es bisher keine einheitliche Methode und auch
ein zugelassener und zuverléssiger Abstrichtest existiert derzeit noch nicht. Der HPV-Status der
Patienten des vorliegenden Kollektivs wurde deshalb gleichzeitig tiber den immunhistochemischen
Nachweis des HPV-high-risk-assoziierten Biomarkers p16NK4a und des Proliferationsmarkers Ki67
mithilfe des CINtec PLUS-Kits (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland), sowie den
Nachweis von HPV-DNA mittels spezifischer PCR bestimmt (Linxweiler and Schick, 2015). Ein Tumor
wurde dabei als HPV-positiv gewertet wenn sowohl das Ergebnis der PCR als auch das der
Immunhistochemie positiv waren. Die Bestimmung des Vitamin-D-Serumspiegels der Patienten beider
Kollektive erfolgte tiber das Jahr verteilt, zu gleichen Teilen in den Sommer- (April bis September, 52%)
und Wintermonaten (Oktober bis Méarz, 48%), um so den Einfluss der jahreszeitbedingt schwankenden
Sonnenlichtexposition auf die Ergebnisse der Studie mdglichst gering zu halten. Zudem wurde der
Erndhrungszustand der Tumorpatienten im Vorfeld analysiert; dabei zeigte sich kein signifikanter
Unterschied beziiglich des Body-Mass-Index der VDA- und VDM-Kollektive.

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Plattenepithelkarzinome gliederten sich in
Larynx-, Mundboden-, Tonsillen-, Zungengrund-, Zungen-, Hypopharynx-, Weichgaumen- und
Wangenkarzinome. Das Larynxkarzinom war dabei mit 32 Fallen am hdufigsten vertreten, gefolgt von

dem Tonsillenkarzinom mit 26 Fallen und dem Zungengrundkarzinom mit 20 Fallen (Abb. 8).
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Tumorlokalisation
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Abbildung 8: Statistische Auswertung der Tumorlokalisation des untersuchten Patientenkollektivs. Die
Daten wurden in Form eines Séulendiagramms dargestellt. In absteigender Reihenfolge der Haufigkeit: Larynx-
(n=32), Tonsillen- (n=26), Zungengrund- (n=20), Hypopharynx- (n=15), Zungen- (n=11), Mundboden- (n=5),
Weichgaumen- (n=4) und Wangenkarzinom (n=1).

4.2 Charakterisierung der Praparate

4.2.1 Auswertung der T- und N-Stadien

Das Tumorstadium und das Staging haben einen entscheidenden Einfluss auf die Prognose und die Wabhl
der am besten geeigneten Therapie von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches. Das
Ausgangsstadium des Tumors zum Zeitpunkt der Operation sowie die Verlaufsbeurteilung des TNM-
Stadiums sind dabei von grofRer Bedeutung, um den Therapierfolg und den Verlauf der
Tumorausdehnung definieren zu kénnen. Dazu wurden die T- (Ausdehnung/GroRe des Primartumors)
und N- (Befall der Lymphknoten) Stadien der untersuchten Karzinome ausgewertet und anhand des
vorliegenden Vitamin-D-Serumspiegels miteinander verglichen (Abb. 9 und 10). So befanden sich im
gesamten Kollektiv 17 Tumore im Stadium T1, 47 Tumore im Stadium T2, 26 Tumore im Stadium T3
und 24 Tumore im Stadium T4. Im Kollektiv der Patienten mit einer ausreichenden Vitamin-D-
Versorgung machten die Karzinome im Stadium T1 einen prozentualen Anteil von 17,0 % aus, die
Karzinome im Stadium T2 von 43,3 %, die Karzinome im Stadium T3 von 24,5 % und die Karzinome
im Stadium T4 von 15,1 % aus. Im Kollektiv der Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel dagegen waren
T1-Tumore zu 13,1 %, T2-Tumore zu 39,9 %, T3-Tumore zu 21,3 % und T4-Tumore zu 26,3 %
vertreten (Abb. 9).
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T-Stadien
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Abbildung 9: Statistische Auswertung der T-Stadien der untersuchten Patientenkollektive. Die Daten
wurden in Abhéngigkeit vom Vitamin-D-Serumspiegel ausgewertet und in Balkendiagrammen dargestellt. Jeder
Balken reprasentiert die prozentuale Verteilung der T-Stadien. Verglichen wurde das Kollektiv der Patienten mit
ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) mit dem Kollektiv der Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM).

Bei der Betrachtung der Lymphknotenmetastasen zeigten sich im gesamten Kollektiv 36 Tumore im
Stadium NO, also ohne Nachweis einer Metastasierung in die Lymphknoten, 17 Tumore im Stadium N1,
54 Tumore im Stadium N2 und 7 Tumore im Stadium N3. Im Kollektiv der Patienten mit ausreichender
Vitamin-D-Versorgung war das Stadium NO zu 35,8 %, das Stadium N1 zu 17,0 %, das Stadium N2 zu
45,3 % und das Stadium N3 zu lediglich 1,9 % vertreten. Bei den Patienten mit Vitamin-D-Mangel
zeigten sich dagegen lediglich 27,9 % der Tumore im Stadium NO, wéhrend sich 13,1 % der Tumore im
Stadium N1, 29,2 % im Stadium N2 und 9,8 % im Stadium N3 befanden (Abb. 10). Insgesamt war also
eine schwéchere Tendenz hin zu hoheren T- sowie N-Stadien bei den Patienten mit einem Vitamin-D-
Mangel zu erkennen. Da die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Patienten ihre Erstdiagnose in den
Jahren 2013 bis 2016 erhielten, wurde in der Auswertung noch die siebte Version der TNM-
Klassifikation genutzt.
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N-Stadien
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Abbildung 10: Statistische Auswertung der N-Stadien der untersuchten Patientenkollektive. Die Daten
wurden in Abhéngigkeit vom Vitamin-D-Serumspiegel ausgewertet und in Balkendiagrammen dargestellt. Jeder
Balken reprasentiert die prozentuale Verteilung der N-Stadien. Verglichen wurde das Kollektiv der Patienten mit
ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) mit dem Kollektiv der Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM).

4.2.2 PraparatgrofRe, Tumoranteil, Leukozyteninfiltration

Das untersuchte Patientenkollektiv gliedert sich in ein Kollektiv von 61 Patienten mit einem Vitamin-
D-Mangel (VDM) und in ein Kollektiv von 53 Patienten mit einer ausreichenden Vitamin-D-
Versorgung (VDA). Um sicherzustellen, dass alle Préparate unabh&ngig vom zugehorigen Kollektiv
dieselben Eigenschaften besitzen und um eine mogliche Verfélschung der Ergebnisse auszuschliel3en,
erfolgte die Begutachtung wichtiger Préparatcharakteristika im Rahmen der Dissertationsarbeit
»Einfluss von Vitamin D auf die tumorspezifische Immunabwehr bei Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom im Kopf-Hals-Bereich* von Herrn Dr. med. Benedikt Balensiefer (Universitat
des Saarlandes, Homburg). Dort wurde das in der vorliegenden Arbeit analysierte Patientenkollektiv
(n=103) erstmals immunhistochemisch untersucht. Dabei wurden Charakteristika wie die
PréparatgréRRe, der Tumor- und Stromaanteil, sowie die Leukozyteninfiltration ausgewertet und in den
Kollektiven verglichen. Die Analyse der Praparatgrofie erfolgte anhand einer GroReneinteilung von 1 -
3, wéhrend die Bewertung des Tumoranteils und der Verteilung der Zellpopulationen ber eine Skala
von 1 - 4 erfolgte. Das Kollektiv der vorliegenden Arbeit ist im Vergleich zu dem der Arbeit von Herrn
Dr. med. Balensiefer um 11 Patienten erweitert, deren Gewebeproben ebenfalls analysiert wurden und
dieselben Préparateigenschaften und GroRenverhéltnisse aufweisen. Aus diesem Grund werden im
Folgenden die Ergebnisse der Auswertung von Herrn Balensiefer mit Erweiterung des Kollektivs um

die 11 zusatzlichen Patienten zusammengefasst.
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In Bezug auf die PraparatgrofRe konnten in der Auswertung keine relevanten Unterschiede zwischen
dem VDA- und dem VDM-Kollektiv nachgewiesen werden. In der Regel nahmen die Gewebeproben
etwa 10 — 40 % der Objekttrageroberflache ein. Auch die Tumor- und Stromaanteile der Praparate
zeigten in Bezug auf ihre jeweilige PraparatgroRe keinen signifikanten Unterschied in den beiden
Kollektiven (Abb. 11). Der Tumor und das Stroma machten jeweils ca. die Hélfte des Praparatgewebes

aus (Benedikt Balensiefer, Universitat des Saarlandes, Homburg).

A B
Tumoranteil .
umorante Stromaanteil
4 0.6974 4m 0.7576
3- 3-
[ Vvitamin D Mangel
2+ 2a ausreichende Vitamin D
Versorgung
1= 1=
0 L | | | 0 n "
VDM VDA VDM VDA

Abbildung 11: Statistische Auswertung des Tumoranteils (A) und des Stromaanteils (B) der Préaparate.
Die Gewebeanteile wurden mittels einer Skala von 1 bis 4 bewertet und anschlieRend in Boxplots dargestellt. Jede
Box stellt den Interquartilsabstand dar, der Median wird durch eine Linie angezeigt. Die Whisker reprasentieren
die 1,5-fache Interquartilsrange (nach Tukey). VDA steht fir das Kollektiv mit der ausreichenden Vitamin-D-
Versorgung und VDM fir das Kollektiv mit einem Vitamin-D-Mangel (Benedikt Balensiefer, 2017).

