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4. Zusammenfassung

Die Tumormikroumgebung von Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region stellt sich als
komplexes System dar und birgt noch immer offene Fragen beziglich der Wechselwirkungen
zwischen verschiedenen zellularen und molekularen Strukturen und deren Einflisse auf die
Karzinogenese und den klinischen Verlauf. Mit der vorliegenden Arbeit wurde der Fokus auf
funf Biomarker der T-Zellerschépfung (PD1, TIM 3, LAG-3) und Stroma Seneszenz (IL-8,
MMP3) gelenkt, um neue Erkenntnisse tber die Tumorbiologie in der Tumormikroumgebung
zu erhalten und deren Einfluss auf den klinischen Verlauf der Tumorerkrankung zu
untersuchen. Zusatzlich wurde ein potenzieller Zusammenhang zwischen der Expression der
genannten Biomarker und einer tumorférdernden Schleimhautinfektion durch humane
Papillomviren sowie der Vitamin D-Versorgung der Patienten ermittelt. Dazu wurde
immunhistochemisch an Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten Gewebeproben eines
Kollektivs von 116 Patienten mit Plattenepithelkarzinomen der Kopf-Hals-Region, die
Expression dieser Biomarker untersucht, semiquantitativ ausgewertet und mit klinisch-
pathologischen Daten der Patienten korreliert. Es zeigte sich fur die Biomarker der T-
Zellerschopfung (PD1, TIM 3, LAG-3) eine signifikante Korrelation einer gesteigerten
Expression auf peritumoralen Immunzellen mit einem verlangerten Gesamtiberleben der
Patienten. Gleiches zeigte sich fur die T-Zellerschépfungsmarker PD1 und TIM 3 auch auf
intratumoralen Immunzellen. Die Biomarker der Stroma Seneszenz (IL-8, MMP3) zeigten
keine Korrelation zwischen der Expression und dem Gesamtiiberleben. Bei HPV*-Tumoren
kam es intra- und peritumoral zu einer signifikant gesteigerten Infiltration durch PD1*-
Immunzellen und TIM 3*-Immunzellen, wahrend bei HPV-Tumoren eine gesteigerte
intratumorale Infiltration durch MMP3*-Immunzellen beobachtet wurde. Die Analysen von
Vitamin D als EinflussgroRe auf die Biomarker-Expression zeigten statistisch keine
signifikanten Ergebnisse, sondern lediglich tendenzielle Beobachtungen hinsichtlich einer
gesteigerten Infiltration durch PD1*- und TIM 3*-Immunzellen bei héheren Vitamin D-
Serumwerten der Patienten. Die Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit konnten somit
zeigen, dass die Zusammensetzung und Aktivitat des immunologischen Tumormikromilieus
Uber die reine Tumorzellbiologie hinausgehend einen wesentlichen Einfluss auf die Prognose
von Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom der Kopf-Hals-Region haben. Neben den
bereits zugelassenen PD1-Antikdrpern sind somit weitere Immuncheckpoints und
Immunzellpopulationen vielversprechende Zielstrukturen zuklnftiger immunonkologischer
Therapieansatze mit dem Ziel die Stroma Seneszenz und T-Zellerschépfung zu Gberwinden.
Zusatzlich konnte vor allem fur die Marker der T-Zellerschépfung (PD1, TIM 3, LAG-3) ein
Potenzial als mdgliche prognostische Marker fir Patienten mit einem Plattenepithelkarzinom

der Kopf-Hals-Region aufgezeigt werden. Die prognostische Aussagekraft dieser Biomarker



kann in Verbindung mit weiterfihrenden Studien potenziell noch gesteigert werden, sodass
eine fur den Patienten spurbare Verbesserung des klinischen Therapiemanagements durch
eine optimierte Prognoseeinschatzung und mdgliche neue immunonkologische

Therapieansatze erreicht werden kénnte.



5. Summary

The tumor microenvironment of head and neck squamous cell carcinomas presents itself as
a complex system and still holds unanswered questions regarding the interactions between
different cellular and molecular structures and their influences on carcinogenesis and clinical
progression. In this study, we focused on five biomarkers of T-cell exhaustion (PD1, TIM 3,
LAG-3) and stromal senescence (IL-8, MMP3) to gain new insights of the tumor biology in
the tumor microenvironment and to investigate their influence on the clinical course of tumor
disease. In addition, a potential correlation between the expression of these biomarkers and
tumor-promoting mucosal infection by the human papillomavirus and vitamin D status of
patients was determined. For this purpose, the expression of these biomarkers was
investigated by immunohistochemistry on formalin fixed paraffin embedded tissue samples of
a collective of 116 patients with squamous cell carcinomas of the head and neck region,
evaluated semi quantitatively, and correlated with clinical data of the patients. There was a
significant correlation of increased expression on peritumoral immune cells with prolonged
overall survival for the biomarkers of T-cell exhaustion (PD1, TIM 3, LAG-3). The same was
shown for the T-cell exhaustion markers PD1 and TIM 3 also on intratumoral immune cells.
Biomarkers of stromal senescence (IL-8, MMP3) showed no correlation between expression
and overall survival. In HPV* tumors, there was significantly increased intratumoral and
peritumoral infiltration by PD1* immune cells and TIM 3* immune cells, whereas increased
intratumoral infiltration by MMP3* immune cells was observed in HPV" tumors. The analyses
of vitamin D as an influencing variable on biomarker expression did not show statistically
significant results, but only tendential observations regarding an increased infiltration by
PD1* and TIM 3" immune cells at higher vitamin D serum levels of the patients. Thus, the
studies in this work were able to show that the composition and activity of the immunological
tumor microenvironment have a significant impact on the prognosis of patients with
squamous cell carcinomas of the head and neck region beyond the mere tumor cell biology.
In addition to the already approved PD1 antibodies, other immune checkpoints and immune
cell populations are promising targets of future immuno-oncological therapeutic approaches
aiming to overcome stromal senescence and T-cell exhaustion. Especially for the markers of
T-cell exhaustion (PD1, TIM 3, LAG-3) a potential as possible prognostic markers for patients
with squamous cell carcinoma of the head and neck region could be demonstrated. The
prognostic value of these biomarkers can potentially be increased in conjunction with further
studies, so that ultimately a noticeable improvement in clinical therapy management for the
patient could be achieved through optimized prognosis assessment and possible new

immuno-oncological therapy approaches.
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6. Einleitung

6.1. Epidemiologie von Krebserkrankungen

Es ist bedeutsam zu verstehen, woran und warum Menschen sterben, um ihnen ein
besseres Leben mit einer héheren Lebensqualitdt zu ermdglichen. Die Wirksamkeit des
Gesundheitssystems kann mit Analysen der Todesursachen optimiert und somit kénnen
Ressourcen sinnvoll verteilt werden. Je nach Alter, Geschlecht und geographischer Lage
unterscheiden sich die Haufigkeiten verschiedener Todesursachen und mithilfe der
Internationalen Klassifikation der Krankheiten (ICD-11) kann die Datenverarbeitung
verbessert werden. Die ICD-11 ist eine digitale Plattform, in welcher die Daten der
Todesursachen international standardisiert gemeldet werden und dadurch eine
systematische Erfassung aller Gesundheitsinformationen weltweit erleichtert wird (WHO,
2020).

Im Jahr 2019 starben weltweit 55,4 Millionen Menschen, wobei fir 55% dieser Sterbefalle die
zehn haufigsten Todesursachen verantwortlich waren (WHO, 2020). Dazu werden laut der
Weltgesundheitsorganisation (World Health Organization, WHO) vor allem ischamische
Herzkrankheiten, Schlaganfalle, chronisch obstruktive Lungenerkrankungen und Infektionen
der unteren Atemwege gezahlt. Auf dem sechsten Platz dieser statistischen Auflistung der
weltweit haufigsten Todesursachen liegen bdésartige Neubildungen der Luftréhre, des
Bronchialsystems und der Lunge. Die Zahl dieser Krebs-Todesfalle ist von 1,2 Millionen auf
1,8 Millionen gestiegen, wodurch es umso wichtiger erscheint, die Erkennung, Behandlung
und Prognose solcher Krebserkrankungen zu optimieren (WHO, 2020). Dem statistischen
Bundesamt zufolge starben in Deutschland im Jahr 2020 die meisten Menschen an Herz-
Kreislauf-Erkrankungen, wozu unter anderem Herzinfarkte, Schlaganfalle, Bluthochdruck und
andere ischamische Herzkrankheiten zahlten. Die zweithaufigste Todesursache mit 23,5%
aller verstorbenen Menschen in Deutschland im Jahr 2020 waren bdsartige Neubildungen.
Im Jahr 2017 waren es noch 227.595 Menschen, die aufgrund einer bdsartigen Neubildung
verstarben, wahrend 2020 die Zahl der Toten auf 231.271 anstieg (Statistisches Bundesamt
Destatis, 2022). Der Fokus aktueller Forschung sollte daher vermehrt auf die
Friherkennung, Diagnostik und therapeutischen Mdglichkeiten gelenkt werden, damit die
Lebenserwartung und Lebensqualitat von Patienten mit bésartigem Tumor optimiert werden

konnen.
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Abbildung 01: Die haufigsten Todesursachen in Deutschland im Jahr 2020. Herz-Kreislauf-
Erkrankungen fiihrten mit 338 000 Todesfallen im Jahr 2020 am haufigsten zum Tod, gefolgt von
bdsartigen Neubildungen mit 239 600 Erkrankungen und Krankheiten des Atmungssystems mit 61
300 (Statistisches Bundesamt Destatis, 2022).

6.2. Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (HNSCCs)

6.2.1. Epidemiologie

Diese Arbeit fokussiert sich auf Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region (Head and
neck squamous cell carcinomas, HNSCCs), bei denen am haufigsten das
Schleimhautepithel der Mundhohle, des Rachens oder des Kehlkopfes betroffen ist. Im Jahr
2018 waren HNSCCs die sechsthaufigste Krebserkrankung weltweit, mit 890.000
Neuerkrankungen und 450.000 Todesfallen (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2019; Johnson et
al., 2020). Es ist anzunehmen, dass die Inzidenz von HNSCCs in Zukunft weiter ansteigen
wird, ein Zuwachs um 30% bis 2030 wird nach aktuellen Berechnungen erwartet (Global
Cancer Observatory, 2018; (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2019; Sung et al., 2021). Die
Inzidenz stellt dabei die Anzahl der neuaufgetretenen Erkrankungen innerhalb einer

Personengruppe binnen eines bestimmten Zeitraums dar.

Grundsatzlich werden weltweit regionale Unterschiede der Inzidenz und der Haufigkeit von
Todesfallen durch Karzinome beobachtet. So wurde im Jahr 2018 geschatzt, dass fast die

Halfte der Krebsfalle und sogar mehr als 50% der Krebstodesfalle weltweit von Mannern und
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Frauen in Asien auftreten (Bray et al., 2018). Zum Teil ist dies darauf zurlickzufiihren, dass
circa 60% der Weltbevolkerung in Asien lebt. In Europa leben lediglich 9% aller Menschen,
jedoch werden auch hier beachtliche Fallzahlen geschatzt: weltweit werden 23,4% der
Krebsfalle insgesamt und 20,3% der Krebstodesfalle in Europa beobachtet. Die weltweit
zweitgeringste Krebsinzidenz mit 21% wird in Nord- und Slidamerika beobachtet, wahrend
die dortige Krebssterblichkeit bei 14,4% liegt. Nur in Afrika gibt es geringere
Karzinominzidenzen mit 5,8%, wobei die Krebssterblichkeit mit 7,3% sogar hoher liegt, was
auf eine unterschiedliche Verteilung von Karzinomlokalisationen und infolgedessen

Prognosen zurickzufuhren ist (Bray et al., 2018).

Das Auftreten verschiedener Karzinome ist weltweit stark unterschiedlich, was in Abbildung
02 durch eine Weltkarte mit regionalen Unterschieden der Karzinominzidenzen bei Mannern
(A) und Frauen (B) verdeutlicht wird. Wahrend zum Beispiel das Prostatakarzinom in 105
Landern, die am haufigsten diagnostizierte Krebsart ist, werden andere Karzinome
hauptsachlich in einzelnen Regionen festgestellt. So sind beispielsweise Karzinome der
Mundhdhle, welche zu den HNSCCs gehdren, und Karzinome der Lippen vor allem in
stidasiatischen Landern, wie Indien, Sri Lanka, Pakistan und Afghanistan vertreten. Papua-
Neuguinea als zweitgrofdte Insel der Erde im pazifischen Ozean, hat die weltweit hochste
Inzidenzrate bei Mundhoéhlenkarzinomen bei beiden Geschlechtern und in Indien und Sri
Lanka sind Mundhdhlenkarzinome sogar die haufigste Krebstodesursache bei Mannern.
Bemerkenswert ist auch, dass beispielsweise das Leberkarzinom in geographisch
heterogenen Regionen am haufigsten auftritt (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2019; Sung et
al., 2021). Bei Frauen ist das Mammakarzinom mit weitem Abstand in den meisten Landern

(154) das vorherrschende Karzinom.
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Abbildung 02: Die weltweit haufigsten Krebsinzidenzen im Jahr 2018 bei Mannern (A) und Frauen (B).
Bei Mannern (A) kommt das Prostatakarzinom weltweit am haufigsten vor, gefolgt von Malignomen
der Lunge und der Leber. Bei Frauen ist das Mammakarzinom mit weitem Abstand die haufigste

Krebsdiagnose (Bray et al., 2018; Ferlay et al., 2019).

6.2.2. Risikofaktoren

Es gibt verschiedene Risikofaktoren, die das Auftreten von HNSCCs begiinstigen, wie zum
Beispiel Tabakkonsum, Alkoholkonsum, die Exposition gegenuber Umweltschadstoffen, eine
schlechte Mundhygiene und Infektionen mit viralen Erregern wie dem humanen
Papillomvirus (HPV). Zu den geographisch am weitesten verbreiteten Risikofaktoren zahlen
der UbermafRige Konsum von Tabak und Alkohol. Sollten beide Substanzen in hdéherem
Malle gemeinsam konsumiert werden, erhoht sich das Risiko, an einem HNSCC zu

erkranken, um den Faktor 35 (Blot et al., 1988). Vor allem in Landern wie China und Indien,



14

in denen eine hohe Luftverschmutzung herrscht, stellen Luftschadstoffe und Feinstaub
weitere Risikofaktoren fur HNSCCs dar (Mishra & Meherotra, 2014; Wong et al., 2014). Ein
weiterer Risikofaktor ist eine ungenugende Mundhygiene, was im Rahmen von zwei
multizentrischen Fall-Kontroll-Studien nachgewiesen werden konnte (Guha et al., 2007).
Unter anderem war das Fehlen einer Zahnbirste ein Merkmal, welches in diese Studien

miteingeflossen ist (Guha et al., 2007).

Die Infektion mit bestimmten karzinogenen Typen des humanen Papillomvirus (HPV) stellt
einen weiteren wichtigen Risikofaktor fur die Entstehung eines HNSCCs dar. Es sind Uber
200 verschiedene Virustypen bekannt und sie werden grofRtenteils Uber einen direkten
Kontakt von Mensch zu Mensch Uber infizierte Haut oder infizierte Schleimhaute Gbertragen.
Je nach HPV-Typ kann die Infektion zu harmlosen Feigwarzen flihren, die sich im
Genitalbereich prasentieren kdnnen, bestimmte karzinogene HPV-Typen kdnnen aber auch
ausschlaggebend fir die Entstehung verschiedener Krebsarten sein. Dazu gehoéren
Gebarmutterhalskrebs, Krebs der Vulva, der Vagina, des Anus, des Penis und auch Krebs
im Mund- und Rachenbereich. Die HP-Viren sind weltweit verbreitet und die meisten
Menschen infizieren sich mindestens einmal in ihrem Leben mit HPV (Was ist HPV?
Humane Papillomviren einfach erklart., 2022). In den letzten 20 Jahren hat die Infektion mit
karzinogenen HPV-Subtypen zu einem deutlichen Anstieg der HNSCC-Inzidenz geflhrt
(Lechner et al., 2022). Grundsatzlich werden bei humanen Papillomviren aggressive von
weniger aggressiven Untertypen unterschieden. HPV-16 ist bei >90% der virusassoziierten
HNSCCs der primarverursachende HPV-Typ, wobei in einer gro3en Fall-Kontroll-Studie
nachgewiesen werden konnte, dass auch andere Hochrisikotypen, wie HPV-18 und HPV-33
eine statistisch signifikante Korrelation mit dem Auftreten von Oropharynxkarzinomen, sowie
HPV-52 mit Mundhdhlenkarzinomen aufweisen (Michaud et al., 2014).

Vor diesem Hintergrund ist zu beobachten, dass sich die Atiologie der
Plattenepithelkarzinome im Kopf-Hals-Bereich in den letzten Jahren gewandelt hat. Wahrend
Noxen-induzierte HNSCCs eher seltener werden, nimmt die Inzidenz von HPV-induzierten
HNSCCs deutlich zu. So wurde in internationalen Studien eine signifikant zunehmende
Inzidenz von HPV-assoziierten Kopf-Hals-Tumoren, insbesondere im Oropharynx,
beschrieben (Wittekindt et al., 2019). In Ostdanemark wurden in einer bevélkerungsbasierten
konsekutiven Registerstudie alle Patienten untersucht, bei denen zwischen 2000 und 2017
ein oropharyngeales Plattenepithelkarzinom diagnostiziert wurde und es stellte sich heraus,
dass es binnen dieser 18 Jahre zu einem dreifachen Anstieg der OPSCC-Inzidenz

(oropharyngeal squamous cell carcinoma) kam (Zamani et al., 2020). In den USA nehmen
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HPV* oropharyngeale Plattenepithelkarzinome stetig zu, wie die epidemiologischen
Bewertungen der nationalen HPV-Datenbanken bestatigen (Mahal et al., 2019).

Fir die Entwicklung eines HPV--HNSCCs stellt der Tabakkonsum den Hauptrisikofaktor dar
und ein zusatzlicher Ubermafiger Alkoholkonsum fordert synergetisch die Karzinogenese
(Johnson et al.,, 2020; Talamini et al.,, 2002). Es wird vermutet, dass Alkohol als
Losungsmittel der Karzinogene dient und somit Epithelzellen diesen gegenluber exponierter
sind (Johnson et al., 2020; Talamini et al., 2002). Oropharynxkarzinome, die wiederum
uberwiegend durch HPV verursacht werden, treten bei Mannern im Vergleich zu Frauen drei-
bis funfmal haufiger auf (Chaturvedi et al., 2011; D'Souza et al., 2007). Im Rahmen der
United States National Health and Nutritional Examination Surveys (NHANES) wurde in
einem Zeitraum von 2009 bis 2012 die Epidemiologie oraler onkogener HPV-Infektionen bei
Mannern und Frauen verglichen. Dabei fiel auf, dass Manner deutlich haufiger von einer
onkogenen HPV-Infektion betroffen sind, was in positiver Korrelation mit mehreren
verschiedenen Sexualpartnern im Laufe des Lebens steht (Chaturvedi et al., 2015). Als
vorherrschende Risikofaktoren fir ein HPV*-HNSCC gelten demnach das mannliche
Geschlecht und die héhere Anzahl an verschiedenen Sexualpartnern (Gillison et al., 2015).
Der Grad der Differenzierung in der histopathologischen Analyse ist ebenfalls unterschiedlich
je nach HPV-Tumorstatus. So sind HPV*-HNSCCs oftmals schlecht differenziert, was
bedeutet, dass sie sich vom urspringlichen Epithel stark unterscheiden, wahrend HPV"-
HNSCCs haufiger mafRig oder gut differenziert sind (Pai & Westra, 2009). Wahrend das
mittlere Alter der Patienten bei der Erstdiagnose eines HPV*-HNSCCs bei 53 Jahren liegt,
wird ein HPV-HNSCC erst in einem mittleren Alter von 66 Jahren diagnostiziert (S. H. Huang
et al.,, 2015; Windon et al., 2018). Dies konnte darauf zuriickgefiihrt werden, dass es bei
HPV*-Tumoren schon frihzeitig zu ausgedehnten Halslymphknotenmetastasen bei noch
kleinem Primartumor kommt, welche sich Kklinisch als schmerzlose Halsschwellung
bemerkbar machen und der Patient sich dadurch friher in arztliche Behandlung begibt
(Johnson et al., 2020).

In einer prospektiven klinischen Studie von Fakhry et al. konnte gezeigt werden, dass der
HPV-Status des Tumors auch bedeutsam fir das therapeutische Ansprechen und das
Uberleben der Patienten ist. HPV*-HNSCC-Patienten haben héhere Ansprechraten fir die
TherapiemalRnahmen in Form von Induktionschemotherapien und Radiochemotherapien
gezeigt. Basierend auf einer medianen Nachbeobachtungszeit von 39,1 Monaten zeigten die
HPV*-HNSCC-Patienten zudem ein besseres Gesamtlberleben (2-Jahres-Gesamtiiberleben
= 95%) im Vergleich zu den HPV-HNSCC-Patienten (2-Jahres-Gesamtiberleben = 62%)
(Fakhry et al., 2008).
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6.2.3. Symptome und Diagnostik

Die Symptome von HNSCCs sind abhangig von der Lokalisation des Tumors und von der
jeweiligen Atiologie. So kdnnen sich Plattenepithelkarzinome aufgrund einer HPV-Infektion
anders prasentieren als durch Umweltkarzinogene hervorgerufene HNSCCs. Tumore in der
Mundhohle werden beispielsweise haufig schon friih diagnostiziert, da der Patient durch ein
nicht abheilendes Geschwir im Mund bei alltaglichen und vor allem lebensnotwendigen
Ablaufen beeintrachtigt ist. Es kann zu Sprachstérungen und Schmerzen beim Kauen
kommen, was den Patienten oftmals zeitnah in arztliche Behandlung fiihrt. Ahnlich ist es bei
Tumoren des Larynx, da auch hier frihe und vom Patienten als stérend empfundene
Symptome wie Veranderungen der Stimme oder Heiserkeit oftmals zu einer frihen
Diagnosestellung flihren (Johnson et al., 2020). Anders ist es hingegen bei Tumoren im
Oropharynx, die den weichen Gaumen, die Gaumenmandeln und den Zungengrund
betreffen und bei Tumoren des Hypopharynx. Aufgrund der eher versteckten anatomischen
Lage kommt es erst bei einem grélkeren Tumor zu Symptomen wie Schmerzen beim Essen
und Schlucken, die nicht selten in die Ohren ausstrahlen, so dass hier die Diagnose haufig
erst in einem bereits fortgeschrittenen Stadium gestellt wird (Johnson et al., 2020).
Ungunstig im Kontext der Diagnostik von HNSCCs ist dabei, dass insbesondere die
Patienten mit Noxen-induzierten Tumoren, die in Deutschland immer noch die Mehrzahl der
HNSCC-Patienten darstellen, eher selten aus eigenem Antrieb arztlichen Kontakt suchen
und sich nur begrenzt proaktiv um die eigene Gesundheit kimmern. Dadurch wird der
Zeitpunkt der Diagnosestellung eines HNSCCs oftmals betrachtlich verzégert.

Die Diagnose eines HNSCCs wird durch eine Biopsie des Tumors im Rahmen einer
sogenannten Panendoskopie, (Mikrolaryngoskopie, Tracheobronchoskopie,
Osophagogastroskopie, Pharyngoskopie) mit histopathologisch sich  routineméaBig
anschliefender Hamatoxylin- und Eosin-Farbung gestellt (Bray et al., 2018; Johnson et al.,
2020; Pynnonen et al., 2017). Die rechtzeitige Diagnose eines HNSCCs ist flir die Prognose
von grofter Bedeutung, da eine spat gestellte Diagnose oftmals mit einem fortgeschrittenen

Tumorstadium und eingeschrankten Therapieoptionen einhergeht (Pynnonen et al., 2017).

6.2.4. Aktuelle Behandlungsmoglichkeiten

Zu den aktuellen Therapiemdglichkeiten von HNSCCs zahlen - je nach Krankheitsstadium -
die chirurgische Resektion des Tumors gefolgt von einer adjuvanten Therapie als
Strahlentherapie gegebenenfalls in Kombination mit einer Chemotherapie (Johnson et al.,

2020). So wurde man sich im Fall eines Patienten mit kleinem Primartumor ohne Befall der
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Halslymphknoten oder mit Befall eines einzigen Halslymphknotens am wahrscheinlichsten
fur eine chirurgische Resektion oder eine alleinige Bestrahlung entscheiden und keine
multimodale  Therapie wahlen. Die Heilungsraten liegen bei solch einem
Behandlungskonzept aktuell bei ca. 80% (Johnson et al., 2020; Lee et al., 2018). Auch die
Tumorlokalisation entscheidet maRgeblich mit Gber die Art der Behandlung. So werden
Tumore in der Mundhohle eher chirurgisch reseziert, wahrend Tumore im Larynx und
Pharynx tendenziell eher mit einer Bestrahlung therapiert werden (Johnson et al., 2020),
wobei diese prinzipiell auch einer Tumorresektion mittels CO,-Laser und/oder transoraler
Roboter-gesteuerter Chirurgie (TORS) zuganglich sind (Forastiere et al., 2018; Weinstein et
al., 2012). In lokal fortgeschrittenen Stadien mit einer gréReren Tumormasse und mehreren
befallenen Lymphknoten wird in der Regel entweder primar chirurgisch behandelt, gefolgt
von einer postoperativen (adjuvanten) Radiatio oder Radiochemotherapie. Die adjuvante
Therapie verringert das Risiko fir Rezidive und verbessert die Uberlebenschancen (Bernier
et al., 2004; Cooper et al., 2004; Johnson et al., 2020). Retrospektive Studien zeigten, dass
die primare Radiochemotherapie bei lokal fortgeschrittenen HNSCCs als alternative
Behandlungsmethode ebenfalls fungieren kann und ahnlich gute Prognosen zeigt, verglichen

mit einer primar chirurgischen Behandlung (lyer et al., 2015; Tangthongkum et al., 2017).

Neben diesen seit vielen Jahrzehnten etablierten Therapieformen findet die Immuntherapie
immer mehr ihren Weg in das Behandlungsspektrum von HNSCCs. Aktuell gibt es bereits
zwei Immuncheckpoint-Inhibitoren, die von der Food and Drug Administration (FDA) und der
Europaischen Arzneimittelagentur (EMA) zugelassen wurden: Pembrolizumab und
Nivolumab. Beide Wirkstoffe zahlen zu den PD1-Antikérpern und kdnnen als second-line
Therapie bei Patienten mit rezidivierten oder fernmetastasierten HNSCCs (R/M-HNSCCs)
bei einem Progress wahrend oder innerhalb von sechs Monaten nach einer Platin-basierten
Therapie eingesetzt werden (Botticelli, Cirillo, et al., 2021; Cohen et al., 2019; Ferris et al.,
2016; Ferris et al.,, 2019; Gillison et al., 2022; Gillison et al., 2018). Der Einsatz von
Pembrolizumab in dieser Indikation ist dabei an eine hohe Expression von PD-L1 in den
Tumorzellen gebunden (TPS>50%; tumor proportion score). AuRerdem ist Pembrolizumab in
der Erstlinientherapie bei R/IM-HNSCC-Patienten als Monotherapie oder in Kombination mit
einer Chemotherapie bei einem CPS>1 (combined PD-L1 positivity score) seit 2019
zugelassen (Burtness et al., 2019; Johnson et al., 2020; Rischin et al., 2022). Die Sicherheit,
Wirkung und Vertraglichkeit von Pembrolizumab bei Patienten mit einem rezidivierenden
oder metastasierten HNSCC ist dabei dem ehemaligen Goldstandard einer Cetuximab
basierten Chemo-Immuntherapie (syn. EXTREME-Schema) uberlegen (Seiwert et al., 2016).
Diese Ausfuhrungen zeigen, dass die Immunonkologie in den zuruckliegenden Jahren

zunehmend auch in der Behandlung von HNSCCs an Bedeutung gewonnen und Eingang in
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die klinische Praxis der HNO-Onkologie gefunden hat. Aktuell werden zahlreiche klinische
Studien zu einem Einsatz von Checkpoint-Inhibitoren in der Neoadjuvanz oder in
verschiedenen Checkpoint-Inhibitor-Kombinationen durchgefuhrt, so dass deren Bedeutung
in Zukunft wohl noch steigen wird. Dennoch zeigen viele Patienten kein oder nur ein
passageres Ansprechen auf die verfigbaren PD1-Checkpoint-Inhibitoren, so dass
weiterflihrende Untersuchungen zur Tumor-Immunzell-Interaktion erforderlich sind, um das
therapeutische Spektrum zu erweitern und geeignete pradiktive Biomarker identifizieren zu
koénnen. Die hohen Therapiekosten einer Checkpoint-Inhibition unterstreichen die Wichtigkeit
solcher wissenschaftlicher Arbeiten. In diesem Kontext beschaftigte sich die vorgestellte
Studie mit der Relevanz der Stroma Seneszenz und der T-Zellerschépfung fir die Prognose
von HNSCC-Patienten sowie einer potenziellen Relevanz flr eine zielgerichtete

Immuntherapie.

6.3. Tumormikromilieu

In der vorliegenden Arbeit wird der Einfluss der Tumormikroumgebung auf die
Tumorzellbiologie und den klinischen Verlauf von Kopf-Hals-Karzinomen anhand von flnf
verschiedenen Markern der T-Zellerschépfung (PD1, TIM 3, LAG-3) und Stroma Seneszenz
(IL-8, MMP3) untersucht. Zudem ist es wichtig, weitere Einflussfaktoren, die den
Krankheitsverlauf und die Prognose von HNSCC-Patienten verbessern kdénnen, zu
untersuchen. Dazu gehdrt Vitamin D, welches in seiner Rolle als potenzieller

Immunmodaulator in dieser Arbeit genauer betrachtet wird.