Die Betrachtung der Leukozytenanzahl im Prdparat lieferte einen hochsignifikanten Unterschied (p =
0,0001) zwischen den VDA- und VDM-Patienten zugunsten einer deutlich hoheren Leukozytenzahl im
VDA-Kollektiv. Um den Einfluss von Vitamin D auf das lokalisationsspezifische Infiltrationsverhalten
von Leukozyten beurteilen zu koénnen, wurde zudem die Leukozytenverteilung auf Tumor- und
Stromagewebe analysiert. Dabei zeigten sich signifikant mehr Leukozyten im Tumor der VDA-
Patienten (p < 0,0001), wohingegen die VDM-Patienten eine hthere Anzahl an Leukozyten im Stroma
aufwiesen (Benedikt Balensiefer, Universitat des Saarlandes, Homburg). Diese Ergebnisse bestétigen
eine Korrelation zwischen einem ausreichenden Vitamin-D-Serumspiegel und einer hoheren
Leukozytenzahl, sowie vermehrten Leukozyteninfiltration des tumoralen Gewebes. Eine vermehrte

Infiltration des peritumoralen Stromas konnte dagegen nicht nachgewiesen werden.
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4.3 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbungen

Um den Einfluss des Vitamin-D-Status auf die lytische Signatur der tumorinfiltrierenden Leukozyten
zu ermitteln, wurden die Préparate von 114 Kopf-Hals-Tumorpatienten immunhistochemisch geférbt.
Dazu wurden Antikorper gegen die lytischen Effektormolekiile Granzym A, Granzym B, Granzym K,
Granulysin und Perforin verwendet. Unterschieden wurde zwischen dem Nachweis der jeweiligen
Molekdile in intratumoral und peritumoral lokalisierten Leukozyten. Bei Granzym K, Granulysin und
Perforin wurde zudem eine tumorale Expression der Molekdile analysiert, da sich in der Etablierung der
entsprechenden Farbungen auch spezifische Farbereaktionen der Tumorzellen zeigten.  Zur
semiquantitativen Auswertung der immunhistochemischen Farbungen wurde der Immunreaktive Score
nach Remmele und Stegner verwendet (Remmele & Stegner 1987). Die Bewertungsskala setzt sich
dabei aus der antikdrperspezifischen Farbeintensitat (0-3) multipliziert mit der Anzahl positiver Zellen

(0-4) zusammen und ergibt so Werte zwischen 0 und 12.

4.3.1 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von Granzym A an HNSCCs

VDM Peritimorale Expression .100,Hm VDM Intratumorale Expression 100 um

’ > %
% hy » A P v [
—— PR - —

VDA Peritumorale Expression = . = 100 pm VDA Intratumorale Expression .. 100 pm-

Abbildung 12: Granzym A-Immunhistochemie an HNSCC-Praparaten. Der Vergleich der peritumoralen und
intratumoralen leukozytaren Granzym-A-Expression ist reprasentativ fiir einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel
(VDM) in der oberen und einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) in der unteren
Abbildungshélfte dargestellt.
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Die Farbung Granzym-A-exprimierender Leukozyten bei einem Patienten mit Vitamin-D-Mangel
(VDM) und bei einem Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA), jeweils fur die
peritumoral und die intratumoral lokalisierten Leukozyten, ist exemplarisch in Abbildung 12 dargestellt.
Die spezifische Antikorper-Féarbung der Zellen zeichnet sich durch ein intensiv rotes Farbebild aus. Die
Tumormorphologie ist durch ein invasives Wachstum und die Bildung von strangférmigen
Zellverbanden und lokalisierten Tumorzellinseln gekennzeichnet.

Die statistische Auswertung der Granzym-A-Expression in intra- und peritumoralen Leukozyten ist in
Abbildung 13 dargestellt. Sowohl bei der intratumoralen (p = 0,7732) als auch bei der peritumoralen (p
= 0,4933) Granzym-A-Expression war kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kollektiven
festzustellen. Der Mittelwert der peritumoralen Expression der VDM-Patienten lag bei 3,877 mit einem
Standardfehler von 0,3157 und der VDA-Patienten bei 4,519 mit einem Standardfehler von 0,4737. Der
Mittelwert der intratumoralen Expression nahm im Kollektiv der VDA-Patienten den Wert 3,151
(Standardfehler 0,3385) und im Kollektiv der VDM-Patienten den Wert 3,180 (Standardfehler 0,3536)
an. Der Median der peritumoralen Granzym-A-Expression betrug in beiden Kollektiven 3,5 wéhrend
der Median der intratumoralen Granzym-A-Expression im VDM-Kollektiv den Wert 2,5 und den Wert
3,0 im VDA-Kaollektiv annahm.

Granzym A
p = 0,4933 p=0,7732 o Vitamin D Mangel
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Abbildung 13: Statistische Auswertung der Granzym-A-Expression in peri- und intratumoralen
Leukozyten in Abhangigkeit vom Vitamin-D-Spiegel. Mithilfe eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde die
antikorperspezifische Farbung ausgewertet und in scattered Dotplots dargestellt. Der Median wird durch eine rote
Linie angegeben. Die Whisker représentieren den Interquartilsabstand vom ersten bis zum dritten Quartil.
Verglichen wurde das Kollektiv der Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) mit dem Kollektiv der Patienten mit
ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA).
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4.3.2 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von Granzym B an HNSCCs
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Abbildung 14: Granzym B-Immunhistochemie an HNSCC-Préparaten. Der Vergleich der peritumoralen und
intatumoralen leukozytdren Granzym-B-Expression ist reprasentativ fiir einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel
(VDM) in der oberen und einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) in der unteren
Abbildungshélfte dargestellt.

In Abbildung 14 ist die Farbung Granzym-B-exprimierender Leukozyten bei einem Patienten mit
Vitamin-D-Mangel (VDM) und bei einem Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA),
jeweils fir die peritumoral und die intratumoral lokalisierten Leukozyten, exemplarisch dargestelit.
Bereits in dieser Abbildung ist zu erkennen, dass das Gewebe des Patienten mit der ausreichenden
Vitamin-D-Versorgung eine hohere Anzahl an gefarbten Zellen enthélt, die zudem auch intensiver

gefarbt sind.
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Die statistische Auswertung der Granzym-B-Expression in intra- und peritumoralen Leukozyten ist in
Abbildung 15 dargestellt und bestatigt den Eindruck der mikroskopischen Aufnahmen. Die
intratumorale leukozytére Granzym-B-Expression der VDA-Patienten zeigte sich signifikant erhoht im
Vergleich mit den VDM-Patienten (p = 0,0026). Der Mittelwert lag hier im VDA-Kollektiv bei 2,689
mit einem Standardfehler von 0,2647 und im VDM-Kollektiv bei 1,754 mit einem Standardfehler von
0,2170. Der Median der VDA-Patienten betrug 2,5 und der VDM-Patienten 1,5. Auch die peritumorale
leukozytdre Granzym-B-Expression war im Kollektiv der VDA-Patienten signifikant ausgepragter als
im Kollektiv der VDM-Patienten (p = 0,0023). Der Mittelwert des VDA-Kaollektivs lag bei 4,528 mit
einem Standardfehler von 0,3585 und im VDM-Kollektiv bei 3,107 mit einem Standardfehler von
0,3545. Bei den VDA-Patienten betrug der Median 4,5, wéhrend er bei den VDM-Patienten den Wert

2,5 annahm.
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Abbildung 15: Statistische Auswertung der Granzym-B-Expression in peri- und intratumoralen
Leukozyten in Abhangigkeit vom Vitamin-D-Spiegel. Mithilfe eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde die
antikorperspezifische Farbung ausgewertet und in scattered Dotplots dargestellt. Der Median wird durch eine rote
Linie angegeben. Die Whisker représentieren den Interquartilsabstand vom ersten bis zum dritten Quartil.
Verglichen wurde das Kollektiv der Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) mit dem Kollektiv der Patienten mit
ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA).
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4.3.3 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von Granzym K an HNSCCs

VDM Peritumorale Expression 100 pm VDM Intratumorale Expression 100 pm
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Abbildung 16: Granzym K-Immunhistochemie an HNSCC-Préaparaten. Der Vergleich der peritumoralen und
intatumoralen leukozytdaren Granzym-K-Expression ist repréasentativ fir einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel

(VDM) in der oberen und einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) in der unteren
Abbildungshélfte dargestellt.

VDM Tumorale Expression 100 pm VDA Tumorale Expression 100 pm

Abbildung 17: Granzym K-Immunhistochemie an HNSCC-Praparaten. Die Abbildung zeigt das
tumorzellspezifische Farbeverhalten reprasentativ fur einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) in der linken
und fiir einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) in der rechten Abbildungshalfte.
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Die Farbung Granzym-K-exprimierender Leukozyten bei einem Patienten mit Vitamin-D-Mangel
(VDM) und bei einem Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA), jeweils fur die
peritumoral und die intratumoral lokalisierten Leukozyten, ist in Abbildung 16 exemplarisch dargestellt.
Bereits in dieser Abbildung ist zu erkennen, dass das Gewebe des Patienten mit der ausreichenden
Vitamin-D-Versorgung eine etwas hohere Anzahl an gefarbten Zellen enthélt als das Gewebe des VDM-
Patienten. Die Abbildung 17 zeigt die tumorale Expression von Granzym K exemplarisch fur einen
Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) und einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung
(VDA).

In Abbildung 18 ist die statistische Auswertung der Granzym-K-Expression in intra- und peritumoralen
Leukozyten dargestellt. Die intratumorale leukozytare Granzym-K-Expression der VDA-Patienten
zeigte sich signifikant erhdht im Vergleich mit den VDM-Patienten (p = 0,0240). Der Mittelwert lag
hier im VDA-Kollektiv bei 1,406 mit einem Standardfehler von 0,1426 und im VDM-Kollektiv bei
0,9672 mit einem Standardfehler von 0,0912. Der Median der VDA-Patienten betrug 1,5 und der VDM-
Patienten 1,0. Auch die peritumorale leukozytére Granzym-K-Expression war im Kollektiv der VDA-
Patienten signifikant ausgeprégter als im Kollektiv der VDM-Patienten (p = 0,0276). Der Mittelwert des
VDA-Kaollektivs lag bei 2,245 mit einem Standardfehler von 0,2111 und im VDM-Kaollektiv bei 1,705
mit einem Standardfehler von 0,1820. Bei den VDA-Patienten betrug der Median 2,5, wahrend er bei
den VDM-Patienten den Wert 1,5 annahm.