In der Onkologie bezeichnet man die unmittelbare Umgebung eines malignen Tumors als
Tumormikromilieu, welches oftmals sehr heterogen sein und sich von Tumor zu Tumor
unterscheiden kann. Wie sich der Tumor entwickelt, hédngt malgeblich von seinem
Mikromilieu ab und daher ist das Verstdndnis der ablaufenden Prozesse und Einflisse
essenziell, um weitere potenzielle Behandlungsstrategien entwickeln zu kdénnen. Das
Tumormikromilieu ist dabei sehr heterogen aufgebaut und besteht unter anderem aus
kollagenem Bindegewebe, Immunzellen, Tumor-assoziierten Fibroblasten, Blut- und
Lymphgefaen. Um die Einflisse des Tumormikromilieus auf die Tumorzellbiologie zu
entschlisseln, werden in dieser Arbeit verschiedene Marker der T-Zellerschépfung und
Stroma Seneszenz untersucht und Uberdies hinterfragt, wie sich ihr Einfluss auf den
klinischen Verlauf von HNSCC-Patienten auswirkt. Zum Verstandnis dieser
immunologischen Prozesse ist die Kenntnis der Funktionsweise des humanen

Immunsystems unabdingbar, weshalb dieses im folgenden Kapitel dargestellt wird.
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6.3.1. Das Immunsystem

Der Mensch verfugt Uber verschiedene Mechanismen, welche angeboren oder erworben
sein kdénnen, um sich vor Erkrankungen zu schitzen. Die Haut und Schleimhaute stellen
beispielsweise mechanische Barrieren dar, wahrend die Magensaure als chemische Barriere
fungiert, um pathogene Erreger davon abzuhalten, in den Organismus zu gelangen. Diese
physikalischen und chemischen Mechanismen gehdren zur angeborenen Immunantwort,
welche bereits im Mutterleib oder postpartal vorhanden ist. Die Besonderheit des
angeborenen Immunsystems besteht darin, dass keine Pragung oder Adaptation an
spezifische Antigene stattfinden muss, sondern die Immunabwehr bereits ab dem ersten
Kontakt mit einem Krankheitserreger vorliegt. Es gibt zudem zellulare Mechanismen, die zur
angeborenen Immunantwort gehoren. Zu den Zellen des unspezifischen angeborenen
Immunsystems zahlen Granulozyten (neutrophil, eosinophil, basophil),
antigenprasentierenden Zellen (dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen) und
natirlichen Killerzellen. Mittels spezieller Rezeptoren (Pattern recognition receptors) kdnnen
diese Zellen typische Strukturen von Pathogenen erkennen und diese anschliefdend direkt
abtoten. AulRerdem verfugt das angeborene Immunsystem uber die Funktion, dass es den
Zellen des erworbenen Immunsystems pathogene Erreger prasentieren kann und somit die
Abwehr der spezifischen Immunantwort erganzend unterstitzt. AuRerdem gibt es humorale
Mechanismen, die ebenfalls eindringende Pathogene direkt abtdten oder die weitergehende
spezifische Immunabwehr einleiten kénnen. Dazu gehdren Plasmaproteine, wie Akute-
Phase-Proteine, proinflammatorische Zytokine und das Komplementsystem.

Wesentlicher Bestandteil des spezifischen Immunsystems, welches eine weitaus effektivere
Immunantwort gewahrleistet, die allerdings eine vorherige Aktivierung bendtigt und daher
eine langere Zeitspanne braucht, um die volle Effizienz zu erreichen, sind vor allem
Lymphozyten. Mit Hilfe von spezifischen Rezeptoren werden bestimmte Antigene der
Pathogene erkannt, gegen welche die Lymphozyten gezielt vorgehen kdénnen. Man
unterscheidet T-Lymphozyten, zu denen CD4*-T-Helferzellen und CD8*-zytotoxische T-
Zellen zahlen, von B-Lymphozyten, zu denen unter anderem Plasmazellen gehdren. Beide
Lymphozyten entstammen dem Knochenmark, der Ort ihrer Reifung ist allerdings
unterschiedlich. T-Lymphozyten reifen im Thymus und mithilfe ihres T-Zellrezeptors kénnen
sie Antigene, die ihnen von antigenprasentierenden Zellen des unspezifischen
Immunsystems prasentiert werden, erkennen und darauf reagieren. CD4*-T-Helferzellen
kénnen nochmals unterteilt werden in TH1-Zellen, welche intrazellulare Pathogene abwehren
und TH2-Zellen, welche unter anderem bei der Abwehr von extrazellularen Parasiten helfen.
Auf weitere spezifischere Funktionen von TH1- und TH2-Zellen soll hier nicht naher

eingegangen werden. CD8"-zytotoxische T-Zellen wiederrum kénnen, nachdem sie mittels
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eines MHC-I-Rezeptors prasentiertes korperfremdes Antigen erkannt haben, dieses gezielt
abtéten. B-Lymphozyten entstehen und reifen im Knochenmark, wandern dann in sekundar
lymphatische Organe und differenzieren dort nach ihrer Aktivierung zu Plasmazellen, welche
wiederum  Antikdrper produzieren. Zusatzlich gehdéren B-Lymphozyten zu den
antigenprasentierenden Zellen, das heil3t, dass B-Zellen mit Hilfe ihres MHC-II-Rezeptors
erkannte Antigene prasentieren konnen. B- und T-Lymphozyten koénnen eine Art
immunologisches Gedachtnis ausbilden und somit den Organismus effektiv vor
wiederkehrenden Erregern schitzen. Das Immunsystem ist damit ein Zusammenspiel aus
verschiedenen Mechanismen, die ab einem gewissen Punkt alle miteinander verknlpft sind
und zusammenarbeiten, was dem Organismus einen grolltmoglichen Schutz bietet (Herold,
2011; Hof et al., 2009; Kdénigshoff & Brandenburger, 2018; Lillmann-Rauch & Asan, 2015).

6.3.2. Stroma Seneszenz

Das Stroma stellt das stitzende Bindegewebe eines Organs oder Gewebes dar und enthalt
Nerven, Blut- und LymphgefalRe sowie Stromazellen, wozu Fibrozyten und Fibroblasten
gehoren. Sie erfiillen die allgemeinen Aufgaben der Stiitz- und Ernahrungsfunktion, wahrend
Parenchymzellen spezifische Organfunktionen wahrnehmen (Deutzmann et al.,, 2008;
Ldllmann-Rauch, 2006).

In den 1960er Jahren wurde von Hayflick und Moorhead die Seneszenz erstmals als ein
permanenter Wachstumsstillstand beschrieben, welchen die Zellen nach einer bestimmten
Anzahl von Zellteilungen in einer Kultur erreichen (1961). So stellten sie die Hypothese auf,
dass Zellen einen internen Zahimechanismus besitzen, welcher die Zellteilung begrenzt,
wodurch wiederum eine unkontrollierte zellulare Transformation verhindert wird und die
Zellen als Reaktion auf mitogene Stimuli nicht wieder in den Zellzyklus eintreten und
resistent gegentber dem Zelltod sind (Alspach et al., 2013; Calcinotto et al., 2019). Dieses
biologische Phanomen des Wachstumsstillstands geht auf eine fortschreitende Verkirzung
der Telomere zurick, die bei jeder Zellteilung stattfindet. Durch die Verkirzung der Telomere
und somit die Einstellung des permanenten Wachstums und der Zellteilung, werden
genomische Instabilitat und als Folge auch DNA-Schaden zumeist verhindert (Courtois-Cox
et al., 2008; HAYFLICK & MOORHEAD, 1961).

Diese Seneszenz tritt nun sowohl als physiologischer als auch als pathologischer Prozess in
verschiedenen Geweben auf und ist zum Beispiel beteiligt an Gewebeumbauprozessen,
Verletzungen, Alterung und auch an der Entstehung von Tumorerkrankungen. Forderlich ist
die Seneszenz fiur den Gewebeumbau wahrend der Embryogenese, damit es zu einer

physiologischen Entwicklung des Embryos kommen kann (Davaapil et al., 2017).
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Andererseits spielt die Seneszenz eine tragende Rolle im Alterungsprozess und flihrt zu
einem Rickgang des Regenerationspotentials, welches wiederrum bei Entziindungen oder
der Tumorentstehung entscheidend ist (Calcinotto et al., 2019; Hernandez-Segura et al.,
2018). Im Rahmen einer Tumorerkrankung kann durch eine Uberexpression von bestimmten
Onkogenen oder durch einen Verlust von Tumorsuppressorgenen onkogener Stress
entstehen, welcher nachgewiesenermalen zu einer Induktion der Seneszenz fiihrt (Blasco et
al., 1997; Counter et al., 1992). Die Seneszenz scheint also eine gewisse antiproliferative
Wirkung zu haben und kann somit einen effektiven Antitumormechanismus darstellen. In
aktuellen Studien werden die Schlusselmerkmale und Biomarker der Seneszenz immer
haufiger und intensiver untersucht, da die Induktion der Seneszenz in Krebszellen oder die
Eliminierung seneszenter Zellen in alterndem Gewebe mdégliche Weichen fiir neue
Behandlungsstrategien darstellen kdnnen (Calcinotto & Alimonti, 2017; Calcinotto et al.,
2019). Hinsichtlich der weiteren Forschung mdglicher Biomarker, welche eine prognostische
Aussicht und potenzielle Behandlungsstrategien flir HNSCC-Patienten liefern kdnnen,

werden in dieser Arbeit zwei dieser Seneszenz-Biomarker untersucht: IL-8 und MMP3.

IL-8 (Interleukin-8) gehort zur Familie der proinflammatorischen Chemokine und ist auch
unter dem Namen CXCL8 (CXC-Motiv-Chemokin-Ligand 8) bekannt. Urspriinglich besteht
IL-8 aus 99 Aminosauren, jedoch wird es nach der Expression durch eine posttranslationale
Modifikation zur biologisch aktiven Form auf 72-77 Aminosauren gekurzt. Produziert wird IL-
8 von Endothelzellen, Monozyten, Epithelzellen, Fibroblasten, Phagozyten und
Mesenchymzellen als Reaktion auf einen entziindlichen Stimulus, wobei die Expression
verschiedenen Einflussfaktoren unterliegt. Eine vermehrte Expression wird durch das
Activator-Protein-1  herbeigefihrt und gehemmt wird die Expression durch den
Tumornekrosefaktor-a (TNF-a), Chemotherapeutika und Steroidhormone. Die Wirkung des
posttranslational modifizierten IL-8 wird durch die Bindung an zwei G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren, welche auf der Zelloberflache lokalisiert sind, erzielt. Die beiden G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren CXCR1 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 1) und CXCR2 (CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 2) durchlaufen anschliefiend eine Konformationsanderung, wodurch die
spatere Signaltransduktion stattfinden kann. Letztendlich kommt es durch IL-8 zu einer
Aktivierung von neutrophilen Granulozyten, welche dann die Chemotaxis einleiten, was
durch die Ausschittung von Chemokinen dazu fihrt, dass Zellen des Immunsystems zum
Ort der Entzindung wandern. Gleichzeitig kdnnen aktivierte neutrophile Granulozyten einen
sogenannten oxidativen Burst ausiben. Dabei werden aggressiv-lytische Sauerstoffradikale
freigesetzt, welche der Aufldsung und Zerstérung von Erregerbestandteilen dienen, die zuvor
die Phagozytose durchlaufen haben. Zudem wurde in Studien bereits beschrieben, dass IL-8

die Tumorprogression, Metastasierung und Invasion beeinflusst, wodurch die
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Tumormikroumgebung von HNSCCs nachdricklich verandert und die Karzinogenese positiv
beeinflusst wird (Baggiolini et al., 1989; Keatings et al., 1996; Waugh & Wilson, 2008).
Krebszellen sezernieren IL-8, wodurch aufgrund der Aktivierung von autokrinen Signalwegen
die Uberlebensdauer und Proliferation der Krebszellen begiinstigt wird. Zudem werden durch
IL-8 Endothelzellen des Tumorgefalisystems aktiviert, was einerseits zu einer gesteigerten
Angiogenese fiihrt und andererseits die chemotaktische Infiltration von neutrophilen
Granulozyten in die Tumorzelle erleichtert (Baggiolini et al., 1989; Keatings et al., 1996;
Waugh & Wilson, 2008).

MMP3 (Matrix-Metalloproteinase 3) gehdrt als ein zinkabhangiges proteolytisches Enzym zur
Gruppe der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs). T-Zellen, Langerhans-Zellen und
Makrophagen produzieren MMP3 und daruber hinaus wird MMP3 auch von
Mesenchymzellen wie Fibroblasten und Chondrozyten exprimiert (Matrisian, 1992; Wang et
al., 1999). Ursprunglich wurden MMPs in ihrer Funktion im Abbau und Umbau der
Extrazellularmatrix (EZM) erforscht (Gobin et al., 2019). In den letzten 40 Jahren konnten
vielen Studien nachweisen, dass sowohl MMPs als auch weitere EZM-umbauende
Endopeptidasen malfigeblich zu Veranderungen in der Tumormikroumgebung beitragen, die
wahrend der Krebsentstehung beobachtet werden kénnen (Kessenbrock et al., 2010; Page-
McCaw et al., 2007). Dazu zahlen Einflusse auf das Tumorwachstum, die Invasion und die
Metastasierung wahrend der Karzinogenese (Egeblad & Werb, 2002; Gialeli et al., 2011;
Gobin et al., 2019; Vihinen & Kahari, 2002). Physiologische Prozesse, wie Wundheilung,
Organogenese, Gebarmutterinvolution und Fortpflanzung werden durch MMPs ebenfalls
unterstltzt, wobei sie auch auf pathologische Ablaufe, wie Entziindungen sowie Gefal3- und
Autoimmunerkrankungen Einfluss nehmen (Egeblad & Werb, 2002; Nagase et al., 2006;
Page-McCaw et al., 2007; Parks et al., 2004; Zhang et al., 2021). Weitere regulatorische
Funktionen auf zellularer Ebene flhren dazu, dass MMPs an Ablaufen der Apoptose,
Immunitat, Zellmigration und Angiogenese beteiligt sind (Jobin et al., 2017).

Zu den konkreten Funktionen von MMP3 gehoren der Abbau von spezifischen Komponenten
der Extrazellularmatrix, wie beispielsweise Fibronektin, Laminin, Gelatine Typ I, lll, IV, V,
sowie der Kollagene lll, IV, X, IX und Knorpelproteoglykane. Die spezielle Rolle von MMP3 in
der Karzinogenese liegt in der Invasion, Metastasierung und Proliferation, also im schnellen
Wachstum und in der Vermehrung des Tumorgewebes (Huang et al., 2016; Spalding et al.,
1989; H. Yang et al., 2016). Eine anhand von Daten des Cancer Genome Atlas (TCGA)
durchgeflihrte Studie analysierte die Expression von 24 MMPs bei 15 verschiedenen
Krebsarten, wobei auffiel, dass MMP3 bei sieben Krebsarten signifikant erhoht exprimiert
war, was einen starken Zusammenhang zwischen MMP3 und der Tumorprogression

unterstreichen kann (Gobin et al., 2019). AuBerdem konnte gezeigt werden, dass es zu einer
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Reorganisation der Extrazellularmatrix aufgrund der erhéhten ektopischen Expression von
MMP3 kommt, was eine maligne Transformation des Epithels begunstigt (Liang et al., 2021;
Sternlicht et al., 1999).