Die statistische Auswertung der tumoralen Expression von Granzym K ist in Abbildung 19 gezeigt.
Statistisch war der Unterschied zwischen den beiden Kollektiven nicht signifikant (p = 0,1142), jedoch
war eine Tendenz zu einer hoheren Expression im VDA-Kollektiv festzustellen. Der Mittelwert des
VVDM-Kaollektivs betrug 1,910 (Standardfehler 0,1462), der des VDA-Kaollektivs 2,415 (Standardfehler
0,2137). Der Median beider Kollektive lag bei 2,0.
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Abbildung 18: Statistische Auswertung der Granzym-K-Expression in peri- und intratumoralen
Leukozyten in Abhangigkeit vom Vitamin-D-Spiegel. Mithilfe eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde die
antikorperspezifische Farbung ausgewertet und in scattered Dotplots dargestellt. Der Median wird durch eine rote
Linie angegeben. Die Whisker reprasentieren den Interquartilsabstand vom ersten bis zum dritten Quartil.
Verglichen wurde das Kollektiv der Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) mit dem Kollektiv der Patienten mit
ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA).
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Abbildung 19: Statistische Auswertung der tumoralen Expression von Granzym-K in Abhéngigkeit vom
Vitamin-D-Spiegel. Mithilfe eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde die antikorperspezifische Féarbung
ausgewertet und in scattered Dotplots dargestellt. Der Median wird durch eine rote Linie angegeben. Die Whisker
reprasentieren den Interquartilsabstand vom ersten bis zum dritten Quartil. Verglichen wurde das Kollektiv der
Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) mit dem Kollektiv der Patienten mit ausreichender Vitamin-D-
Versorgung (VDA).
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4.3.4 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von Granulysin an HNSCCs
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Abbildung 20: Granulysin-Immunhistochemie an HNSCC-Praparaten. Der Vergleich der peritumoralen und
intatumoralen leukozytdren Granulysin-Expression ist représentativ fir einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel
(VDM) in der oberen und einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) in der unteren
Abbildungshélfte dargestelit.

Abbildung 21: Granulysin-lmmunhistochemie an HNSCC-Préaparaten. Die Abbildung zeigt das
tumorzellspezifische Féarbeverhalten repréasentativ fiir einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) in der linken
und fiir einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) in der rechten Abbildungshélfte.
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Die Abbildung 20 zeigt die typische Farbung Granulysin-exprimierender Leukozyten exemplarisch bei
einem Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) und bei einem Patienten mit ausreichender Vitamin-D-
Versorgung (VDA), jeweils fir die peritumoralen und die intratumoralen Leukozyten. In Abbildung 21
ist die tumorale Expression von Granulysin exemplarisch fur einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel
(VDM) und einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) dargestellt. Bereits in
dieser Abbildung ist zu erkennen, dass das Tumorgewebe des Patienten mit der ausreichenden Vitamin-
D-Versorgung ein intensiveres Farbebild aufweist.

Die Abbildung 22 zeigt die statistische Auswertung der Granulysin-Expression in intra- und peritumoral
lokalisierten Leukozyten. Sowohl bei der intratumoralen (p = 0,3008) als auch bei der peritumoralen (p
= 0,2880) Granulysin-Expression war kein signifikanter Unterschied zwischen den beiden Kollektiven
festzustellen. Der Mittelwert der peritumoralen Expression der VDM-Patienten lag bei 1,803 mit einem
Standardfehler von 0,2203 und der VDA-Patienten bei 1,896 mit einem Standardfehler von 0,1907. Der
Mittelwert der intratumoralen Expression nahm im Kollektiv der VDA-Patienten den Wert 1,660
(Standardfehler 0,1909) und im Kollektiv der VDM-Patienten den Wert 1,664 (Standardfehler 0,2409)
an. Der Median der peritumoralen Granulysin-Expression im VDM-Kaollektiv betrug 1,0 und im VDA-
Kollektiv 1,5, wahrend der Median der intratumoralen Granulysin-Expression in beiden Kollektiven den
Wert 1,0 annahm.

Die statistische Auswertung der tumoralen Expression ist in Abbildung 23 gezeigt. Die tumorale
Expression von Granulysin war bei den VDA-Patienten signifikant hoher als bei den VDM-Patienten (p
= 0,0109). Der Mittelwert des VDM-Kollektivs betrug 1,754 (Standardfehler 0,1919), der des VDA-
Kollektivs 2,689 (Standardfehler 0,2842), wéhrend der Median sowohl der VDM-Patienten als auch der
VDA-Patienten bei 1,5 lag.
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Abbildung 22: Statistische Auswertung der Granulysin-Expression in peri- und intratumoralen Leukozyten
in Abhéngigkeit vom Vitamin-D-Spiegel.  Mithilfe eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde die
antikorperspezifische Farbung ausgewertet und in scattered Dotplots dargestellt. Der Median wird durch eine rote
Linie angegeben. Die Whisker représentieren den Interquartilsabstand vom ersten bis zum dritten Quartil.
Verglichen wurde das Kollektiv der Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) mit dem Kollektiv der Patienten mit
ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA).
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Abbildung 23: Statistische Auswertung der tumoralen Expression von Granulysin in Abhangigkeit vom
Vitamin-D-Spiegel. Mithilfe eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde die antikdrperspezifische Farbung
ausgewertet und in scattered Dotplots dargestellt. Der Median wird durch eine rote Linie angegeben. Die Whisker
repréasentieren den Interquartilsabstand vom ersten bis zum dritten Quartil. Verglichen wurde das Kollektiv der
Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) mit dem Kollektiv der Patienten mit ausreichender Vitamin-D-
Versorgung (VDA).
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4.3.5 Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von Perforin an HNSCCs

Abbildung 24: Perforin-Immunhistochemie an HNSCC-Préparaten. Der Vergleich der peritumoralen und
intatumoralen leukozytéren Perforin-Expression ist représentativ fir einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel
(VDM) in der oberen und einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) in der unteren
Abbildungshalfte dargestelit.

Abbildung 25: Perforin-Immunhistochemie an HNSCC-Praparaten. Die Abbildung zeigt das
tumorzellspezifische Férbeverhalten représentativ fur einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) in der linken
und fur einen Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA) in der rechten Abbildungshélfte.
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Die Farbung Perforin-exprimierender Leukozyten bei einem Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM)
und bei einem Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA), jeweils fur die peritumoralen
und die intratumoralen Leukozyten, ist in Abbildung 24 exemplarisch dargestellt. Bereits in dieser
Abbildung ist zu erkennen, dass das Gewebe des Patienten mit der ausreichenden Vitamin-D-
Versorgung eine héhere Anzahl an geféarbten Zellen enthdlt. Die Abbildung 25 zeigt die tumorale
Expression von Perforin exemplarisch fur einen Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) und einen
Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA). Auch hier ist in der Abbildung zu erkennen,
dass das Tumorgewebe des Patienten mit der ausreichenden Vitamin-D-Versorgung ein intensiveres
Férbebild aufweist.

In Abbildung 26 ist die statistische Auswertung der Perforin-Expression in intra- und peritumoralen
Leukozyten dargestellt. Die intratumorale leukozytare Perforin-Expression der VDA-Patienten zeigte
sich signifikant erhdht im Vergleich mit den VDM-Patienten (p = 0,0030). Der Mittelwert lag hier im
VDA-Kollektiv bei 1,764 mit einem Standardfehler von 0,1991 und im VDM-Kaollektiv bei 1,164 mit
einem Standardfehler von 0,1873. Der Median der VDA-Patienten betrug 1,5 und der VDM-Patienten
0,5. Auch die peritumorale leukozytdre Perforin-Expression war im Kollektiv der VDA-Patienten
signifikant ausgeprégter als im Kollektiv der VDM-Patienten (p = 0,0044). Der Mittelwert des VDA-
Kollektivs lag bei 2,123 mit einem Standardfehler von 0,2383 und im VDM-Kollektiv bei 1,287 mit
einem Standardfehler von 0,1314. Bei den VDA-Patienten betrug der Median 1,5, wahrend er bei den
VDM-Patienten den Wert 1,0 annahm.

Die statistische Auswertung der tumoralen Expression von Perforin ist in Abbildung 27 gezeigt. Auch
hier war die Expression bei den VDA-Patienten signifikant hoher als bei den VDM-Patienten (p =
0,0023). Der Mittelwert des VDM-Kollektivs betrug 1,516 (Standardfehler 0,2421), der des VDA-
Kollektivs 2,538 (Standardfehler 0,3080), wahrend der Median der VDM-Patienten bei 1,0 und der
VDA-Patienten bei 2,0 lag.
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Abbildung 26: Statistische Auswertung der Perforin-Expression in peri- und intratumoralen Leukozyten
in  Abhangigkeit vom Vitamin-D-Spiegel. Mithilfe eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde die
antikorperspezifische Farbung ausgewertet und in scattered Dotplots dargestellt. Der Median wird durch eine rote
Linie angegeben. Die Whisker représentieren den Interquartilsabstand vom ersten bis zum dritten Quartil.
Verglichen wurde das Kollektiv der Patienten mit Vitamin-D-Mangel (VDM) mit dem Kollektiv der Patienten mit
ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA).
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Abbildung 27: Statistische Auswertung der tumoralen Perforin-Expression in Abhangigkeit vom Vitamin-
D-Spiegel. Mithilfe eines Immunreaktiven Scores (IRS) wurde die antikdrperspezifische Férbung ausgewertet und
in scattered Dotplots dargestellt. Der Median wird durch eine rote Linie angegeben. Die Whisker reprasentieren
den Interquartilsabstand vom ersten bis zum dritten Quartil. Verglichen wurde das Kollektiv der Patienten mit
Vitamin-D-Mangel (VDM) mit dem Kollektiv der Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung (VDA).
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4.4 Zusammenfassende Darstellung der immunhistochemischen Ergebnisse

Die immunhistochemischen Analysen der lytischen Effektormolekiile Granzym B und Granzym K
zeigten bei einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung eine signifikante Steigerung ihrer leukozytaren
Expression im Tumor sowie im peritumoralen Stroma. Besonders deutlich wurde die vermehrte intra-
und peritumorale leukozytdre Expression auch bei Perforin, dessen tumorale Expression zudem bei
ausreichendem Vitamin-D-Serumspiegel signifikant erhoht war. Bei Granzym K dagegen war kein
signifikanter Einfluss der Vitamin-D-Versorgung auf die tumorale Expression festzustellen. Bezliglich
der intra- und peritumoralen leukozytaren Expression von Granzym A und Granulysin konnte kein
Unterschied zwischen den beiden Kollektiven nachgewiesen werden. Im Falle von Granulysin zeigte
sich allerdings eine signifikant gesteigerte tumorale Expression bei der Betrachtung des VDA-
Kollektivs.

4.5 Uberlebensanalyse

4.5.1 Uberlebensanalyse abhéngig vom Vitamin-D-Status

In der nach der Kaplan-Meier-Analyse erstellten Uberlebenskurve des Patientenkollektivs (Abb. 28)
wird deutlich, dass ein ausreichender Vitamin-D-Serumspiegel zu einem signifikant verbesserten
Gesamtiiberleben der Patienten fihrt (p = 0,0188). Die Patienten mit ausreichender Vitamin-D-
Versorgung lebten mit einem medianen Uberleben von 31 Monaten im Schnitt 10 Monate langer als die
Patienten mit Vitamin-D-Mangel, deren medianes Uberleben bei 21 Monaten lag. Die Hazard Ratio fiir
die Gesamtsterblichkeit der Patienten mit Vitamin-D-Mangel betrug 2,010, wéhrend die Hazard Ratio
der Gesamtsterblichkeit der Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung bei 0,4575 lag. Daraus
resultiert ein um ca. 150 % erhohtes Sterberisiko fir Kopf-Hals-Tumorpatienten mit Vitamin-D-Mangel

im Vergleich zu den HNSCC-Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung.