6.3.3. T-Zellerschopfung

T-Zellen kdnnen im Rahmen von chronischen Virus- oder Tumorerkrankungen durch eine
anhaltende Antigenstimulation in einen Erschépfungszustand lbergehen, in dem sie nicht
mehr ihre volle Funktionalitdt aufrechterhalten kénnen. In ersten Studien wurde ein
Erschopfungszustand bei CD8*-T-Zellen im Rahmen einer chronischen Infektion mit dem
lymphozytaren Choriomeningitis-Virus (LCMV) bei Mausen beschrieben (Gallimore et al.,
1998; Moskophidis et al., 1993; Zajac et al, 1998). Aufgrund der anhaltenden
Antigenexposition prasentierten die Mause, die einer chronischen Infektion mit dem LCMV-
Klon 13 ausgesetzt waren, dysfunktionale CD8*-T-Zellen, die als erschopfte Zellen
beschrieben wurden (Wherry et al., 2003; Wherry & Kurachi, 2015). Zunachst wurde dieses
Erschépfungsphanomen nur bei chronischen LCMV-Infektionen beobachtet, doch in neueren
Studien wurde dies ebenfalls bei anderen chronischen Virusinfektionen beschrieben, wie
beispielsweise bei dem humanen Immundefizienz-Virus (HIV), dem Hepatitis-B-Virus (HBV),
dem Hepatitis-C-Virus (HCV) und auch bei Autoimmunerkrankungen (Blank et al., 2019;
Collier et al., 2021; Nagasaki & Togashi, 2022). Der Erschépfungszustand wird in jingster
Zeit als ein Zustand der T-Zell-Dysfunktion kategorisiert, welcher auch bei
Tumorerkrankungen eine wesentliche Rolle zu spielen scheint (Baitsch et al., 2011; Budimir
et al., 2022). Der Funktionsverlust erschopfter T-Zellen macht sich durch einen
fortschreitenden Verlust von Effektorfunktionen, eine hohe und fortdauernde Expression von
inhibitorischen Immuncheckpoint-Rezeptoren, eine metabolische Dysregulation und eine
verringerte Kapazitadt zur Zytokin-Sekretion bemerkbar (Blank et al., 2019; Nagasaki &
Togashi, 2022). Den entscheidenden Einfluss auf die Erschépfung haben die Dauer und der
Grad der antigenen Stimulation (Blackburn et al., 2009; Fuller et al., 2004; Li et al., 2009;
Mueller & Ahmed, 2009). Immuncheckpoint-Rezeptoren kdnnen die Signale in den
Immunzellen entweder stimulieren oder inhibieren. Bei erschopften T-Zellen werden die
inhibierenden Immuncheckpoint-Rezeptoren hochreguliert, was zu einer zunehmenden
Funktionsabnahme dieser T-Zellen fuhrt und daher auch mit einer Tumorentwicklung
assoziiert sein kann (Schreiber et al.,, 2011). Zu den inhibierenden Immuncheckpoint-
Molekilen gehdren unter anderem PD1, TIM 3 und LAG-3 (Beltra et al., 2020; Miller et al.,
2019). Mit gezielten  Antikorper-vermittelten  Blockaden dieser inhibitorischen

Immuncheckpoint-Rezeptoren, kann  die  zytotoxische  Funktion  CD8*-T-Zellen
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wiederhergestellt und die Tumorlast somit besser kontrolliert werden (Barber et al., 2006;
Hirano et al., 2005; Iwai et al., 2002). Zwei PD1-Antikérper (Pembrolizumab und Nivolumab)
werden in den aktuellen Therapieleitlinien von HNSCCs in Form von Immuncheckpoint-
Inhibitoren bereits angewendet (siehe Kapitel 6.2.4.). Darlber hinaus laufen einige klinische
Studien zur Zulassung weiterer Immuncheckpoint-Inhibitoren mit verschiedenen
therapeutischen Targets, darunter auch TIM 3 und LAG-3, sodass weitere potenzielle
Antikorper klinische Anwendung in der Therapie von Karzinomen und im Speziellen in der
HNSCC-Therapie finden kdénnen (He et al., 2018; Liu et al.,, 2016; Sauer et al.,, 2022,
Schoffski et al., 2022).

Neben CD8*-T-Zellen kénnen auch CD4*-T-Zellen von einem Erschépfungszustand
betroffen sein. Zu den CD4*-T-Zellen gehéren unter anderem TH1-, TH2- und TH17-Zellen,
die sowohl Helferfunktionen flr andere Immunzellen als auch zytotoxische Funktionen
haben. Chronische Infektionen mit dem LCM-Virus fiihrten auch bei CD4*-T-Zellen zu einer
héheren Expression von inhibierenden Immuncheckpoint-Molekilen (Aubert et al., 2011;
Miggelbrink et al., 2021). Auch andere chronische Viruserkrankungen scheinen zu einer
Hochregulierung dieser Immuncheckpoint-Rezeptoren zu flhren, was in Summe daraufhin
deuten kann, dass die Erschépfung der CD4*-T-Zellen der Erschdpfung der CD8*-T-Zellen
phanotypisch ahnelt (Crawford et al., 2014; Hwang et al., 2016). Im erschdpften Zustand
konnen die CD4*-T-Helferzellen nicht mehr ihren Funktionen, wie zum Beispiel der
unterstutzenden Aktivierung von CD8'-T-Zellen, der Aktivierung der bakteriellen
Phagozytose oder der Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten nachkommen (Nagasaki
& Togashi, 2022). Studien der letzten Jahre konnten zeigen, dass auch bei
Tumorerkrankungen  die  T-Zellerschopfung fur den  klinischen  Verlauf, die
Behandlungsmdglichkeiten und die Prognose eine wesentliche Rolle spielt. Eine Studie von
Zhang et al. untersuchte beispielsweise die klinische Bedeutung der Tumormikroumgebung
bei HNSCCs und fand heraus, dass eine positive Korrelation zwischen der Erschopfung von
CD8*-T-Zellen in der Tumormikroumgebung von HNSCCs und einer schlechteren Prognose
dieser Patienten bestand (Burtness et al., 2019; Zhang et al., 2022). Die mitunter fiir die T-
Zellerschopfung verantwortlichen inhibierenden Immuncheckpoint-Rezeptoren stellen somit
interessante Zielstrukturen zukinftiger immunonkologischer Therapieansatze dar. In dieser
Arbeit wurden drei Marker der T-Zellerschépfung untersucht, um neben den bereits
zugelassenen Antikorpern weitere inhibitorische Immuncheckpoints ausfindig zu machen, die
bei einer Antikoérper-basierten zielgerichteten Therapie das Potential haben kénnen die T-
Zellerschopfung zu Uberwinden: PD1, TIM 3 und LAG-3.
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PD1 (programmed cell death protein 1) ist ein Transmembranprotein und wird sowohl von T-
Zellen als auch von Pro-B-Zellen exprimiert. Es gehdrt zur Immunglobulin-Superfamilie und
besteht aus 268 Aminosauren, die sich in drei Abschnitte einteilen lassen. Es gibt eine
extrazellulare IgV-Domane, welche zwei verschiedene Liganden (PD-L1 und PD-L2) binden
kann, sowie eine Transmembranregion und einen intrazellularen Schwanz. PD1 ist durch die
negative Beeinflussung der T-Zell-Aktivierung malfigeblich am Ablauf einer Immunantwort
beteiligt und stabilisiert als Immuncheckpoint das Gleichgewicht zwischen der gewlinschten
Immunitat und unerwiinschten autoimmunologischen Pathologien (Sharpe & Pauken, 2018).
Durch die Prasentation von Antigenen kommt es zur Aktivierung der T-Zellen, welche
mehreren Regulierungsmechanismen unterliegt. Die Antigen-vermittelte T-Zell-Aktivierung
umfasst eine Peptid-MHC-Bindung des T-Zell-Rezeptors, sowie positive kostimulatorische
Signale und Interaktionen zwischen CD28 auf T-Zellen und CD80 auf Antigen-
prasentierenden Zellen. PD1 wird bei der T-Zell-Aktivierung exprimiert und fungiert hierbei
als negativer Regulator, indem es seine Liganden PD-L1 und PD-L2 bindet und somit den
positiven Signalen durch den T-Zell-Rezeptor und CD28 entgegenwirkt. Des Weiteren wirkt
das zytotoxische T-Lymphozyten-Antigen (CTLA4) ebenfalls als negativer Regulator. PD1
und CTLA4 fungieren demnach als Immuncheckpoints und sorgen flir eine Unterbrechung
der adaptiven Immunantwort, die von den Effektor-T-Zellen zunachst kontrolliert Gberwunden
werden muss, damit diese ihre volle Wirkung entfalten kénnen (Dong et al., 1999; Freeman
et al.,, 2000; Greenwald et al., 2005; Latchman et al., 2001; Tseng et al., 2001).
Verschiedene Studien unterstiitzen die Annahme, dass PD1 als relevanter Regulator der
Aufrechterhaltung des Gleichgewichts im Immunsystem dient. Beispielsweise entwickelten
Mause mit genetischem Mangel an Pcd1 (codiert fiir PD1) eine verfrihte Autoimmunitat
(Lucas et al., 2008; Nishimura et al., 1999; Nishimura et al., 2001; Wang et al., 2005),
wahrend chronische Infektionen und Krebserkrankungen wiederum zu einer hohen und
andauernden Expression von PD1 und seinen Liganden fihrten, was aufgrund der
Blockierung des PD1-Signalwegs zu einer starkeren T-Zell-Funktion und gleichzeitig
verringerten Virus- und Tumorlast flihrte (Barber et al., 2006; Curiel et al., 2003; Hirano et al.,
2005; Iwai et al., 2002; Iwai et al., 2005; Pauken & Wherry, 2015; Strome et al., 2003).

TIM 3 (T-cell immunglobulin and mucin-domaining containing-3, TIM 3 oder hepatitis A virus
cellular receptor 2, HAVCR?2) ist ein Oberflachenmolekiil auf T-Zellen und gehért der TIM-
Familie als ein immunregulatorisches Protein an. TIM 3 kann in drei Abschnitte unterteilt
werden, wozu ein extrazellularer Abschnitt mit einer distalen variablen Immunglobulin-
Domane (lgV) und einer proximalen glykosylierten Mucin-Domane, sowie eine
Transmembrandoméne und eine intrazelluldre Domédne mit einem zytoplasmatischen

Schwanz gehdren (Monney et al., 2002; Wolf et al., 2020). Viele Immunzellen exprimieren
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TIM 3, darunter CD4*-T-Zellen, CD8*-T-Zellen, Twg-Zellen, myeloische Zellen, sowie
naturliche Killerzellen und Mastzellen (Anderson et al., 2007; Gao et al., 2012; Monney et al.,
2002; Ndhlovu et al.,, 2012; Phong et al., 2015). Liganden, wozu Galectin 9,
Phosphatidylserin, CEACAM1 (Carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1)
und HMGB1 (High Mobility Group Protein 1) gehéren, kénnen an verschiedene Regionen der
extrazellularen IgV-Domane des TIM 3 binden. Durch die Bindung von Galectin 9 an TIM 3
wird aufgrund eines intrazellularen Calciumeinstroms der Zelltod von TIM 3*-T-Zellen
induziert (Zhu et al., 2005). Verschiedene Studien zeigen, dass Immunreaktionen durch eine
Interaktion zwischen TIM 3 und Galectin 9 Uber verschiedene Mechanismen herabgesetzt
werden (Dardalhon et al., 2010; Gongalves Silva et al., 2017; Ju et al., 2014; Kang et al.,
2015; Kikushige et al., 2015). Der Ligand HMGB1 kann zum Beispiel von Tumorzellen
sezerniert werden und anschliefiend durch die Bindung an TIM 3" myeloische Zellen in der
Tumormikroumgebung die Aktivierung des angeborenen Immunsystems beeintrachtigen
(Curtin et al., 2009; Wolf et al., 2020). CEACAM1 ist der zuletzt entdeckte Ligand fur TIM 3
und beeinflusst die Regulierung einer antiviralen Reaktion (Gray-Owen & Blumberg, 2006; Y.
H. Huang et al., 2015; Khairnar et al., 2018). Zudem kdnnte die TIM 3-CEACAM1-Interaktion
zunehmend als Zielstruktur fir Immuntherapien bei Krebserkrankungen wahrgenommen
werden, da sich bereits in verschiedenen Mausmodellen in-vivo die Therapie von gegen TIM
3 gerichteten Antikorpern als wirksam erwiesen hat (Sabatos-Peyton et al., 2018; Wiener et
al., 2007). TIM 3 fungiert aullerdem als Marker der T-Zellerschopfung bei viralen oder
tumorbedingten Erkrankungen und markiert darliber hinaus im Rahmen eines
Tumorgeschehens die tumorinfiltrierenden CD8*-PD1*-T-Zellen (Fourcade et al., 2014; Jin et
al., 2010; Sakuishi et al., 2010). In Studien wurde bereits gezeigt, dass das Tumorwachstum
durch eine Antikorper-vermittelte Blockade von TIM 3 und PD1 gehemmt werden und die
tumorspezifische Antwort der CD8*-T-Zellen verbessert werden kann (Fourcade et al., 2010;
Fourcade et al., 2014; Sakuishi et al., 2010). In vielen Tumoren sind TIM 3*-Tg-Zellen die
vorherrschende Trg-Zellpopulation und korrelieren mit der Tumorprogression sowie dem
Schweregrad der Erkrankung (Gao et al., 2012; Sakuishi et al., 2013; Yan et al., 2013). So
konnte beispielsweise die Anzahl der TIM 3*-Teg-Zellen durch eine TIM 3-Blockade in einem
Modell mit Mdusen mit HNSCCs verringert werden, wodurch auch das Tumorwachstum
gehemmt wurde (J. F. Liu et al., 2018).

LAG-3 (lymphocyte-activation gene 3) ist ebenfalls ein Transmembranprotein und besteht
aus 489 Aminosauren. Es gehort zu der Gruppe der Ig-Superfamilie und hat vier IgG-
Schleifen (Goldberg & Drake, 2011). Es wird von aktivierten T-Zellen, naturlichen Killerzellen,
B-Zellen und plasmazytoiden dendritischen Zellen exprimiert und dient als Rezeptor von

MHC-Klasse-lI-Molekiilen und Fibrinogen-like-Protein-1 (Huard et al., 1994; Kisielow et al.,
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2005; Triebel et al.,, 1990; Workman et al.,, 2009). Die Interaktion zwischen LAG-3 und
seinem Hauptliganden, dem MHC-Klasse-II-Molekiil, wird als ursachlich dafir angenommen,
dass LAG-3 die Funktion dendritischer Zellen modulierend beeinflusst (Andreae et al., 2002).
Zudem spielt LAG-3 eine Rolle in der Erschopfung von CD8*-T-Zellen, in Form eines
negativen Regulators, was in jlingsten praklinischen Studien beschrieben wurde (Blackburn
et al., 2009). Frihere Studien zeigten, dass es bei menschlichen CD4*-T-Zellklonen zu einer
anhaltenden Proliferation, einhergehend mit einer verstarkten Produktion von
entziindungsférdernden Zytokinen wie IL-2, IL-4 und Interferon-y kommt, wenn LAG-3 in-
vitro mittels eines monoklonalen Antikdrpers blockiert wird (Huard et al., 1995). Zunachst
konnten diese Ergebnisse nicht auf CD8*-T-Zellen Ubertragen werden, doch nach vielen
weiteren Studien konnte schliellich definitiv bestatigt werden, dass sowohl CD4*-T-Zellen als
auch CD8*-T-Zellen durch LAG-3 negativ reguliert werden (Macon-Lemaitre & Triebel, 2005;
Workman et al., 2002). Durch eine Assoziation mit dem T-Zell-Rezeptor-CD3-Komplex
hemmt LAG-3 die T-Zell-Rezeptor-Signaltransduktion (Hannier et al., 1998), allerdings
konnten die genauen Mechanismen der intrazelluldren negativen Signaltransduktion noch
nicht abschlieRend geklart werden (louzalen et al., 2001; Maeda et al., 2019; Workman et al.,
2002; Workman & Vignali, 2003). Als Hinweis fur einen Erschépfungszustand der T-Zellen
wird eine erhéhte LAG-3 Expression gesehen, welche mit einer gestérten Immunhoméostase
einhergeht und bereits mit verschiedenen Erkrankungen des Menschen in Zusammenhang
gebracht werden konnte (Chocarro et al., 2022). Interessant ist, dass eine gleichzeitige
erhéhte Expression von LAG-3 und PD1 in T-Zellen fur eine noch starkere Erschépfung und
damit einhergehende Dysfunktionalitat der T-Zellen spricht. Dies wird bei Krebspatienten mit
einer Resistenz gegentber Anti-PD1-Immuntherapien in Zusammenhang gebracht, wobei
eine gezielte Blockade von LAG-3 und PD1 durchaus die Antitumoraktivitat von T-Zellen
wieder steigern konnte (Chocarro de Erauso et al., 2020; Datar et al., 2019; Jing et al., 2015;
Lichtenegger et al., 2018; Lino et al., 2018; Matsuzaki et al., 2010; Wang et al., 2018; Zuazo,
Arasanz, Bocanegra, Chocarro, et al., 2020; Zuazo, Arasanz, Bocanegra, Fernandez, et al.,
2020; Zuazo et al.,, 2019). Bei einer Blockade von LAG-3 mittels eines monoklonalen
Antikbrpers kann die T-Zellfunktion in verschiedenen Modellen wiederhergestellt
beziehungsweise gesteigert werden, was einen interessanten Ansatz fir eine mogliche

Immuntherapie fir Krebspatienten darstellt (Goldberg & Drake, 2011).

LAG-3 sollte, genau wie die beiden anderen untersuchten Marker der T-Zellerschopfung
(PD1 und TIM 3) als therapeutische Zielstruktur weiter erforscht werden, um erganzende

Therapiestrategien zur Behandlung von HNSCCs voranzutreiben.



28

6.4.Vitamin D

In den vorherigen Kapiteln wurde die Epidemiologie von Krebserkrankungen erlautert, an
denen Plattenepithelkarzinome des Kopf-Hals-Bereichs einen grofden Anteil haben. Zwar gibt
es schon erste innovative Behandlungsstrategien in Form von Immunmodulatoren, jedoch
sind die Prognosen von HNSCC-Patienten oftmals noch schlecht. Umso wichtiger wird die
Suche nach neuen Einflussfaktoren, die den Krankheitsverlauf und die Prognose von
HNSCC-Patienten verbessern kénnen. Das Hauptaugenmerk dieser Arbeit liegt auf der
Untersuchung der Marker der Stroma Seneszenz und der T-Zellerschopfung, dartber hinaus
wurde der Einfluss von Vitamin D als potenzieller Immunmodulator auf die
Tumormikroumgebung von HNSCCs ebenfalls untersucht. Im Folgenden wird daher die

Physiologie von Vitamin D genauer erlautert.

6.4.1. Vitamin D-Metabolismus

Das Vitamin D (Calciferol) gehdrt zusammen mit den Vitaminen A, E und K zu der Gruppe
der fettléslichen Vitamine. Diese Vitamine werden nicht zur Energiegewinnung abgebaut,
sondern erflllen spezielle Aufgaben. Sie stellen essenzielle Nahrungsbestandteile dar, die
mit der Nahrung aufgenommen werden muissen, wobei Vitamin D hier eine Sonderstellung
innehat, da es vom Organismus auch selbst synthetisiert werden kann. Es gibt sowohl
verschiedene inaktive Vorstufen als auch zwei aktive Formen des Vitamin D, einschlieflich
das aktivierte Vitamin D> (1,25-Dihydroxyergocalciferol) und das aktivierte Vitamin D3
(Calcitriol, 1,25-Dihydroxycholecalciferol), welches hauptverantwortlich fir die biologischen
Wirkungen von Vitamin D im menschlichen Koérper ist. Vitamin D> kommt hauptsachlich in
Pflanzen vor und kann somit Gber pflanzliche Lebensmittel dem Korper zugefiihrt werden,
wahrend Vitamin D3 in tierischen Nahrungsmitteln, wie beispielsweise fetthaltigem Fisch,
Pilzen oder Eiern enthalten ist. Die Tatsache, dass nur wenige Lebensmitteln Vitamin D3
enthalten, macht die vollstindige korpereigene Synthese umso wichtiger und stellt
gleichzeitig eine Besonderheit dar, weil dies das einzige Vitamin ist, welches der Organismus
vollstandig selbst herstellen kann. Mit circa 80-90% gewahrleistet die kdrpereigene
Synthese den groRten Anteil der Vitamin-Ds-Gewinnung (Holick, 2007). Bei der
korpereigenen Synthese wird aus Cholesterin in mehreren Schritten in Leber, Haut und
Nieren, Vitamin D3 (Calcitriol) hergestellt. Die einzelnen Schritte werden in Tabelle 01 zur

Vereinfachung dargestellt.
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Leber | Cholesterin > 7-Dehydrocholesterin (Provitamin D3)

Haut Speicherung von 7-Dehydrocholesterin (Provitamin D3)
Spaltung von 7-Dehydrocholesterin durch UV-Strahlen - Cholecalciferol

Leber | Hydroxylierung von Cholecalciferol > 25-Hydroxycholecaciferol (Calcidiol)

Hydroxylierung von 25-Hydroxycholecalciferol - 1,25-Dihydroxycholecalciferol

N (Calcitriol)

Tabelle 01: Ablauf der korpereigenen Vitamin D-Synthese.

Der limitierende Faktor fur die korpereigene Vitamin D-Synthese ist dabei die
Sonnenlichtexposition (Holick, 2007). Die fur die Phase der Synthese in der Haut bendtigten
UV-Strahlen kommen in Regionen unterhalb des 35. Breitengrads nicht ganzjahrig vor, was
die korpereigene Vitamin-Ds-Bildung somit von den Jahreszeiten und vom Wetter abhangig
macht (Engelsen et al., 2005; Tsiaras & Weinstock, 2011). Da Deutschland zwischen dem
47. und 55. Breitengrad liegt und in diesen héhergelegenen Breitengraden die Dauer und die
Intensitat der UV-Strahlen abnehmen, konnen in Deutschland lebende Menschen nur im
ungefdhren Zeitraum zwischen Marz und Oktober koérpereigenes Vitamin D in
ausreichendem Umfang synthetisieren (Rabenberg et al., 2016). Die Deutsche Gesellschaft
fur Ernahrung empfiehlt daher 20ug Vitamin D jeden Tag Uber die Nahrung aufzunehmen,
jedoch liegt die tatsachliche durchschnittliche Vitamin D Aufnahme unterhalb dieser
Empfehlung (Hintzpeter et al., 2008; Society, 2012).

6.4.2. Vitamin D-Status in Deutschland

Durch die Messung von 25-Hydroxy-Vitamin-D (25-OH-Vitamin-D) im Serum wird der Vitamin
D-Versorgungsstatus bei Menschen bestimmt. Die Werte kénnen allerdings binnen eines
Jahres um den Faktor zwei schwanken (Hypponen & Power, 2007). Es herrscht Uneinigkeit
darlber, ab wann ein Serumwert als angemessen und ausreichend gilt. Die European Food
Safety Authority (EFSA) und die Deutsche Gesellschaft fir Erndhrung (DGE) halten eine
Konzentration des 25-Hydroxy-Vitamin-D 250nmol/l als angemessen, wahrend die Endocrine
Society hohere Werte (>75nmol/l) als untere Grenze annimmt. Vom Robert-Koch-Institut
wurden zwischen 2008-2011 Daten uber den Vitamin D-Status von n = 6995 erwachsenen
Patienten gesammelt und in der Deutschen Gesundheits-Umfrage fur Erwachsene (DEGS1)
zusammengetragen. Dabei lag der durchschnittliche Serum-25(OH)Vitamin-D-Spiegel bei
45,6 nmol/l. 61,6% der Teilnehmer hatten Serum-25(0OH)D-Werte < 50nmol/l, wahrend sogar
30,2% der Teilnehmer Serumwerte <30 nmol/l aufwiesen. Im Sommer sinkt dieser Wert auf
weniger als 50%, wahrend im Winter die Personenzahl mit Vitamin D-Mangel auf circa 80%
steigt (Rabenberg et al., 2015).
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6.4.3. Folgen des Vitamin D-Mangels

Vitamin D hat Einfluss auf den Calcium- und Phosphatstoffwechsel und spielt somit eine
entscheidende Rolle fir die Mineralisierung sowie den Knochenaufbau und Knochenumbau.
Es fordert die Calcium- und Phosphatresorption im Darm und in der Niere und steigert somit
den Calcium- und Phosphatspiegel im Blut (Holick, 2004a, 2007).

Ein Vitamin D-Mangel kann zu den Krankheitsbildern Rachitis (Kindesalter) und
Osteomalazie (Erwachsene) fiihren. Aufgrund einer mangeinden Knochenmineralisierung
kommt es zu schmerzhaften Knochenerweichungen mit Deformierungen und pathologischen
Frakturen als mdgliche Folgen. Ursachen eines Vitamin D-Mangels kdnnen
Mangelernahrung, Resorptionsstérungen im Rahmen von chronisch entzindlichen
Darmerkrankungen, Hydroxylierungsstorungen aufgrund von Leber- oder
Niereninsuffizienzen oder wie oben beschrieben, eine geringe UV-Strahlung sein (Kerbl et
al., 2007; Speer et al., 2009; AWMF-Leitlinienregister, 0. D.). Die Therapie besteht zusatzlich
zur Behandlung der Grunderkrankung aus einer Substitution von Vitamin D und Calcium.
Ein Vitamin D-Mangel wird aber auch mit einem hoheren Risiko flr Herz-Kreislauf-
Erkrankungen, Infektionskrankheiten, Autoimmunerkrankungen wie rheumatoide Arthritis,
systemischer Lupus erythematodes oder multiple Sklerose sowie Lungen-, Brust- und
Darmkrebs in Verbindung gebracht (Bahrami et al., 2020; Buleu et al., 2019; Holick, 2004b,
2007; Jenab et al., 2010; Mozos & Marginean, 2015). Der Einfluss von Vitamin D auf das
Immunsystem wurde in den zurlckliegenden Jahren intensiv untersucht und detailliert
beschrieben, zahlreiche Fragen hinsichtlich der genauen Zusammenhdnge verbleiben

jedoch noch offen.

6.4.4. Einfluss von Vitamin D auf das Immunsystem

Der Einfluss von Vitamin D auf die angeborene und adaptive Immunantwort wird mit der
Entdeckung begrindet, dass nahezu alle Immunzellen einen Vitamin D-Rezeptor
exprimieren (Provvedini et al., 1983; Veldman et al., 2000). Zu den Immunzellen, welche den
Vitamin D-Rezeptor exprimieren, gehéren dendritische Zellen, Monozyten, Makrophagen, T-
Zellen und B-Zellen. Zudem exprimieren sie die 1a-Hydroxylase (CYP27B1), welche als
Enzym die Aktivierung von Vitamin D2 zu Calcitriol steuert (Ao et al., 2021; Hart et al., 2011).
Vitamin D spielt unter anderem eine wichtige Rolle bei der korpereigenen Abwehr von
Infektionskrankheiten, auch gibt es Zusammenhdnge mit dem Auftreten von
Autoimmunerkrankungen. Zudem macht man sich die krebshemmende Wirkung von Vitamin

D zur Behandlung von Tumorerkrankungen zu Nutze (Jeon et al, 2018). Die
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Wechselwirkungen zwischen Vitamin D und Immunzellen sind sehr komplex, da die
Expression des Vitamin D-Rezeptors je nach Aktivierungsstatus der Immunzellen
unterschiedlich gesteuert wird. Aktivierte T-Zellen steigern zum Beispiel ihre Vitamin D-
Rezeptor-Expression, wahrend Monozyten weniger Vitamin D-Rezeptoren exprimieren,
sobald sie sich in Makrophagen oder dendritische Zellen differenzieren (Baeke, Korf, et al.,
2010; Hewison et al., 2003). In der vorliegenden Arbeit wird hauptsachlich die
Tumormikroumgebung von HNSCC-Patienten untersucht, wobei Vitamin D als potenzieller
Immunmodulator ebenfalls genauer analysiert wird, um mdgliche Wechselwirkungen
zwischen Vitamin D und der Aktivitdt von Immunzellen zu identifizieren. Daher werden im

Folgenden kurz die Einfllisse von Vitamin D auf T- und B-Lymphozyten erlautert.

Uber einen indirekten Weg beeinflusst Calcitriol die T-Lymphozyten, indem es die
Oberflachenexpression von MHC-Klasse-lI-Molekilen und costimulatorischen Molekilen
(CD40, CD80, CD86) herunterreguliert und somit die Antigenprasentation verringert, welche
notwendig ist fur den Ablauf der adaptiven Immunabwehr durch T-Lymphozyten (Xu et al.,
1993). Calcitriol hat eine ahnliche Wirkung auf dendritische Zellen, bei denen auch die
Antigenprasentation verringert wird, sowie die Produktion von IL-12 und IL-23 gehemmt und
die Freisetzung von IL-10 und MIP-3a (Makrophage inflammatory protein 3 a) gesteigert wird
(Baeke, Takiishi, et al., 2010). Durch die indirekte Wirkung des Calcitriols und die daraus
resultierende verminderte Antigenprasentation, kommt es zu einer verminderten Proliferation
autoreaktiver T-Lymphozyten mit gleichzeitiger Induktion der Apoptose und einem Anstieg
der Tregs (Baeke et al., 2007; van Halteren et al., 2004). Die direkte Wirkung von Calcitriol auf
T-Lymphozyten ist komplexer, da die Menge der Expression von Vitamin D-Rezeptoren auf
T-Lymphozyten von deren Aktivierungszustand abhangt (Baeke, Korf, et al., 2010; Mahon et
al., 2003). Calcitriol hemmt die Produktion einiger Zytokine von T-Zellen. Bei TH1-Zellen wird
die Produktion von IL-2 und Interferon-y, bei TH17-Zellen die Produktion von IL-17 und IL-21
und bei TH9-Zellen wird die Produktion von IL-9 gehemmt (Baeke, Gysemans, et al., 2010;
Cantorna et al., 2015; Jeffery et al., 2009; Takiishi et al., 2013).