63



4. Ergebnisse

HNSCC-Patienten

__100 J _._ ausreichende
2 Vitamin D Versorgung
9 == Vitamin D Mangel
©
1o [
n Sl M}
c =
g 50- ....Ill EEEE EEE E B EEE p_0’0188
9
-
@
Ko}
D

0 *
0 24 48 72

Monate

Abbildung 28: Einfluss der Vitamin-D-Versorgung auf das Gesamtiberleben der HNSCC-Patienten. Die
Abbildung zeigt die Kaplan-Meier-Uberlebenskurve des Patientenkollektivs in Abhéngigkeit vom Vitamin-D-
Status. Die Kurve der VDA-Patienten ist in griin angegeben, die der VDM-Patienten in blau. Zensierte Daten
werden durch schwarze Punkte angegeben.

4.5.2 Uberlebensanalysen abhangig von immunhistochemischen Parametern

Um das Patientenkollektiv in eine Gruppe mit niedriger und eine Gruppe mit hoher Expression der
Iytischen Effektormolekile einzuteilen, wurde der gerundete Mittelwert aller Immunreaktiven Scores
(IRS) fur jeden untersuchten Antikorper (Granzym A, Granzym B, Granzym K, Granulysin, Perforin)
ermittelt. AnschlieBend wurden die Patienten in ein Kollektiv mit IRS-Werten unterhalb des
Mittelwertes und ein Kollektiv mit IRS-Werten, die dem Mittelwert entsprachen oder dariiber lagen,
eingeteilt. Der IRS-Mittelwert fiir die leukozytare peritumorale Expression von Granzym A und
Granzym B betrug jeweils 4,0, flir die intratumorale Granzym-A-Expression 3,0 und fir die
intratumorale Granzym-B-Expression 2,0. Bei Granzym K und Granulysin lagen die IRS-Mittelwerte
fiir die peritumoralen Leukozyten jeweils bei 2,0, fur die intratumoralen Leukozyten bei Granzym K bei
1,0 und bei Granulysin bei 1,5. Fir die tumorale Expression von Granzym K, Granulysin und Perforin
betrugen die IRS-Mittelwerte jeweils 2,0. Sowohl der Mittelwert der intratumoralen als auch der
peritumoralen leukozytéren Perforin-Expression lag bei 1,5.

Die nach Kaplan-Meier-Analyse erstellte Uberlebenskurve in Abbildung 29A zeigt ein signifikant
verlangertes Gesamtuberleben (p = 0,0321) fur Patienten mit einer hdheren tumoralen Perforin-
Expression im Vergleich zu den Patienten mit einer niedrigeren tumoralen Perforin-Expression. Zudem
scheint eine hohere intratumorale leukozytére Perforin-Expression mit einem geringfugigen
Uberlebensvorteil bei HNSCC-Patienten assoziiert zu sein (p = 0.2394, Abb. 29B). Auch bei der

intratumoralen leukozytaren Granzym K-Expression war eine leichte Tendenz zu einem verlangerten
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Gesamtiberleben (p = 0,1652) bei Patienten mit hoher intratumoraler Granzym-K-Expression im
Vergleich zu solchen mit niedriger intratumoraler Granzym-K-Expression zu erkennen (Abb. 29C). Bei
der peritumoralen leukozytaren Expression von Granzym K war diese Tendenz jedoch nur sehr
abgeschwaécht zu beobachten (p = 0,2812, Abb. 29D). In den untersuchten Patientenkollektiven zeigte
sich zudem kein Uberlebensvorteil in Abhangigkeit von der leukozytaren Granzym-A- oder Granzym-
B-Expression (Daten nicht gezeigt). Auch das Ausmal der tumoralen Granzym-K- und Granulysin-
Expression beeinflusste das Gesamtiiberleben der HNSCC-Patienten nicht signifikant (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 29: Einfluss der Expression der lytischen Effektormolekile auf das Gesamtiiberleben von
HNSCC-Patienten. Die Abbildung zeigt Kaplan-Meier-Uberlebenskurven des Patientenkollektivs in
Abhangigkeit von der tumoralen Perforin-Expression (A), von der intratumoralen leukozytaren Perforin- (B) und
Granzym-K-Expression (C), sowie von der peritumoralen leukozytéren Granzym-K-Expression (D). Die Kurve
der hohen Enzymexpression ist jeweils in griin angegeben, die der niedrigen Enzymexpression in blau. Zensierte
Daten werden durch schwarze Punkte symbolisiert.
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5. Diskussion

5.1 Bedeutung von Vitamin-D und immunmodulatorischen Therapiekonzepten in

der Kopf-Hals-Onkologie

Bdsartige Tumorerkrankungen stellen bereits heute die zweithdufigste Todesursache in Deutschland dar
und werden auch in den Gesundheitssystemen weltweit immer relevanter werden, da durch eine
zunehmend alter und multimorbider werdende Bevdlkerung in den kommenden Jahren eine Zunahme
der Tumorinzidenz zu erwarten ist (Gaber and Wildner, 2011; World Health Organization, 2017; Ferlay
et al., 2019). Aus diesem Grund wird sich die wissenschaftliche Forschung um passende
Therapiestrategien und fortschrittliche Diagnostik bemihen missen, um die malignen
Tumorerkrankungen friihzeitig zu erkennen und effizient behandeln zu kénnen. Weltweit zédhlen
Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs als sechsthaufigste Tumorentitat zu den fuhrenden
Tumorerkrankungen und sind in der Mehrzahl der Félle mit einem langjahrigen Nikotin- und
Alkoholabusus oder einer Infektion der Mund-/Rachenschleimhaut mit humanen Papillomviren vom
,high-risk“-Typ assoziiert (Kaatsch and Spix, 2019).

Die Behandlung von Kopf-Hals-Karzinomen gestaltet sich trotz aller Bemiihungen in innovativer
Forschung und der Entwicklung neuer Therapiekonzepte wie dem EGFR-Antikdrper Cetuximab oder
den gegen PD-1 gerichteten Checkpoint-Inhibitoren Nivolumab und Pembrolizumab weiterhin
ausgesprochen schwierig. Die Heterogenitat der verschiedenen Tumorlokalisationen sowie das meist
bereits fortgeschrittene Tumorstadium bei Erstvorstellung der Patienten erschweren dabei eine effektive
Tumortherapie (Gerlinger et al., 2012). Auch die immunevasiven Mechanismen des Tumors und die
generell reduzierte Immunfunktion, die haufig bei Kopf-Hals-Tumorpatienten vorliegt, schranken die
Einddmmung der Tumorprogression deutlich ein (Beatty and Gladney, 2015). Diese Faktoren
erschweren somit die erfolgreiche und nebenwirkungsarme Tumortherapie, was sich auch in der seit
vielen Jahren nahezu unveranderten 5-Jahres-Uberlebensrate von etwa 50-60% widerspiegelt (Mandal
et al., 2016; Kaatsch and Spix, 2019).

Zur Behandlung der Kopf-Hals-Tumoren stehen die chirurgische Resektion, die Radio- und
Chemotherapie sowie seit Kurzem auch die Therapie mit einem EGFR-Antikoérper und Checkpoint-
Inhibitoren zur Verfligung, die sowohl einzeln als auch kombiniert eingesetzt werden (Schmoll et al.,
2013; Ferris et al., 2016; Machiels et al., 2020). Allerdings weisen diese Therapiekonzepte bei
fortgeschrittenen Tumoren hdufig eine eingeschrankte Wirksamkeit und ausgeprégte Toxizitat auf, da
die Strahlen- oder Chemotherapie neben den Tumorzellen auch die gesunden Korperzellen stark
schadigen kann (Ramos et al., 2010; Wolff et al., 2012). Aus diesem Grund wird in der onkologischen
Forschung nach neuen Methoden gesucht, um den Tumor effektiv zu bekdmpfen und die
therapieassoziierte Toxizitat und die Nebenwirkungen zu reduzieren. Ein vielversprechender Ansatz ist
dabei die Betrachtung der korpereigenen Tumorabwehr durch das Immunsystem und die daraus

abgeleiteten immunmodulatorischen Therapieansatze.
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Innovative onkologische Therapiekonzepte zielen auf die Verbesserung der kérpereigenen Anti-Tumor-
Reaktion ab. Die Entstehung eines Tumors ist davon abhangig, ob das humane Immunsystem die
Tumorzelle als entartete Zelle erkennen und zerstdren kann, bevor es zu einer unkontrollierten
Proliferation kommt. An der korpereigenen naturlichen Tumorabwehr sind dabei unter anderem B- und
T-Lymphozyten, natirliche Killerzellen und dentritische Zellen beteiligt. Die B-Zellen produzieren
nach einer Aktivierung durch die T-Zellen Tumorantigen-spezifische Antikorper zur gezielten
Bekampfung des Tumors. Bei Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches
wurden zahlreiche Antikorper gegen verschiedene Tumorantigene wie p53, p40, MUCL1 sowie HPV-E6
und HPV-E7 nachgewiesen (Zumbach et al., 2000). Daneben spielen verschiedene Zytokine wie IL-2,
IL-12 oder auch TNF-a eine wichtige Rolle in der natiirlichen Tumorabwehr (Rink et al. , 2015).
Tumorzellen haben jedoch zellulare Mechanismen entwickelt, um die immunologische Reaktion gegen
den Tumor zu umgehen und durch eine Veranderung ihrer Oberflachenstruktur die Aktivitat der
Immuneffektorzellen zu modulieren. Zahlreiche Studien zum molekularbiologischen Aufbau von
Tumoren und deren Interaktion mit dem menschlichen Immunsystem weisen dabei auf verschiedene
tumorale Mechanismen zur Hemmung der Anti-Tumor-Immunreaktion hin (Walker et al., 2012; Young
and Day, 2013; Ferris, 2015). So kann durch Beeinflussung tumorassoziierter Makrophagen und
regulatorischer T-Zellen die Tumorentwicklung und —progression geférdert werden (Badoual et al.;
Chen and Mellman, 2013). Auch der regulatorische TH2-Subtyp der CD4-positiven T-Zellen kann
durch die Tumorzellen zur Sezernierung inhibitorischer Zytokine, die das Tumorwachstum férdern,
manipuliert werden (Badoual et al., 2006; Chikamatsu et al., 2007). Neue immunonkologische
Therapieansatze, die aktuell in experimentellen und klinischen Studien untersucht werden, zielen daher
darauf ab, die tumorprogressionsfordernde Beeinflussung des Immunsystems weitgehend aufzuheben

und dagegen die antitumoralen Faktoren der Immunreaktion effektiv zu starken (Kansy et al., 2015).

Zu den unterschiedlichen Ansatzen dieser immunonkologischen Therapien zéhlen dabei neben der
Inhibierung onkogener Signalwege wie VEGFR oder EGFR mittels Tyrosinkinaseinhibitoren oder
monoklonaler Antikdrper und den Immun-Checkpoint-Inhibitortherapien (Kansy et al., 2015; Ferris et
al., 2016; Burtness et al., 2019; Cohen et al., 2019), auch die Vakzinierungen in Reaktion auf die
steigende Zahl der HPV-positiven Tumoren (Ramqvist and Dalianis, 2010). Die Komplexitat des
Immunsystems und die molekulare Heterogenitdt des Tumors erschweren dabei allerdings die
Herstellung und Anwendung geeigneter Therapien. In vielen Féllen zeigen die aktuell zugelassenen
Medikamente nicht bei allen Tumoren eine Wirksamkeit, was durch die unterschiedliche Expression der
spezifischen Zielmolekiile zu einer eingeschréankten Anwendbarkeit fihrt. Das Therapieansprechen
héngt dabei neben den tumorintrinsischen Faktoren auch von der Immunfunktion des Patienten und
damit verbunden chronischen Entzindungen oder einer generellen Immunschwache ab.
Zytokintherapien, die an dem inhibierenden Zytokin VEGF angreifen, sind bereits in der Behandlung
von Kolorektal-, Zervix- sowie Lungenkarzinomen zugelassen und werden derzeit in verschiedenen

Studien auch fr die Behandlung von Kopf-Hals-Tumoren getestet (Kansy et al., 2015; BuBmann et al.,
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2018; Wu et al., 2018). Die Entwicklung tumorantigenspezifischer monoklonaler Antikdrper erméglicht
zudem die gezielte Beeinflussung konkreter Komponenten der molekularen Tumorstrukturen. So zeigen
fast alle Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereiches eine Uberexpression des epidermalen
Wachstumsfaktors (EGFR), dessen Signallbertragung tiber den monoklonalen Antikdrper Cetuximab
gezielt blockiert werden kann (Cohen, 2014). Seit seiner Zulassung im Jahre 2006 wird Cetuximab bei
fortgeschrittenen HNSCCs in Kombination mit Chemo- oder Strahlentherapie eingesetzt und fihrt zu
einem verldngerten Gesamtiiberleben der Patienten im Vergleich zu alleiniger Chemo- oder
Strahlentherapie (Bonner et al., 2010; Concu and Cordeiro, 2018). Neue immunmodulatorische
Therapieansatze wurden in den letzten Jahren insbesondere auch durch die Entdeckung von Immun-
Checkpoint-Rezeptoren, die die Aktivierung von Immuneffektorzellen steuern, ermdglicht (Kansy et
al., 2015). Uber eine Blockade dieser Immun-Checkpoint-Rezeptoren sollen so die stimulierenden
Signale auf die T-Lymphozyten verstarkt und die hemmenden Signale blockiert werden. Der klinische
Erfolg der Immun-Checkpoint-Blockade hangt dabei aber von der ausreichenden Prasenz des
Zielantigens sowie dem Immunstatus des Patienten ab. In Studien konnte allerdings gezeigt werden,
dass bei geeigneten Patienten mit einem fortgeschrittenen Tumorstadium eine Immun-Checkpoint-
Therapie zu einem verbesserten Therapieansprechen mit Tumorregress oder zumindest einer ,,stable
disease“ fiihrt (Weber et al., 2015; Chow et al., 2016; Ferris et al., 2016). Seit Mai 2017 ist der Anti-
PD-1-Antikdrper Nivolumab in Europa bei Platin-refraktaren Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-
Bereiches zugelassen, wéhrend der Anti-PD-1-Antikorper Pembrolizumab erst im Oktober 2018 fir
Platin-refraktdre HNSCC-Patienten mit einer ausreichend hohen PD-L1-Expression zugelassen wurde
(Ferris et al., 2016; Cohen et al., 2019). Im Oktober 2019 wurde die Zulassung fur Pembrolizumab als
Einsatz in der first line Therapie bei Patienten mit rezidiviertem oder fernmetastasiertem HNSCC
erweitert, basierend auf den Daten der KEYNOTE-48 Studie (Burtness et al., 2019).

Im Vergleich zu den gangigen chemo- und strahlentherapeutischen Konzepten ist die Immuntherapie
mit einer weniger stark ausgeprégten therapieassoziierten Langzeittoxizitat assoziiert. Allerdings
besitzen immunmodulatorische Therapien andere bedeutsame Nebenwirkungen, zu denen unter
anderem die Autoimmunhepatitis und -hypophysitis sowie die Autoimmunenzephalitis zahlen und die
haufig auch zum Abbruch der Therapie fiihren kénnen (Schadendorf, 2015; Laban et al., 2015; Guidi et
al., 2020). Zudem sind die derzeitigen Immuntherapeutika nur in bestimmten Tumorstadien, nach
chemo- oder strahlentherapeutischer Vorbehandlung oder hdufig auch nur in Kombination mit anderen
Medikamenten und bei Nachweis einer PD-L1-Expression zugelassen. Das fiihrt dazu, dass die Zahl der
tatséchlich mit diesen vielversprechenden Therapeutika behandelten Patienten sehr eingeschrénkt ist bei
einer nach wie vor nur méfRigen Ansprechrate von ca. 30 % und Therapiekosten von mehr als 100.000€
pro Jahr und Patient. Immunmodulatoren fiihren dartiber hinaus derzeit nur in einzelnen Fallen zu einer
kompletten Remission des Tumors und werden daher meist erst nach anderen erfolglosen
Therapieversuchen eingesetzt (Mehra et al., 2020; T. Yokota et al., 2020; Tomoya Yokota et al., 2020).
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Der Zeitpunkt des Therapiebeginns stellt ein weiteres nicht zu vernachlassigendes Problem dar. Eine
Therapie der Tumorerkrankung kann erst begonnen werden, wenn der Tumor klinisch bzw. diagnostisch
nachzuweisen ist, was in Bezug auf eine effektive immunmodulatorische Therapie eigentlich bereits zu
spét ist. Zu diesem Zeitpunkt sind die tumoralen Prozesse des ,,Jmmunoediting* bereits abgelaufen und
der Tumor hat sich der Kontrolle des Immunsystems groftenteils entzogen. Da entartete Zellen als
Vorlaufer eines Karzinoms bereits einige Jahre vor der sicher zu diagnostizierenden Tumorerkrankung
im menschlichen Organismus vorhanden sind (Cowell, 2001), wére eine immunonkologische Therapie
in diesem friihen Stadium der Karzinogenese am effektivsten. Eine friihzeitige, sichere Diagnose dieser
tumoralen Vorlduferzellen ist jedoch nach dem derzeitigen Stand der wissenschaftlichen Forschung
noch nicht mdoglich und verhindert so eine immuntherapeutische Primérprévention der
Karzinomerkrankung. Aus diesem Grund ist eine Starkung und Funktionsverbesserung des
Immunsystems aller Patienten besonders wichtig, um eine direkte korpereigene Abwehr der
Tumorerkrankung zu ermdéglichen. Die besondere Bedeutung dieser funktionsfahigen kdrpereigenen
Immunabwehr zur Primdrpravention und gezielten immunmodulatorischen Behandlung von
Tumorerkrankungen mit stark immunsuppressiven Eigenschaften, wie die Plattenepithelkarzinome des
Kopf-Hals-Bereiches, verlangt daher zukiinftig weitere Forschungsansétze zur Weiterentwicklung und
Entdeckung potentieller immunsupportiver Wirkstoffe.

Eine  Verbindung zwischen den exogenen  medikamentdsen  immunmodulatorischen
Behandlungsstrategien und einer endogenen Stimulation des Immunsystems kdnnte das Steroidhormon
Vitamin-D  herstellen. Vitamin-D zeigt, neben seinen physiologischen Funktionen im
Knochenstoffwechsel, in zahlreichen Studien auch eine Wirkung auf die Funktion des Immunsystems
(Mora et al., 2008; Baeke et al., 2010; Prietl et al., 2013; Kongsbak et al., 2014). Zahlreiche
Immunzellen verfligen Uber einen Vitamin-D-Rezeptor, (ber den ihre Reifungs- und
Differenzierungsvorgénge beeinflusst werden kénnen (Bouillon et al., 2008; Yu and Cantorna, 2008;
Toubi and Shoenfeld, 2010). Betrachtet man so die Wirkungen des Vitamin-D auf das korpereigene
Immunsystem unter Berticksichtigung der Immunescape-Mechanismen in der Tumorentstehung, konnte
Vitamin-D eine unterstiitzende Komponente in der endogenen Tumorabwehr darstellen. Diese
immunsupportive Wirkung des Vitamin-D konnte bereits in einigen experimentellen und klinischen
Studien bestatigt werden, welche eine Assoziation zwischen einem ausreichend hohen Vitamin-D-
Serumspiegel (> 20 ng/ml) und einem erniedrigten Erkrankungsrisiko und einer deutlich verminderten
Mortalitat fur gastrointestinale Tumore sowie Prostata- und Mammakarzinome nachweisen konnten
(Garland et al., 2006; Giovannucci et al., 2006; Moukayed and Grant, 2017). Auch bei
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereichs konnten einige Studien &hnliche Ergebnisse
nachweisen. Hier Kkorrelierte ein erniedrigter Vitamin-D-Serumspiegel mit einem erhdhten
Erkrankungsrisiko, einer schlechteren Prognose fur HNSCC-Patienten sowie einer erhdhten Inzidenz
von Nikotin-induzierten Tumorentititen (Satake et al., 2003; Fanidi et al., 2016; Moukayed and Grant,