Calcitriol hat ebenfalls einen Einfluss auf B-Lymphozyten, da diese gleichermallen den
Vitamin D-Rezeptor und die 1a-Hydroxylase exprimieren (Vanherwegen et al., 2017). In
jungeren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Calcitriol bei aktivierten B-
Lymphozyten die Apoptose auslost und ebenso die Differenzierung zu Plasmazellen
verhindert (Chen et al., 2007; Geldmeyer-Hilt et al., 2011; Lemire et al., 1984). Eine weitere
regulatorische Wirkung des Calcitriols wird beschrieben, indem es die Produktion von IL-10

durch B-Lymphozyten steigert (Heine et al., 2008).
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Der kurze Einblick in verschiedene Wechselwirkungen zwischen Vitamin D und Immunzellen
zeigt, dass Vitamin D auf das angeborene und erworbene Immunsystem modulierend wirkt

und insgesamt eine wichtige Rolle zur Aufrechterhaltung der Immunhomdostase spielt.

6.5. Eigene Fragestellung

Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region stellen aufgrund ihres haufigen weltweiten
Auftretens und den noch immer limitierten Uberlebenschancen trotz hohem therapeutischem
Aufwand einen bedeutsamen Forschungsschwerpunkt dar. Zusatzlich zu den herkdmmlichen
Therapieoptionen in Form von Operationen, Chemo- und Strahlentherapie, spielt die
Immuntherapie eine immer grofler werdende Rolle, sodass auf Grundlage der KEYNOTE-
040-Studie, der KEYNOTE-048-Studie und der CheckMate-141-Studie, bereits zwei PD1-
Antikérper in Form von Immuncheckpoint-Inhibitoren (Pembrolizumab, Nivolumab) in den
aktuellen Therapieleitlinien von HNSCCs Anwendung finden (Burtness et al., 2019; Cohen et
al., 2019; Ferris et al., 2016). Leider sind auch hier die therapeutischen Ansprechraten noch
gering, was den Fokus zukilnftiger wissenschaftlicher Studien zu weiteren therapeutischen
Zielstrukturen lenken kann. Die Tumormikroumgebung von HNSCCs ist aufgrund der
Wechselwirkungen zwischen Immunzellen, Tumorzellen und weiteren Molekilen sehr
komplex und spielt eine maligebliche Rolle in der Tumorgenese von HNSCCs. Die
Entschlusselung dieser Wechselwirkungen koénnte neue therapeutische Zielstrukturen
aufdecken, sodass weitere Immuncheckpoint-Inhibitoren identifiziert werden kdnnen. Sowohl
die T-Zellerschopfung als auch die Stroma Seneszenz beteiligen sich stark an der
Tumorgenese von HNSCCs. Aufgrund einer anhaltenden Antigenexposition kommt es zu
einem Erschopfungszustand von T-Zellen, welcher ebenfalls bei HNSCCs beobachtet
werden konnte. Daraus resultiert eine verminderte Effektor-T-Zell-Funktion, was zu einer
schwacheren Tumorabwehr durch das Immunsystem und letztlich zu einer schlechteren
Prognose von HNSCC-Patienten fihren kann (Blank et al., 2019; Nagasaki & Togashi,
2022). Die Erkenntnis, dass erschopfte T-Zellen inhibierende Rezeptoren, wie PD1, TIM 3
und LAG-3 starker exprimieren (Schreiber et al., 2011), fuhrt zu der potenziellen
therapeutischen Mdglichkeit, gezielte Blockaden in Form von Immuncheckpoint-Inhibitoren
einzusetzen. Die Stroma Seneszenz als ein Zustand des permanenten Wachstumsstillstands
spielt ebenfalls eine wichtige Rolle in der Tumorentstehung. Eine Induktion der Seneszenz in
Tumorzellen oder aber die Eliminierung seneszenter Zellen in alterndem Gewebe stellen
interessante neue Behandlungsstrategien dar, welche in aktuellen Studien derzeit erforscht
werden (Calcinotto & Alimonti, 2017; Calcinotto et al., 2019). In diesem Zusammenhang
wurden in der vorliegenden Arbeit finf Marker der T-Zellerschépfung (PD1, TIM 3, LAG-3)



33

und Stroma Seneszenz (IL-8, MMP3) an FFPE-Gewebeproben eines Kollektivs von 116
HNSCC-Patienten immunhistochemisch untersucht, semiquantitativ ausgewertet und mit
klinisch-pathologischen Daten der Patienten korreliert.

Ziel der Studie war es, tumorbiologische Zusammenhange im Tumormikromilieu weiter zu
entschlisseln, um neue potenzielle Immuncheckpoints zu identifizieren, die als
vielversprechende therapeutische Zielstrukturen biologische Phanomene wie die T-
Zellerschopfung und Stroma Seneszenz lberwinden kénnen. Darlber hinaus wurde die
prognostische Relevanz der Biomarker getestet, um Uberdies weitere Surrogatmarker fir
HNSCCs ausfindig zu machen, damit Entscheidungen und Fragestellungen zum
therapeutischen Vorgehen sowie zur Prognose im klinischen Alltag erleichtert werden

kdnnen.



7. Material und Methoden

7.1. Material und Herstellernachweis

7.1.1. Verbrauchsmaterialien und Gerate
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Gerate und Verbrauchsmaterialien

Hersteller/Herkunft

Durchlichtmikroskop, 4316184

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Einbettungsgerat, Histocentre 2

Thermo Shadon GmbH, Frankfurt am Main

Feinwaagen BP 61, BP 4100

Sartorius, Géttingen

Filterpapier, DE81

Schleicher und Schiill, Dassel

Gilson-Pipetten

Abimed, Disseldorf

Magnetrihrer Combimag RCT

IKA, Staufen

Mikrowelle, Dimension 4

Panasonic, Hamburg

Objekttrager, Deckglaser

R. Langenbrick, Emmendingen

pH-Meter, pH 197

WTW, Weilheim

Pipetboy acu

Integra Biosciences, Biebertal

Pipettenspitzen

Sarstedt, NUmbrecht

Reagens-Transfer-Prozessor, Tissue-
Tek®VIP™5Jr

Sakura Finetek Germany GmbH,
Staufen

Reaktionsgefalie (1,5ml, 2ml, 15ml)

Sarstedt, Nimbrecht

REAL ™Detection System Alkaline
Phosphatase/RED

Dako GmbH, Glostrup, Danemark

RK1101 Reiskocher

Tefal S.A.S, Rumilly, Frankreich

Rotationsmikrotom SM2400
Rotationsmikrotom RM2125RT

Leica Microsystems, Wetzlar

SuperFrost Plus Objekttrager
SuperFrost UltraPlus Objekttrager

Gerhard Menzel GmbH,
Braunschweig

Tischzentrifuge (Centrifuge 5415)

Eppendorf, Hamburg

Vortex-Mixer (Genie2TM)

Scientific Industries, Bohemie
New York, USA

Warmeschrank, Incucell

MMM, Medcenter Einrichtungen GmbH,
Planegg

Wasserbad, Medax Typ WB24

Medax Nagel GmbH, Kiel

Tabelle 02: Verwendete Gerate und Verbrauchsmaterialien mit Hersteller/Herkunft.

7.1.2. Chemikalien

Chemikalien

Hersteller/ Herkunft

Bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma Aldrich, Art. A9418

Ethanol, 100 %

Merck, Art. 8187601000

Hamatoxylin Sigma-Aldrich, Art. MHS32-1L

Trizma® Base Sigma, Art. 061M5400V

Tween®20 Merck, Darmstadt, Art. 817072

Xylol Otto Fischar GmbH & Co. KG, Art. 09208831

Tabelle 03: Verwendete Chemikalien mit Hersteller/Herkunft.




7.1.3. Lésungen und Puffer
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Lésungen und Puffer

Zusammensetzung

0,1 M Citronensaure-Losung

21,01 g Citronensaure Monohydrat
1000 ml Aqua dest.

0,1 M Tri-Natriumcitrat-dihydrat-L6sung

29,41 g Tri-Natriumcitrat-dihydrat Losung
1000 ml Aqua dest.

0,5 M EDTA-L8sung; pH 8,0 ggbO?n IQ/E;[DJZ/:I »
1% BSA in PBS; pH 7,2 ;995 |3ms|:BS

1 M Tris-L6sung

12,11 g Tris (-Base)
100 ml Aqua dest.

_ 190 ml PBS
o )
3 % BSA in PBS; pH 7,2 6 g BSA
_ 190 ml PBS
0 )
5 % BSA in PBS; pH 7,2 10 g BSA

Citrat Retrieval-Puffer; pH 6,0

4,5 ml 0,1 M Citronensaure-L6sung
20,5 ml 0,1 M Tri-Natriumcitrat-dihydrat Losung
225 ml Aqua dest.

PBS Waschpuffer; pH 7,4

Thermo Fisher Scientific

Substrat-Chromogen-Lésung

750 ul AP-Puffer (10ml AP-Substrat-Puffer und 1
Tropfen Levamisol)
30 pl Chromogen 1
30 pl Chromogen 2
30 pl Chromogen 3

Tris-EDTA Retrieval-Puffer; pH 9,0

3,0 ml 1 M Tris-Lésung
600 ul 0,5 M EDTA-LOsung
296,4 ml Aqua dest.

Tabelle 04: Verwendete Losungen und Puffer mit jeweiliger Zusammensetzung.

7.1.4. Primarantikorper

Antikorper Herkunft Beschreibung Der\rﬁzrsiiijer‘gl:\%%zeit
IL-8 2€$gersr17,zEngland Monoklonal, Maus 1:72,8(5)0min
LAG-3 /:Sggsg;,?,%ngland Monoklonal, Kaninchen 18328 min
MMP3 ,;\ggzzagr;fngland Monoklonal, Maus 1211,880min
PD1 Qlt))gggné?England Monoklonal, Maus 18728 min
TIM 3 Qt?;‘?%slizngland Monoklonal, Kaninchen 1:55’2(5)0“”

Tabelle 05: Verwendete Primarantikdrper mit Herkunft und Beschreibung sowie Verdinnung und
Demaskierungszeit nach speziellem Versuchsprotokoll.
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7.1.5. Patientenkollektiv

Das in dieser Arbeit untersuchte Patientenkollektiv. wurde von &rztlichen und
wissenschaftlichen Mitarbeitern des Instituts fiir Allgemeine und Spezielle Pathologie sowie
der Klinik fur Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde, Kopf- und Hals-Chirurgie des
Universitatsklinikums des Saarlandes ausgewahlt, wobei histopathologisch diagnostiziert und
somit sichergestellt wurde, dass es sich um Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region
handelt. Das Kollektiv umfasste Tumore des Larynx, des Oropharynx, der Zunge, des
Hypopharynx, des Mundbodens, der Rachenhinterwand und der Wangen. Die Patienten
wurden im Vorfeld dariber informiert, dass ihr Gewebe nach den klinischen Untersuchungen
beziehungsweise nach den therapeutischen MaRnahmen zu Forschungszwecken genutzt
werden wird und sie haben dazu ihr schriftiches Einverstandnis gegeben. Die
Untersuchungen im Rahmen dieser Arbeit wurden dartiber hinaus von der Ethikkommission
der Arztekammer des Saarlandes genehmigt (Kennziffer 280/10).

Die in Formalin-fixierten Paraffin-eingebetteten Gewebeproben der ausgewahlten HNSCC-
Patienten beliefen sich am Ende auf eine Gesamtzahl von n = 116, wobei verschiedene
Merkmale, wie der Vitamin D-Status und der HPV-Tumorstatus aus klinisch-pathologischen
Patientendaten zusatzlich dokumentiert wurden. Alle eingeschlossenen Patienten wurden im
Zeitraum zwischen August 2006 und Februar 2021 an der HNO-Klinik des
Universitatsklinikums des Saarlandes behandelt. Das Patientenkollektiv wurde unterteilt in
zwei Gruppen, eine mit ausreichender (VitD-high) und eine mit mangelnder (VitD-low)
Vitamin D-Versorgung. Zur Abgrenzung wurde ein Vitamin-D-Serumwert von 10ng/ml
festgelegt, wobei schlussendlich 59 Patienten mit einem Vitamin-D-Spiegel < 10ng/ml, also
einer mangelnden Versorgung und 57 Patienten mit einem Vitamin-D-Spiegel = 10ng/ml,
also einer ausreichenden Versorgung in die Statistik eingeflossen sind. Zusatzlich wurde das
Patientenkollektiv noch bezlglich des Vorhandenseins des Humanen Papillomvirus
untersucht, wobei 22 Patienten einen positiven HPV-Nachweis und 94 Patienten einen
negativen HPV-Nachweis zeigten. Der HPV-Status wurde dann als positiv bewertet, wenn
das Tumorgewebe sowohl eine positive p16-Farbung in der immunhistochemischen Analyse
(Analysen durch das |Institut fur Allgemeine und Spezielle Pathologie des
Universitatsklinikums des Saarlandes) aufwies, als auch eine positive HPV-DNA-PCR aus
Tumormaterial nach der GP5/6-Primer-Methode (Analysen durch das Institut flr Virologie

des Universitatsklinikums des Saarlandes) zeigte.
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In der nachfolgenden Tabelle 06 werden die untersuchten HNSCC-Patienten mit ihrem

Vitamin D-Status, ihrem Geschlecht, ihrer Diagnose, dem Datum der Erstdiagnose, dem

TNM-Stadium (nach der 7. Version der TNM-Tumorklassifikation fur maligne Kopf-Hals-

Tumore) sowie ihrem HPV-Tumorstatus aufgeflihrt. Fir die in der Tabelle angegebene TNM-

Klassifikation wurde, sofern vorhanden, dass pathologisch definierte T- und M-Stadium

(Prafix ,p“)

angegeben.