2017). In tierexperimentellen Studien zur Behandlung bukkaler Beuteltumoren konnte zudem die
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klinische Wirksamkeit einer Vitamin-D-Substitution durch eine signifikant supprimierte
Tumorentstehung belegt werden (Meier et al., 2007). Auffallig ist daruber hinaus, dass Kopf-Hals-
Tumorpatienten eine beachtlich hohere Inzidenz eines Vitamin-D-Mangels aufweisen, was in mehreren
epidemiologischen Studien nachgewiesen werden konnte (Orell-Kotikangas et al., 2012; Bochen et al.,
2018). Die Studie von Bochen et al. konnte zudem eine Korrelation zwischen einem Vitamin-D-Mangel
und einer starker ausgepragten lymphogenen Metastasierung sowie einem verkirzten Gesamtiiberleben
von HNSCC-Patienten belegen (Bochen et al., 2018). In immunhistochemischen Analysen zeigten
HNSCC-Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung auBerdem eine signifikant gesteigerte
peri- und intratumorale Immunzellinfiltration des Tumorgewebes, wohingegen ein Vitamin-D-Mangel
mit einer verminderten Expression des lytischen Effektormolekiils Granzym B durch die Lymphozyten
assoziiert zu sein scheint (Yuzefpolskiy et al., 2014; Bochen et al., 2018). Auch andere Studien konnten
den Einfluss von Vitamin-D auf das Immunsystem von Kopf-Hals-Tumorpatienten nachweisen, indem
eine aktive Substitution von Vitamin-D bei HNSCC-Patienten zu einer gesteigerten peritumoralen
Infiltration mit CD42- und CD8-positiven T-Zellen sowie aktivierten T-Zellen fiihrte und es zudem zu
einer erhéhten Konzentration an proinflammatorischen Zytokinen wie IL-6 und IL-10 im Tumorgewebe
der mit Vitamin-D behandelten Patienten kam (Walsh et al., 2010; Walker et al., 2012). Da in der
Behandlung von Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches die gezielte Therapie mit
therapeutischen Antikdrpern und Checkpoint-Inhibitoren eine immer groRere Bedeutung bekommt,
kénnte Vitamin-D hierbei als supportiver Faktor in der Optimierung dieser Therapien fungieren. Berger
et al. konnten so bereits eine unterstiitzende Wirkung von Vitamin-D auf die Cetuximab-Behandlung
von metastasierten Kolonkarzinomen nachweisen (Berger et al., 2018). Auch in der Behandlung von
Patienten mit diffus groRzelligem B-Zell-Lymphom (DLBCL) konnte eine Studie die
effizienzverbessernde Wirkung einer Vitamin-D-Substitution auf die Rituximab-Therapie dieser
Patienten belegen (Bittenbring et al., 2014). Diese Studien haben deshalb dazu beigetragen, dass am
Universitatsklinikum des Saarlandes der 25-OH-Vitamin-D-Spiegel bei allen HNSCC-Patienten
bestimmt und Vitamin-D bei Nachweis eines Vitamin-D-Mangels substituiert wird. Eine grofRe
Metaanalyse des British Journal of Cancer (n = 44.165, 64 Studien) konnte ebenfalls ein verbessertes
Gesamtiiberleben fiir Tumorpatienten mit einem ausreichend hohen Vitamin-D-Spiegel (Hazard-Ratio:
0,74) nachweisen (Vaughan-Shaw et al., 2017). Neben anderen Tumorentitdten wurde in diesen Studien
auch die prognostische Relevanz der Vitamin-D-Versorgung von HNSCC-Patienten untersucht und
zeigte ebenfalls einen Uberlebensvorteil der Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung.

Zusammenfassend veranschaulichen diese Studien den positiven Einfluss von Vitamin-D auf die
immunologische Tumorabwehr sowie die Prognose von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des
Kopf-Hals-Bereiches. Vor dem Hintergrund der kostengunstigen und nebenwirkungsarmen Mdglichkeit
der Substitution, bildet Vitamin-D daher einen vielversprechenden immunsupportiven
Behandlungsansatz in der multimodalen, immuntherapeutischen Behandlung von Kopf-Hals-

Tumorpatienten.
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Einschrankend muss an dieser Stelle aber erwéhnt werden, dass wenige Studien zur Bedeutung des
Vitamin-D-Status bei Kopf-Hals-Tumorpatienten keine prognostische Relevanz eines ausreichenden
Vitamin-D-Serumspiegels auf die Erkrankungshédufigkeit und das Gesamtlberleben nachweisen
konnten (Arem et al., 2011; Meyer et al., 2011). In der Studie von Meyer et al. wurde bei 540 Patienten
mit Kopf-Hals-Tumoren verschiedener Entitaten das Auftreten von Rezidiven und neuen Zweittumoren
in Abhédngigkeit vom Vitamin-D-Serumspiegel untersucht. Die Studie kam zu dem Ergebnis, dass
Vitamin-D keinen Einfluss auf das Outcome dieser Patienten hat (Meyer et al., 2011). Eine andere
Studie konnte ebenfalls keinen Einfluss von Vitamin-D auf die H&ufigkeit der Entstehung von
Plattenepithelkarzinomen des Kopf-Hals-Bereiches bei finnischen Mé&nnern nachweisen (Arem et al.,
2011). Demgegenuber stehen jedoch zahlreiche Studien, die einen prognoseverbessernden Einfluss
eines physiologisch ausreichenden Vitamin-D-Serumspiegels auf maligne Tumorerkrankungen
(Gugatschka et al., 2011; Moukayed and Grant, 2017; Vaughan-Shaw et al., 2017) und einen positiven
Einfluss auf die antitumorale Immunreaktion bestarken (Baeke et al., 2010; Prietl et al., 2013; Young
and Day, 2013b). Ein Erklarungsansatz fur die Diskrepanz dieser Resultate kdnnten zahlreiche
potentielle Fehlerquellen darstellen, die auf die Datenanalyse einwirken und nur sehr schwer zu
kontrollieren sind. Insbesondere Unterschiede in der Exposition von Risikofaktoren (Tabak und
Alkohol), der Dauer der Sonnenlichtexposition, dem HPV-Status und den Lebensgewohnheiten der
Patienten einschlieBlich der Erndhrung sowie unterschiedliche Definitionen einer ausreichenden
Vitamin-D-Versorgung bzw. eines Vitamin-D-Mangels kénnen zu einer Verzerrung der statistischen
Datenanalyse und damit der Schlussfolgerungen einer Studie fuhren. Zudem betrachten die oben
genannten Studien lediglich retrospektive Daten mit eingeschrénkten Fallzahlen, ohne dabei
molekularbiologische Untersuchungen miteinzubeziehen, die fiir eine genauere Analyse der Wirkung
von Vitamin-D auf die immunologische Tumorabwehr und die Prognose von Tumorpatienten notig
waéren. Eine weitere Studie von Manson et al. untersuchte den Einfluss einer téglichen Substitution von
2000 1U Vitamin-D3 auf die Inzidenz und Mortalitat von Tumoren sowie kardiovaskularen Ereignissen.
Sie kam zu dem Ergebnis, dass eine Vitamin-D-Substitution zu keiner signifikanten Abnahme der
Tumorinzidenz fuhrte, wahrend bei der Tumorsterblichkeit ein geringer positiver Effekt der Vitamin-
D-Substitution zu beobachten war (Manson et al., 2019). Einen wichtigen Punkt, der bei der
Interpretation dieser Studienergebnisse zu berlicksichtigen ist, stellen die Ausgangswerte der Vitamin-
D-Serumspiegel vor Beginn der Substitution dar. Mehr als 85% der Probanden wiesen Ausgangwerte
von (ber 20 ng/ml auf, was nach den meisten Definitionen keinem konkreten Vitamin-D-Mangel
entspricht. In der deutschen Bevoélkerung dagegen konnten Studien einen weit verbreiteten,
signifikanten Vitamin-D-Mangel (< 20 ng/ml) nachweisen (13. DGE-Ernéhrungsbericht, 2016). Zudem
ist ein erhohtes Risiko der Malignomentstehung erst bei Vitamin-D-Serumspiegeln unter 20 ng/ml zu
erwarten (Garland et al., 2006; Giovannucci et al., 2006; Moukayed and Grant, 2017), was zu einer
kritischen Betrachtung der Ergebnisse dieser Studie beziglich der protektiven Bedeutung und

prognostischen Relevanz von Vitamin-D bei Tumorpatienten fihrt.
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5.2 Einfluss von Vitamin-D auf die Expression lytischer Effektormolekule bei

Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches

Eine gesteigerte Immunzellinfiltration, welche mal3geblich an der Effektivitdt und dem Ansprechen
immunologischer Therapieansétze beteiligt ist, wurde bereits bei Patienten mit einer ausreichenden
Vitamin-D-Versorgung im intra- und peritumoralen Stroma nachgewiesen, wohingegen ein Vitamin-D-
Mangel mit einer verminderten Granzym B-Expression assoziiert zu sein scheint (Yuzefpolskiy et al.,
2014; Bochen et al., 2018). Uber die genaue biologische Wirkung des Vitamin-D auf die lytische
Aktivitat der tumorinfiltrierenden zytotoxischen Immunzellen ist allerdings noch wenig bekannt. Diese
Fragestellung ist jedoch fur die Effektivitat der antitumorlaen Immunreaktion auferst relevant, da aus
zahlreichen Studien bekannt ist, dass eine ausgepragte Immuninfiltration eines Tumors nicht mit einer
effektiven antitumoralen Immunaktivitat gleichzusetzen ist. Aus diesem Grund stellt sich die Frage,
inwieweit sich die immunologische Aktivitat der tumorinfiltrierenden Leukozyten von Tumorpatienten
mit einem Vitamin-D-Mangel und von Patienten mit einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung
unterscheiden. Hilft eine ausreichende Vitamin-D-Versorgung die zytotoxische Anti-Tumor-
Immunreaktion zu steigern? Vor diesem Hintergrund wurde in der vorliegenden Arbeit der Einfluss von
Vitamin-D auf die lytische Aktivitat der tumorspezifischen Immunabwehr bei Patienten mit einem
Plattenepithelkarzinom des Kopf-Hals-Bereiches untersucht. Dazu wurden immunhistochemische
Farbungen an Tumorgewebeproben eines 114 HNSCC-Patienten umfassenden Kollektivs mit funf
verschiedenen Antikérpern durchgefihrt und anschlieBend semiquantitativ ausgewertet. Das
untersuchte Kollektiv bestand aus 61 Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel und 53 Patienten mit einer
ausreichenden Vitamin-D-Versorgung. Der Vitamin-D-Mangel wurde dabei im Vorfeld als
Serumkonzentration unter 10 ng/ml und die ausreichende Vitamin-D-Versorgung als
Serumkonzentration Uber 15 ng/ml definiert. Insgesamt wurden so ca. 1000 immunhistochemische
Préaparate angefertigt, zu denen neben den Antikdrperfarbungen auch die Positiv- und Negativkontrollen
sowie die Gewebeschnitte zur Etablierung des Versuchsprotokolls z&hlen. Es wird davon ausgegangen,
dass die verwendeten Antikdrper primér die lytischen Effektormolekiile in den Immun- und
Tumorzellen anfarben. Allerdings besteht auch die Mdglichkeit, dass nicht ausschliellich diese
Effektormolekiile dargestellt wurden, da eine unspezifische Hintergrundfarbung nicht hundertprozentig
auszuschlieBen ist. Die verwendeten Antikdrper waren gegen die zu untersuchenden lytischen
Effektormolekiile Granulysin, Granzym A, Granzym B, Granzym K und Perforin gerichtet.
Unterschieden wurde dabei zwischen ihrer Expression in intra- und peritumoral lokalisierten
Leukozyten, sowie dem Nachweis der Molekule in tumoralen Zellen.

Die untersuchten lytischen Effektormolekile werden in zytotoxischen T-Zellen und NK-Zellen gebildet
und in der zytotoxischen Immunreaktion gegen eindringende Pathogene und entartende kdrpereigene
Zellen freigesetzt, wodurch die Apoptose der Zielzelle ausgeldst wird (Rink et al., 2015). Perforin bildet
dabei kleine Poren in der Membran der Zielzelle, die einen Calciumeinstrom auslosen, der es den

Granzymen und Granulysin ermdglicht durch Endozytose in die Zelle aufgenommen zu werden
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(Catalfamo and Henkart, 2003; Murphy and Weaver, 2018). Dort I6sen die Granzyme Uber verschiedene
Wege die Apoptose der Zielzelle aus (Voskoboinik et al., 2015; Murphy and Weaver, 2018). Wahrend
Granzym A und Granzym K den apoptotischen Zelltod unabhéngig von den Caspasen ausldsen indem
sie die Mitochondrien schédigen, 16st Granzym B eine proteolytische Caspasekaskade aus, die letztlich
zum DNA-Abbau der Zielzelle fiihrt (Rink et al., 2015; Wensink et al., 2016; Rudd-Schmidt et al.,
2019). Granulysin schadigt dagegen die aufiere Mitochondrienmembran, wodurch es zur Freisetzung
von Zytochrom C und weiteren apoptoseinduzierenden Faktoren kommt (Clayberger and Krensky,
2003; Sparrow and Bodman-Smith, 2020).

Die prognostische Bedeutung dieser lytischen Effektormolekile und damit der zytolytischen Aktivitat
der Leukozyten in der immunologischen Tumorabwehr konnte bereits in verschiedenen Studien
nachgewiesen werden (Mosconi et al., 2017; Wu et al., 2019; Bisheshar et al., 2020). So korreliert die
Granulysin-Expression mit der Prognose und dem Progress von Tumorpatienten, insbesondere von
Patienten mit nasopharyngealen Karzinomen (Kishi et al., 2002; Lin et al., 2016; Sparrow and Bodman-
Smith, 2020). Es zeigte sich zudem eine Assoziation zwischen einer Einschrankungen der Perforin-
Funktion und der Langzeitentwicklung von malignen Tumorerkrankungen (Backes et al., 2018). Auch
die Granzyme scheinen eine wichtige Rolle in der antitumoralen Immunreaktion zu spielen, da ihre
Expression in verschiedenen Tumorentitaten mit einer verbesserten Prognose der Patienten korreliert
(Costa et al., 2011). Uber den Einfluss von Vitamin-D auf die lytische Aktivitat der tumorinfiltrierenden
Leukozyten ist allerdings bisher noch wenig bekannt, weshalb die vorliegende Arbeit den Effekt von
Vitamin-D auf die Expression der lytischen Effektormolekile untersucht.

Die semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Untersuchungen konnte eine positive
Korrelation zwischen einem ausreichend hohen Vitamin-D-Spiegel (VDA) und einer gesteigerten
Expression der lytischen Effektormolekiile bei HNSCC-Patienten nachweisen. Dies war insbesondere
in den intratumoral und den peritumoral lokalisierten Leukozyten zu beobachten. Im Vergleich zu
Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel (VDM) zeigte sich im VDA-Kollektiv eine signifikant hohere
Expression von Granzym B in intratumoralen Leukozyten (p = 0,0026). Auch in den peritumoral
lokalisierten Leukozyten war diese signifikant gesteigerte Granzym B-Expression nachzuweisen (p =
0,0023). Ein Uberlebensvorteil fir HNSCC-Patienten mit einer gesteigerten leukozytaren Granzym B-
Expression konnte dagegen nicht bestatigt werden (Daten nicht gezeigt). Verschiedene Studien konnten
aber bereits eine zentrale Bedeutung von Granzym B in der antitumoralen Immunreaktion
nachgewiesen. Sie zeigten eine Assoziation zwischen einer gesteigerten Expression von Granzym B und
einer verbesserten Prognose von Patienten mit verschiedenen Tumorentitdten (Costa et al., 2010;
Taghavi et al., 2013; Prizment et al.,, 2017). Dabei konnte Taghavi et al. speziell fir
Plattenepithelkarzinome der Mundhohle ein verldngertes Gesamtiiberleben sowie eine geringere
Metastasierung in die Lymphknoten bei Patienten mit einer gesteigerten peritumoralen Granzym B-
Konzentration nachweisen (Taghavi et al., 2013). Eine weitere Studie untersuchte die Wirkung der

Coexpression von Perforin und Granzym B auf Larynxkarzinomzellen. Hier konnte sowohl in vitro als
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auch in vivo eine inhibierende Wirkung dieser Coexpression auf die Zellproliferation der
Larynxkarzinomzellen festgestellt werden (Li et al., 2014).

Bei der Analyse der Granzym K-Immunhistochemie konnte ebenfalls eine positive Korrelation
zwischen einer gesteigerten leukozytéren Expression und einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung
(VDA) bestatigt werden. Dieses Ergebnis war fir intratumoral lokalisierte Leukozyten (p = 0,0240) und
auch fir peritumoral lokalisierte Leukozyten (p = 0,0276) im Randbereich des Tumors statistisch
signifikant. Auch bei Betrachtung der tumoralen Expression von Granzym K war bei den VDA-
Patienten eine Tendenz zur stérkeren Expression im Vergleich zu den VDM-Patienten zu beobachten (p
= 0,1142). In der Uberlebensanalyse war ersichtlich, dass eine gesteigerte intratumorale leukozytare
Expression von Granzym K mit einem geringfligigen Uberlebensvorteil einhergeht (p = 0,1652). Bei
der peritumoral-leukozytéren Granzym K-Expression war diese Tendenz jedoch nur sehr abgeschwacht
nachzuweisen (p = 0,2812).

Bei der Betrachtung des Effektormolekiils Granzym A konnte dagegen keine Korrelation eines htheren
Vitamin-D-Serumspiegels mit einer gesteigerten Granzym A-Expression nachgewiesen werden.
Intratumoral zeigten die beiden Kollektive keinen deutlichen Unterschied in ihrer leukozytaren
Expression von Granzym A (p = 0,7732). Auch peritumoral konnte im VDA-Kollektiv keine signifikant
gesteigerte leukozytare Expression belegt werden (p = 0,4933). Ein Uberlebensvorteil fiir HNSCC-
Patienten mit einer gesteigerten leukozytaren Expression von Granzym A konnte zudem nicht bestétigt
werden (Daten nicht gezeigt).

Die in der vorliegenden Arbeit untersuchten Tumorpatienten mit einem ausreichenden Vitamin-D-
Serumspiegel zeigten eine vermehrte Perforin-Expression in peritumoral lokalisierten Leukozyten im
Vergleich zu Vitamin-D-Mangel-Patienten. Dieses Ergebnis war statistisch signifikant (p = 0,0044).
Auch die intratumoral-leukozytare Expression von Perforin zeigte sich signifikant gesteigert im VDA-
Kollektiv (p = 0,0030). Zudem war in den Tumorzellen der Patienten mit ausreichender Vitamin-D-
Versorgung eine vermehrte Expression von Perforin nachzuweisen. Auch dieses Ergebnis war statistisch
signifikant (p = 0,0023). Weiterhin war zu beobachten, dass Tumorpatienten mit einer gesteigerten
tumoralen Perforin-Expression ein signifikant verbessertes Gesamtiiberleben aufweisen im Vergleich
zu solchen mit niedriger tumoraler Perforin-Expression (p = 0,0321). Dar(iber hinaus scheint eine hthere
intratumoral-leukozytire Expression von Perforin mit einem geringfiigigen Uberlebensvorteil bei
HNSCC-Patienten assoziiert zu sein (p = 0,2394). In diesem Zusammenhang konnte auch eine Studie
von Backes et al. belegen, dass bereits leichte Einschrankungen der Perforin-Funktion mit der
Langzeitentwicklung von malignen Neoplasien assoziiert sind (Backes et al., 2018). AulRerdem zeigte
sich in einer Studie die potentielle Funktion der Perforin-Expression als prognostischer Biomarker fiir
Kopf-Hals-Karzinome, der in Zukunft klinisch genutzt werden kdnnte (Laytragoon-Lewin et al., 2014).
Weitere Studien untersuchten die zytolytische Aktivitdt der Leukozyten in verschiedenen
Tumorentitdten und deren Bedeutung als Prognosemarker (Rooney et al., 2015; Narayanan et al., 2018;

Gu et al., 2019). Eine Studie konnte bei Patienten mit Plattenepithelkarzinom der Zunge bestétigen, dass
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eine hohere zytolytische Aktivitat in Form einer gesteigerten Expression von Perforin und Granzym A
mit einem langeren progressionsfreien Uberleben korreliert (Gu et al., 2019). Narayanan et al. konnten
zudem nachweisen, dass eine gesteigerte zytolytische Aktivitét in kolorektalen Karzinomen mit einem
verbesserten Gesamtuberleben der Patienten assoziiert ist. AuBerdem zeigte sich in dieser Studie eine
Assoziation zwischen einer hohen zytolytischen Aktivitdt und einer gesteigerten Expression von
Immuncheckpointmolekilen (Narayanan et al., 2018). Dies ist vor dem Hintergrund der steigenden
Bedeutung der Immuncheckpoint-Inhibitoren in der antitumoralen Immuntherapie besonders interessant
und bedarf weiterer Studien, um die Bedeutung der zytolytischen Aktivitat fir die Effektivitat der
Immuncheckpoint-Blockade zu untersuchen.