Bei

entsprechend das klinisch definierte Stadium (Prafix ,c“) verwendet.

primar nicht chirurgisch behandelten Patienten wurde

Patienten- | Vitamin D : Datum der . HPV-
Nr. (ng/ml) € DBt Erstdiagnose NS Status

1 4,00 m Tonsillen CA Dezember 12 pT1 pN1 cMO negativ
2 4,00 m Zungengrund CA Juli 16 ¢T3 cN2c cMO0 negativ
3 4,00 m Hypopharynx CA April 16 cT2 cNO cMO negativ
4 4,00 m Hypopharynx CA Januar 15 cT4 cN2b cMO negativ
5 4,00 m Eichenhlnterwand Mai 15 ¢T3 cN1 cMO negativ
6 4,00 w Zungengrund CA Oktober 15 pT4a pN2c cMO negativ
7 4,00 m Larynx CA Mai 18 cT4b cN3b cMO negativ
8 4,00 m Larynx CA Januar 19 cT2 pNO cMO negativ
9 4,20 w Hypopharynx CA Méarz 16 ¢T3 cNO cMO negativ
10 4,50 m Larynx CA Januar 15 cT2 cNO cMO negativ
11 4,80 w Larynx CA Mai 13 pT1a cNO cMO negativ
12 4,80 m Hypopharynx CA Marz 16 pT4a pN2c cMO negativ
13 4,80 m Larynx CA April 16 cT2 pN2b cMO negativ
14 4,90 m Tonsillen CA Januar 15 cT4a cN2c cMO negativ
15 5,00 m Larynx CA Mai 14 cT2 cN1 cMO negativ
16 5,00 m Larynx CA September 18 cT3 negativ
17 5,30 m Zungengrund CA Juni 14 cT4 cN2c cMO0 negativ
18 5,30 m Zungen CA Februar 15 cT3 cN1 cM1 negativ
19 5,30 m Larynx CA Januar 17 cT2 pNO cMO negativ
20 5,40 m Mundboden CA Mai 15 pT2 pN3 cMO negativ
21 5,40 m Zungengrund CA Marz 16 pT1 pN2a cMO positiv

22 5,40 m Zungengrund CA Mai 18 cT4a cN2c cMO negativ
23 5,50 m Larynx CA Dezember 15 pT2 cN2b cMO negativ
24 5,50 m ﬁ_{?gg‘;& rr‘;‘r;/)'(-grxnx' Januar 15 oT3 pNO negativ
25 5,60 m ['gr@‘r’]f(hg;ynx'/ Marz 14 oT4a pN1cMO | negativ
26 5,60 w Tonsillen CA Januar 15 ¢T3 cN2b cMXx positiv

27 5,80 m Mundboden CA August 14 pT1 pNO cMO negativ
28 5,80 w Hypopharynx CA Mai 15 cT2 cN3 cM0 negativ
29 5,80 m 8/&0" Hypopharynx | ni 15 CT3cN2ccMO | positiv

30 5,80 m Larynx CA Oktober 15 cT1a cNO cMO negativ
31 5,90 m Larynx CA Februar 15 cT2 pN1 cMO negativ
32 5,90 m Mundboden CA Marz 16 cT2 pNO cMO negativ
33 6,10 m Zungengrund CA Februar 16 pT3 pNO cMO negativ
34 6,20 m Zungengrund CA November 14 pT2 pN1 cMO negativ
35 6,50 m Larynx CA Mai 14 pT4a pN2c cMO negativ
36 6,60 m Larynx CA Juni 15 cT4 cNO cMO negativ
37 6,60 m Larynx CA Mai 18 cT4a pN1 cMO negativ
38 6,70 m Larynx CA Juli 14 cT2 pN2b cMO negativ
39 6,80 m Larynx CA Juni 18 pT3 pN3b cMO negativ
40 7,60 m Larynx CA Januar 14 cT2 cNO cMO positiv
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41 7,80 m | Hypopharynx-/ Juni 14 cTAcN2bcMO | negativ
Larynx CA
42 7,80 m Larynx CA Oktober 15 ¢T3 pNO cMO negativ
43 7,80 w Hypopharynx CA Februar 18 cT2 cN1 cMO negativ
44 7,80 m Zungengrund CA Juli 18 cT4 cN2c cMO0 negativ
45 8,00 m Zungengrund CA November 14 pT1 pN2b pM1 negativ
46 8,00 m Zungengrund CA Dezember 14 cT3 pN2b cMO negativ
47 8,09 m Tonsillen CA Marz 13 cT2 cN2c cMO0 negativ
48 8,20 m Larynx CA Dezember 15 ¢T3 cNO cMO negativ
49 8,29 w Tonsillen CA Oktober 12 pT2 pN2b cMO negativ
50 8,40 m /%LOrfgh:n’g?l’J‘r; 4CA Marz 14 rcT2 pN1 cMO negativ
51 8,50 m Zungengrund CA Oktober 14 cT4b cN3 cM1 negativ
52 8,60 m Hypopharynx CA Februar 16 cT2 pNO cMO negativ
53 8,70 m Larynx CA September 15 cT4 cN2b cMO negativ
54 8,86 m Zungengrund CA Januar 13 cT2 pN2b cMO negativ
55 9,00 m Larynx CA Juli 14 pT2 pN2b cMO negativ
56 9,10 m Uvula CA Januar 16 pT2 pN2¢c cM0 negativ
57 9,20 m Larynx CA September 15 cT1a cNO cMO negativ
58 9,30 m Larynx CA April 14 cT2 cN2b cMO negativ
59 9,90 m Hypopharynx CA April 14 pT2 pN2b cMO negativ
60 10,80 m Tonsillen CA Februar 17 pT2 pN1 cMO negativ
61 11,20 m Tonsillen CA Mai 16 cT2 pN2b cMO positiv
62 11,60 m Larynx CA August 18 cT2 cN2b cMA1 negativ
63 11,80 m Tonsillen CA April 18 cT2 cN2c MO positiv
64 11,90 m Larynx CA April 17 pT2 pNO cMO negativ
65 12,60 m Larynx CA Marz 17 pT3 pN2b cMO negativ
66 13,20 m Tonsillen CA Februar 17 pT2 pN1 cMO positiv
67 13,20 m Zungengrund CA April 16 cT2 cN1 cMO positiv
68 14,40 m Zungengrund CA Januar 17 cT3 pN3b cMO positiv
69 15,30 m Zungen CA Juli 16 pT1 cN2b cMO negativ
70 15,50 w Larynx CA Marz 14 pT1a cNO cMO negativ
71 15,70 m Zungenrand CA November 15 cT2 pN1 cMO negativ
72 15,70 w Tonsillen CA Mai 18 pT4 cN3b cM1 negativ
73 15,80 w Zungen CA November 15 pT2 pNO cMO negativ
74 16,10 m Larynx CA Oktober 15 ¢T3 pN1 cMO negativ
75 16,50 w Tonsillen CA Februar 16 cT4 pN2c cM0 negativ
76 16,60 m Hypopharynx CA Dezember 15 cT4 cN2b cMO negativ
77 16,70 m Tonsillen CA September 16 cT4b cN2c cMO positiv
78 16,80 m Zungengrund CA August 06 ¢T3 cNO cMO negativ
79 17,50 m Tonsillen CA Mai 16 ¢T3 cN2b cMO positiv
80 18,10 m | Hypopharynx-/ Mai 14 cT4 cN2¢ cM1 negativ
Larynx CA
81 18,50 m Zungengrund CA Juni 13 rpT3 cNO cMO negativ
82 18,70 m Larynx CA Februar 14 ¢T3 cNO cMO negativ
83 18,70 w Zungenrand CA November 13 pT2 pN1 cMO negativ
84 18,80 m Zungen CA Februar 14 pT2 pN2b cMO negativ
85 19,40 m Tonsillen CA Februar 16 cT2 pN1 cMO positiv
86 19,60 m Zungengrund CA Marz 18 cT2 cN2a cMO0 positiv
87 19,70 m Zungengrund CA Mai 15 cT2 pN2b cMO positiv
88 19,80 m Tonsillen CA Mai 15 ¢T3 cN2b cM1 positiv
89 20,80 m Tonsillen CA Marz 14 cT2 cN2b cMO negativ
90 20,9 m Weichgaumen CA November 18 ¢cT1 cNO cMO negativ
91 21,10 m Tonsillen CA November 15 ¢T3 cN2b cMO negativ
92 21,50 m Tonsillen CA September 15 pT2 pN1 cMO positiv
93 21,60 w Tonsillen CA September 15 cT1 pNO cMO positiv
94 21,80 m Larynx CA Marz 15 pT4a pN2c cMO negativ
95 22,10 m Larynx CA Juli 14 pT1b cNO cMO negativ
96 22,10 w Tonsillen CA Dezember 15 cT4 pN2¢c cMO negativ
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97 22,80 w Zungen CA Oktober 15 pT1 pNO cMO negativ
98 23,40 m Tonsillen CA November 15 pT3 pN2c cMO positiv
99 24,20 m Tonsillen CA Februar 18 ypT1 pNO cMO negativ
100 24,80 m Hypopharynx CA Dezember 18 ¢T3 pN3b cMO negativ
101 25,10 m Zungengrund CA Juni 16 pT2 pN2b cMO positiv
102 25,20 m Mundboden CA Juni 15 cT1 cNO cMO negativ
103 26,30 m Weichgaumen CA Mai 14 pT3 pNO cMO negativ
104 26,40 m Stimmband CA Méarz 18 pT1 cNO cMO negativ
105 28,70 w Zungengrund CA Marz 13 cT4 cN2c cM1 negativ
106 28,7 m Tonsillen CA Juli16 pT2 pN2b MX positiv
107 29,60 m Tonsillen CA Mai 14 pT2 pN2b cMO positiv
108 29,90 w Tonsillen CA Oktober 15 cT2 cNO cMO negativ
109 31,10 m Zungen CA Juni 14 pT2 pN2b cMO negativ
110 31,10 m Larynx CA Februar 15 cT1a cNO cMO negativ
111 33,30 w Wangen CA Juli 14 pT2 pNO cMO negativ
112 36,30 m | gachenhinterwand | pil 18 pT3 cNO cMO negativ
113 38,20 w Zungen CA April 14 pT2 cNO cMO negativ
114 38,80 m Hypopharynx CA Juni 14 cT4 cNO cMO negativ
115 40,80 m Zungengrund CA November 13 pT1 pN2b cMO positiv
116 64,10 m Mundboden CA August 15 cT2 pN2c cMO negativ

Tabelle 06: Auflistung des untersuchten Patientenkollektivs mit klinisch-pathologischen Daten. Die untersuchten
HNSCC-Patienten werden aufsteigend nach ihren Vitamin D-Serumwerten in dieser Tabelle sortiert. Zudem sind
Patientendaten bezliglich des Geschlechts, der Diagnose, des Zeitpunktes der Erstdiagnose, des TNM-Stadiums
(nach der 7. Version der TNM-Tumorklassifikation fir maligne Kopf-Hals-Tumore) und des HPV-Status aufgefihrt.

7.2. Immunhistochemische Farbungen

7.2.1. Verwendete Detektionssysteme fur die Immunhistochemie

Far die immunhistochemischen Farbungen wurde als Detektionssystem der mit dem
Primarantikérper inkubierten Antigene das Dako REAL™ Detection System, Alkaline
Phosphatase/RED benutzt. Die Gewebeschnitte wurden zunachst mit dem Primarantikorper,
dann mit dem im Dako REAL™ Link System enthaltenen biotinylierten Sekundarantikérper
und zuletzt mit der ebenfalls im Dako REAL™

Phosphatase entsprechend der Angaben des Herstellers inkubiert. Die Farbreaktion wurde

enthaltenen Streptavidin Alkaline

durch das ebenfalls im Kit enthaltene RED Chromogen sichtbar gemacht. Diese Chromogen-
Substrat-Lésung sorgte flr eine kontrastreiche Rotfarbung am vom Primarantikérper

erkannten Zielantigen, was eine lichtmikroskopische Auswertung ermdglichte.

7.2.2. Vorbereitung der Gewebeproben flr die immunhistochemischen Farbungen

Die Gewebeproben wurden nach der Entnahme aus dem Primartumor des Patienten in PBS-
gepuffertem (phosphatgepufferte Salzlésung), 4%igem-Formalin fixiert und anschliel3end in

Paraffin eingebettet. Mithilfe des Tissue-Tek®VIPTM5JR wurde der Reagenz-
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Transferprozess unterstitzt, welcher in Tabelle 07 dargestellt ist. Die so generierten
Paraffinblécke wurden anschlieRend mittels des LEICA RM 2235 Rotationsmikrotoms
geschnitten, wobei zunachst drei Schnitte von je 10um angefertigt und verworfen und
anschlieend 4um-Schnitte hergestellt wurden, welche spater dann auch zur
immunhistochemischen Farbung genutzt wurden. Die 4um-Schnitte wurden kurze Zeit im
Wasserbad gelagert, bevor sie dann auf Superfrost Ultra Plus Objekttrager aufgetragen und
anschlielend fir 24h im Warmeschrank mit 37° C zur optimalen Haftung am Objekttrager

getrocknet wurden.

Reagenz Dauer [h] Temperatur [°C]
4%-iges Formalin/1xPBS 2,0 45
70%-iges Ethanol 0,5 40
70%-iges Ethanol 1,0 40
70%-iges Ethanol 1,0 40
96%-iges Ethanol 0,5 40
99%-iges Ethanol 1,0 40
99%-iges Ethanol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Xylol 1,0 40
Paraffin 0,5 60
Paraffin 0,5 60
Paraffin 1,0 60
Paraffin 1,0 60

Tabelle 07: Arbeitsschritte zur Gewebefixation. Aufgelistet sind das verwendete Reagenz, die Dauer in
Stunden und die Temperatur in °C.

7.2.3. Etablierung der Primarantikérper fur die immunhistochemische Farbung

Um die Gewebeproben des Patientenkollektivs einheitlich und reproduzierbar
immunhistochemisch zu farben, wurden im Vorfeld schrittweise Etablierungsversuche an
entsprechenden FFPE-Gewebeschnitten von Patienten auferhalb des Kollektivs dieser
Arbeit durchgefiuhrt. Das Versuchsprotokoll als Grundlage der Etablierung wurde vorab von
Herrn Dr. rer. nat. Florian Bochen (HNO-Forschungslabor, Universitdt des Saarlandes)
entwickelt und hat sich bereits in mehreren Projekten zur Etablierung von Antikbrpern in der
Immunhistochemie im Forschungslabor der HNO-Klinik bewahrt.

Im ersten Schritt der Etablierung wurden, wie bereits erwahnt, ausschliellich Praparate aus
der eigenen Gewebebank des HNO-Labors gefarbt, damit keine wertvollen Praparate des
spateren Patientenkollektivs verloren gingen. Unter den Praparaten waren Tonsillen und
Lymphknoten von Nicht-Tumor-Patienten, sodass die Farbungen an verschiedenen
Geweben und somit Immunzellpopulationen getestet und verglichen werden konnten. Dabei
kam es zu verschiedenen Problemstellungen, die es schrittweise zu beheben galt. Bei den

ersten Farbeversuchen war der Hintergrund haufig zu stark und unspezifisch gefarbt oder die
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spezifischen Signale waren zu schwach. Die erste Stellschraube des Farbeprotokolls war
jeweils die Auswahl des Retrieval-Puffers. Dabei stellte sich heraus, dass der Tris-EDTA-
Retrieval-Puffer mit einem pH-Wert von 9,0 deutlich bessere Ergebnisse bei den Antikérpern
TIM 3, IL-8, MMP3 und LAG-3 zeigte, wohingegen bei PD1 der Citrat-Retrieval-Puffer mit
einem pH-Wert von 6,0 Uberlegen war. AnschlieRend wurde die Demaskierungszeit im
Retrieval-Puffer angepasst und bei allen Antikdrpern stufenweise verkirzt, mit dem Ergebnis,
dass weniger unspezifische Farbungen bei kirzerer Demaskierung beobachtet wurden. Die
unspezifischen Reaktionen wurden auferdem zusatzlich durch die Hinzugabe von
Tween®20 in den Puffern minimiert, wobei dieses Detergens bei den Antikérpern MMP3,
PD1 und IL-8 Anwendung gefunden hatte. Im letzten Schritt der Anpassung des Protokolls
wurden die Antikérper-Verdinnungen optimiert, sodass die spezifischen Signale ausreichend
stark, jedoch nicht zu intensiv dargestellt wurden. Zunachst wurden die Verdiinnungsstufen
der Antikérper auf Empfehlung des Herstellers (abcam plc., Cambridge, UK) genutzt. Die
empfohlenen Verdunnungen waren 1:1000 bei den Antikorpern LAG-3 und TIM 3, sowie 1:50
bei den Antikérpern PD1 und MMP3. Bei dem Antikdrper gegen LAG-3 erschienen mit der
vorgeschlagenen Verdinnung von 1:1000 nicht genug spezifische Signale, sodass hier eine
schwachere Verdinnung von 1:350 im finalen Protokoll genutzt wurde. Bei allen anderen
Antikdrpern hat die empfohlene Verdinnung zu sehr intensiven Farbungen gefiihrt, sodass
hier starker verdinnt wurde. Im finalen Protokoll wurden somit Verdiinnungen von 1:750 bei
PD1, 1:1000 bei MMP3, 1:2350 bei IL-8 und 1:5600 bei TIM 3 verwendet.