Die Auswertung der Granulysin-Immunhistochemie zeigte ebenfalls eine positive Korrelation zwischen
einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung und einer gesteigerten tumoralen Expression von
Granulysin. Dieses Ergebnis war statistisch signifikant (p = 0,0109). Fir die Granulysin-Expression in
intratumoral lokalisierten Leukozyten konnte dagegen kein deutlicher Unterschied zwischen den beiden
Kollektiven nachgewiesen werden (p = 0,3008). Auch die Betrachtung der peritumoral-leukozytaren
Expression konnte keinen signifikanten Unterschied zwischen den VDA- und den VDM-Patienten
belegen (p = 0,2880). Das Ausmal der tumoralen und leukozytéren Expression von Granulysin
beeinflusste zudem das Gesamtiiberleben der Kopf-Hals-Tumorpatienten nicht signifikant (Daten nicht
gezeigt). Verschiedene Studien konnten allerdings die zytotoxische Wirkung des Granulysin gegen
maligne Lymphom- und Myelomzellen nachweisen (Aporta et al., 2014; Al-Wasaby et al., 2015). Diese
Studien untersuchten zudem die Nutzung von rekombinantem Granulysin als antitumorales
Therapeutikum in immundefizienten Mausen. Hier zeigten sich gute Resultate gegen verschiedene
Tumorentitaten (Al-Wasaby et al., 2015; Martinez-Lostao et al., 2015; Sparrow and Bodman-Smith,
2020). Diese Beobachtung bedarf daher weiterer Forschung, welche die mdogliche therapeutische
Nutzung von Granulysin in der antitumoralen Immuntherapie untersucht und so deren klinische
Anwendbarkeit erméglichen konnte. In anderen Studien zeigte sich daruber hinaus eine Korrelation
zwischen der Granulysin-Expression und der Prognose und dem Gesamtuiberleben von Tumorpatienten,
insbesondere bei Patienten mit nasopharyngealen Karzinomen (Kishi et al., 2002; Lin et al., 2016;
Sparrow and Bodman-Smith, 2020). Die Studie von Lin et al. l&sst zudem darauf schliel3en, dass der
Granulysin-Serumspiegel mit der Tumorprogression korreliert und so als mdglicher Biomarker fur
Nasopharynxkarzinome genutzt werden konnte (Lin et al., 2016).

Diese Beobachtungen kénnten ein Hinweis darauf sein, dass Vitamin-D nicht nur einen Einfluss auf das
Infiltrationsverhalten der Leukozyten hat (Bochen et al., 2018), sondern auch die Expression einiger
Iytischer Effektormolekiile und damit die zytolytische Aktivitat der Leukozyten steigert. Vitamin-D
scheint die Expression des porenbildenden Perforin zu steigern, was es letztlich den
apoptoseinduzierenden Granzymen und Granulysin erméglicht vermehrt in die malignen Tumorzellen
zu gelangen. Interessanterweise scheint sich die Wirkung von Vitamin-D auf die verschiedenen

Granzyme allerdings deutlich zu unterscheiden. Wéhrend die Patienten mit ausreichender Vitamin-D-
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Versorgung eine gesteigerte Expression von Granzym B und Granzym K aufweisen, stellt sich die
Expression von Granzym A vollig unabh&ngig vom Vitamin-D-Serumspiegel dar. Ein mdoglicher
Erklarungsansatz besteht darin, dass die Leukozyten je nach der Art ihrer Aktivierung die Granzyme in
unterschiedlicher Zusammensetzung produzieren (Garcia-Sanz et al., 1990; Ebnet et al., 1995). Zudem
enthalten die meisten Leukozyten lediglich Granzym A oder Granzym B, nur wenige Leukozyten
exprimieren alle unterschiedlichen Granzyme zur gleichen Zeit (Russell and Ley, 2002; Chowdhury and
Lieberman, 2008). Um den Effekt von Vitamin-D auf die Aktivierung der Leukozyten und auf die
molekularen Expressionsmechanismen der einzelnen Effektormolekiile genauer zu eruieren sind weitere
experimentelle und molekulargenetische Untersuchungen notwendig, da die Methodik der
Immunhistochemie hierzu alleine nicht ausreicht.

Vor dem Hintergrund der steigenden Bedeutung der immunmodulatorischen Therapiestrategien in der
Behandlung verschiedener Tumorentitdten (Enk et al., 2000; Hodi et al., 2010; Kansy et al., 2015) sollte
auch die potentielle therapeutische Nutzung der Granzyme in zukinftigen immunonkologischen
Forschungsprojekten beriicksichtigt werden. Vor allem in der Behandlung hdmatologischer maligner
Erkrankungen hat die Nutzung zellbasierter Immuntherapien in den letzten Jahren deutlich
zugenommen. So ist es in der Therapie der akuten lymphoblastischen Leukdmie (ALL) durch den
bispezifischen monoklonalen Antikérper Blinatumumab bereits moglich das zytotoxische Potential der
T-Zellen gezielt auf die Tumorzelle zu richten (Topp et al., 2015; Kantarjian et al., 2017). Um die
Wirksamkeit immunonkologischer Therapien auch in soliden Tumoren zu verbessern, untersuchte
zudem eine weitere Studie die potentielle therapeutische Nutzung eines Granzym B-Transportsystems
zur Unterstutzung der korpereigenen zytotoxischen Immunreaktion gegen den Tumor. Qian et al.
konnten sowohl in vitro als auch in vivo im Mausmodell eine stimulierende Wirkung des Granzym B-
Transportsystems auf die T- und NK-Zell-vermittelte antitumorale Immunreaktion nachweisen (Qian et
al., 2019). Solche immunsupportive Ansatze sollten ndher untersucht und weiterentwickelt werden, um
die Therapie von Tumorerkrankungen mit immunsuppressiven Eigenschaften wie den HNSCCs

zukunftig verbessern zu kénnen.

Bei der Betrachtung der Uberlebensdaten des analysierten Patientenkollektivs konnte insgesamt bei
HNSCC-Patienten mit ausreichender Vitamin-D-Versorgung im Vergleich zu Patienten mit einem
Vitamin-D-Mangel ein signifikant verlangertes Gesamtiiberleben von ca. 10 Monaten nachgewiesen
werden (p = 0,0188). Dies kdnnte zum einen durch die signifikant gesteigerte Leukozyteninfiltration in
den VDA-Patienten (Bochen et al., 2018) und zum anderen durch den in dieser Arbeit nachgewiesenen
Einfluss des Vitamin-D auf die zytolytische Aktivitdt der Leukozyten bedingt sein. Unter
Beriicksichtigung dieser Ergebnisse kdnnte durch eine ausreichende Vitamin-D-Versorgung auch die

derzeit niedrige 5-Jahres-Uberlebensrate von ca. 55 % in HNSCC-Patienten verbessert werden.
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Letztlich wére eine umfangreiche multivariable Datenanalyse, die ein grofes und bezlglich
Patientencharakteristika abgestimmtes Patientenkollektiv umfasst, notwendig um klaren zu kénnen, ob
Vitamin-D  einen unabhdngigen prognostischen  Faktor darstellt und inwieweit sein
immunstimulierendes Potenzial von weiteren immunmodulatorischen Aspekten abhéngig ist. Das in der
vorliegenden Arbeit analysierte Patientenkollektiv war dazu zu klein (n = 114) und hinsichtlich der

Patienteneigenschaften zu heterogen, um eine sinnvolle Multivarianz-Analyse zu ermdglichen.

Die in der vorliegenden Arbeit erhobenen Daten verdeutlichen zum einen den prognoseverbessernden
Einfluss einer ausreichenden Vitamin-D-Versorgung fiir Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom im
Kopf-Hals-Bereich. Zum anderen konkretisieren sie den modulierenden Effekt von Vitamin-D auf die
zytolytische Aktivitat der Leukozyten im Tumorgewebe. Vitamin-D fordert die Effektivitat der
antitumoralen Immunreaktion durch eine Steigerung der Expression lytischer Effektormolekiile, was die
Suppression der Tumorzellen verstarken und damit die Tumorprogression verzdgern kénnte. Dabei gilt
es allerdings zu beachten, dass neben den in dieser Arbeit untersuchten Effektormolekiilen zahlreiche
weitere Mediatoren und Zytokine in der direkten Tumorumgebung an der immunologischen
Tumorabwehr beteiligt sind. In diesem Zusammenhang wére es interessant zu analysieren, inwieweit
Vitamin-D das Zytokinprofil und zellulare Mediatoren im Tumormikromilieu beeinflusst. Dazu werden
derzeit an der Universitat des Saarlandes in der HNO-onkologischen Forschungsabteilung zuséatzliche
Experimente durchgefihrt, die den Einfluss von Vitamin-D auf weitere immunologische Mediatoren,
wie die Interleukine, und auf weitere zytotoxische Mediatoren der NK-Zellen, wie FAS-Ligand und
TRAIL, untersucht.

Zusammenfassend kann bei der Betrachtung aller bisher angefiihrten Aspekte und der in der
vorliegenden Arbeit ermittelten Daten festgestellt werden, dass eine ausreichend hohe Vitamin-D-
Versorgung bei Kopf-Hals-Tumorpatienten zu einem deutlichen Uberlebensvorteil im Vergleich zu
HNSCC-Patienten mit einem Vitamin-D-Mangel fiihren kann. Zudem verdeutlichen die Ergebnisse,
dass Vitamin-D die Expression der lytischen Enzyme in der Tumorumgebung der HNSCCs beeinflussen
und somit die zytolytische Aktivitat der tumorinfiltrierenden Leukozyten regulieren kann. Daraus lasst
sich schlieRen, dass es fur Kopf-Hals-Tumorpatienten besonders vorteilhaft sein kann, auf eine
ausreichende Vitamin-D-Versorgung zu achten und dass auch in der klinischen Behandlung die
kostengiinstige Madglichkeit der Vitamin-D-Substitution beriicksichtigt werden sollte. Weiterhin sind
zusétzliche Experimente und Studien erforderlich, die die immunmodulatorische Potenz des Vitamin-D
im Rahmen der antitumoralen Immunreaktion untersuchen. Nur so kann eruiert werden, inwieweit
Vitamin-D als Verbindung zwischen der exogen-medikamentdésen und der endogenen
Immunmodulation fungieren und damit eine Vitamin-D-Substitution die Effektivitat der
Immuntherapien in der Kopf-Hals-Onkologie steigern kann, um letztlich das Gesamtiiberleben und die

Lebensqualitit der HNSCC-Patienten zu verbessern.
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