Im letzten Schritt der Etablierung wurde Tumormaterial von HNSCC-Patienten, welches nicht
in die spatere Auswertung einfloss, mit dem finalen Protokoll gefarbt und letzte minimale
Anpassungen wurden vorgenommen. Durch diesen Zwischenschritt konnte eine gute
Ubertragung und Vergleichbarkeit der Farbeergebnisse vom Etablierungsmaterial aus Nicht-
Tumorpatienten auf Tumormaterial gesichert werden. Das Tumormaterial des

Patientenkollektivs konnte nach erfolgreicher Etablierung reproduzierbar gefarbt werden.

Die Etablierung der Farbeprotokolle der einzelnen Primarantikérper beinhaltete mehrere
immunhistochemische Farbungen, welche mikroskopisch begutachtet und anschlieRend
mittels einer Anpassung des Farbeprotokolls verandert wurden. Abbildung 03 zeigt eine
Bilderreihe, in der die ersten Etablierungsversuche der immunhistochemischen Farbungen
mit dem Primarantikérper MMP3 und die stufenweisen Anpassungen der Farbeprotokolle
gezeigt werden. Die vier mikroskopischen Bilder der Bilderreihe (Abb. 03) zeigen
immunhistochemisch gefarbte Tonsillen aus der Gewebebank des HNO-Labors, welche flr
die Etablierungsversuche genutzt wurden. Abbildung 04 zeigt die immunhistochemische

Farbung von Tumormaterial eines HNSCC-Patienten, welches nicht in die spatere
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Auswertung einfloss. Dies diente zur Uberpriifung, ob das final etablierte Farbeprotokoll an

HNSCC-Tumormaterial ebenso reproduzierbare Farbeergebnisse zeigen konnte.
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Abbildung 03: Bilderreihe der Etablierungsversuche des Primarantikérpers MMP3 an Tonsillen aus der
Gewebebank des HNO-Labors. Bild A: 1. Etablierungsversuch, Demaskierungszeit: 20min, Primar-
AK-Verdinnung: 1:50, keine Nutzung von Tween®20. Bild B: 2. Etablierungsversuch,
Demaskierungszeit: 18min, Primar-AK-Verdiunnung: 1:400, keine Nutzung von Tween®20. Bild C: 3.
Etablierungsversuch, Demaskierungszeit: 15min, Primar-AK-Verdinnung: 1:1000, keine Nutzung von
Tween®20. Bild D: finaler Etablierungsversuch, Demaskierungszeit: 14min, Primar-AK-Verdinnung:
1:1000, mit Nutzung von Tween®20.
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Abbildung 04: Etablierungsversuch des Primarantikérpers MMP3 an Tumormaterial eines HNSCC-
Patienten, welches nicht in die spatere Analyse einfloss, im Rahmen der Etablierung des
Farbeprotokolls. Demaskierungszeit: 14min, Primar-AK-Verdinnung: 1:1000, mit Nutzung von
Tween®20. 10x Vergrollerung.

7.2.4. Immunhistochemische Farbungen

Nachdem die Versuchsvorbereitungen einschliel3lich der Auswahl der Gewebeproben, die
Fixierung, das Schneiden und das Auftragen auf den Objekttrager abgeschlossen waren,
wurden die zu farbenden FFPE-Gewebeschnitte flir 24 Stunden in einen Warmeschrank bei
37°C getrocknet, um eine optimale Haftung auf dem Objekttrager zu gewahrleisten. Bei jeder
Farbung wurde einerseits eine als positiv bekannte Kontrollprobe mitgefarbt, damit die
Leistung der verwendeten Reagenzien sichergestellt werden konnte und andererseits wurde
auch eine Negativkontrolle mitgefarbt, um eine unspezifische Farbung auszuschlieRen.

Am Tag der Farbung wurden die FFPE-Gewebeschnitte zunachst entparaffiniert und
rehydriert, indem sie zehn Minuten in Xylol und anschliefend durch mehr-sekindiges
Schwenken in einer Xylolreihe und einer absteigenden Alkoholreihe von 100%igem und
70%igem Alkohol auf das wassrige Milieu vorbereitet wurden. Nach der Entparaffinierung

wurden die Gewebeschnitte flr kurze Zeit in einer mit destilliertem Wasser gefiillten Kivette
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gelagert und gewaschen. Dieser Schritt diente der Entfernung des Einbettungsmediums, um
eine unspezifische oder verminderte Farbung zu vermeiden. Danach erfolgte die
warmeinduzierte Epitopdemaskierung, indem die verwendete Pufferlosung (Tris-EDTA-
Retrieval-Puffer; pH 9,0 oder Citrat-Retrieval-Puffer; pH 6,0) in einer Klvette mittels einer
Mikrowelle erhitzt wurde und anschlieltend die Gewebeschnitte in einem Objekttragergestell
in den erhitzten Puffer und somit dann zusammen in das auf >95°C erhitzte Wasserbad
eines Reiskochers gestellt wurden. Die Temperatur wurde stets durch ein Thermostat
kontrolliert und die jeweilige Inkubationszeit des PrimarantikGrpers zeitlich festgehalten. Die
Inkubationszeiten variierten zwischen 14 Minuten (MMP3) und 18,30 Minuten (PD1 und
LAG-3). Nach abgelaufener Inkubationszeit im Wasserbad wurden die Gewebeschnitte bei
Raumtemperatur bis auf eine Temperatur <50°C abgekuhlt.

Es folgte ein 8-minltiger Waschvorgang in PBS-Puffer, sowie eine 30-minltige Inkubation
mit 5% BSA in PBS oder 3% BSA in PBS (je nach speziellem Farbeprotokoll des
Primarantikorpers), wodurch unspezifische Bindungsstellen blockiert wurden, sodass die
darauffolgende Bindung mit dem Primarantikérper verbessert werden konnte. AnschlieRend
wurde der Primarantikérper in jeweiliger spezieller Verdinnung aufgetragen und die
Praparate bei Raumtemperatur fir 60 Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert. In der
nachfolgenden Tabelle 08 werden zur Veranschaulichung die funf Primarantikérper mit ihren
jeweils speziell etablierten Demaskierungszeiten, Verdinnungsstufen und Retrieval-Puffern
dargestellt. Nach der Inkubation mit den Primarantikdrpern folgte das Farbeprotokoll einem

einheitlichen Schema.

Primar-AK Retrieval-Puffer Demaskierungszeit Verdinnung
IL-8 Tris-EDTA Retrieval-Puffer, pH 9,0 | 17,00min 1:2350

LAG-3 Tris-EDTA Retrieval-Puffer, pH 9,0 | 18,30min 1:350

MMP3 Tris-EDTA Retrieval-Puffer, pH 9,0 | 14,00min 1:1000

PD1 Citrat Retrieval-Puffer, pH 6,0 18,30min 1:750

TIM 3 Tris-EDTA Retrieval-Puffer, pH 9,0 | 15,45min 1:5600

Tabelle 08: Verwendete Primarantikbrper mit Retrieval-Puffer, Demaskierungszeit und Verdinnung
nach speziellem Farbeprotokoll.

Es folgten die 30-minutige Inkubation des biotinylierten Sekundarantikorpers, die 30-minltige
Inkubation mit der Streptavidin Alkaline Phosphatase und anschlieRend die 14-minltige
Farbung mittels Chromogen-Substrat, wobei vor jedem dieser drei Schritte ein 8-minutiger
Waschvorgang mittels PBS (pH 7,2) durchgefiihrt wurde. Der Dbiotinylierte
Sekundarantikorper, die Streptavidin Alkaline Phosphatase und das Chromogen, welches
eine kontrastreiche rote Farbung des erkannten Zielantigens erzeugt, stammten aus dem
Dako REAL ™ Detection System. Nach einem 5-minltigen Spulvorgang in destilliertem
Wasser wurde eine 7-minltige Gegenfarbung mittels Sigma Aldrich alkoholfreiem

Hamatoxylin durchgeflihrt, welche alle sauren zellularen Strukturen in Gewebe blau farbt und
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anschlielend erfolgte eine erneute Spllung fir zehn Minuten unter flieRendem Wasser.
Schlussendlich wurden die Praparate durch jeweils 30-sekiindiges Schwenken in der
aufsteigenden Alkoholreihe von 70%igem und 100%igem Alkohol, sowie Xylolreihe wieder in
ein lipidreiches Milieu gebracht und anschlieffiend mit Entellan luftdicht eingedeckt.

Bei den Primarantikérpern IL-8, MMP3 und PD1 wurde zusatzlich Tween®20 in den
Waschvorgangen, sowie in der 5%igen BSA-Blockierldsung und der 1%igen BSA-
Primarantikorperlésung genutzt. Bei den Primarantikérpern LAG-3 und TIM 3 wurde kein
Tween®20 verwendet, hier fand eine 3%ige BSA-Blockierlosung Anwendung.

In der folgenden Tabelle 09 wird das Versuchsprotokoll der immunhistochemischen

Farbungen tabellarisch dargestellt.

Arbeitsschritt Zeitangabe
Fixierung der Gewebeschnitte bei 37°C im | Uber Nacht, mindestens 12h vor
Warmeschrank Farbeversuch
Entparaffinieren in Xylol 10min
Xylolreihe 3x30s Schwenken
Absteigende Alkoholreihe 3x30s Schwenken
Demaskieren im Reiskocher >95°C Inkubatiqns;eitje nach Primarantikérper

unterschiedlich

Eg%p:grate in Klvette auskiihlen lassen bis Mindestens 30min
Waschen im PBS-Puffer; pH 7,2 4x2min
Blockierung mit 5%igem oder 3%igem 30min
BSA/PBS
Primarantikdrper inkubieren 60min
Waschen im PBS-Puffer; pH 7,2 4x2min
Biotinylierter Sekundarantikorper 30mi
: . min
inkubieren
Waschen im PBS-Puffer; pH 7,2 4x2min
Streptavidin-Alkalische-Phosphatase 30mi
. . min
inkubieren
Waschen im PBS-Puffer; pH 7,2 4x2min
Substrat-Chromogen-Ldsung inkubieren 14min
Spuilen mit Aqua dest. 5min
Hamatoxylin-Gegenfarbung 7min
FlieRend wassern 10min
Aufsteigende Alkoholreihe 3x30s Schwenken
Xylolreihe 3x30s Schwenken
Eindecken mit Entellan

Tabelle 09: Arbeitsschritte des Farbeprotokolls fur die immunhistochemischen Farbungen.
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7.3. Analytische Methoden

7.3.1. Semiquantitative Auswertung der immunhistochemischen Farbungen mit dem

Mikroskop

Nach den immunhistochemischen Farbungen wurden die Praparate im nachsten Schritt
mikroskopisch analysiert und das Farbeergebnis quantifiziert, um eine Grundlage fir die
statistische Auswertung zu schaffen. Fir die mikroskopische Auswertung wurde das
Durchlichtmikroskop 4316184 der Firma Carl Zeiss AG genutzt. Beurteilt wurde zum einen
die durch den jeweiligen Antikérper spezifisch dargestellte Leukozyten-Subpopulation, also
der prozentuale Anteil der positiv gefarbten Leukozyten in Relation zur Gesamtanzahl der
Leukozyten und zum anderen die Farbintensitat der positiven Leukozyten. Hierzu wurde der
international anerkannte und regelhaft in der histopathologischen Auswertung von
immunhistochemischen Farbungen genutzte immunreaktive Score (IRS) genutzt (Remmele
& Stegner, 1987), welcher urspringlich als Bewertungsskala zur Quantifizierung von
Progesteron- und Ostrogenrezeptoren in Zellkernen von Mammakarzinomen als
immunhistochemischer Hormonrezeptornachweis genutzt wurde. Der IRS setzt sich
zusammen aus der Bewertung der Farbintensitat, wobei ein Zahlenwert von null bis drei
vergeben werden kann. Die Intensitat der Farbung wird von keiner Reaktion, was den
Zahlenwert null widerspiegelt, Uber eine schwache, eine mallig starke bis hin zu einer
starken Farbereaktion eingeteilt, welcher der Zahlenwert drei zugeordnet wird. Das zweite
Bewertungsmerkmal des IRS ist der prozentuale Anteil an positiven Zellen, wobei
Zahlenwerte von null bis vier vergeben werden. Die prozentuale Einteilung reichte von 0%
Uber <10%, 10-50% und 51-80% bis zu >80%. Die Bewertung der Farbintensitat und die
prozentuale Staffelung des Anteils an positiven Zellen sind in Tabelle 10 dargestellt. Die
Bewertung beider Merkmale wurde sowohl fur den Bereich innerhalb des Tumors des
Praparats durchgefiihrt (intratumoral) als auch den peritumoralen Bereich, um maogliche
Unterschiede in Abhangigkeit von der Leukozytenlokalisation herauszuarbeiten und

darstellen zu konnen.

Zahlenwert Farbintensitat Anteil positiver Zellen
0 Keine Farbereaktion 0%
1 Schwache Farbereaktion <10%
2 MaRig starke Farbereaktion | 10-50%
3 Starke Farbereaktion 51-80%
4 / >80%

Tabelle 10: Zusammensetzung des immunreaktiven Scores (IRS).
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Nach der Beurteilung und Einteilung beider Einzelkriterien des IRS wurden die Zahlenwerte
miteinander multipliziert, so dass sich Scores zwischen null und zwodlf ergaben.
Beispielsweise bedeutet ein IRS von zwdlf, dass >80% aller Leukozyten durch den
Antikérper mit einer starken Intensitat gefarbt worden sind.

Um die gewlinschte Datenqualitdt zu erreichen, wurde bei der lichtmikroskopischen
Auswertung der immunhistochemischen Praparate das Vier-Augen-Prinzip angewendet und
somit die gefarbten Gewebeschnitte des untersuchten Patientenkollektivs von der
Verfasserin sowie zusatzlich dem Doktorvater und Betreuer dieser Arbeit, Herrn Prof. Dr.
med. Maximilian Linxweiler unabhangig voneinander mikroskopiert und anhand des oben
erklarten immunreaktiven Scores bewertet.  AnschlieBend wurde aus den beiden
immunreaktiven Scores der beiden Untersucher ein Mittelwert gebildet, welcher dann fir die
statistische Auswertung genutzt wurde. Beispielsweise wurde durch die eigene Analyse ein
IR-Score von drei fur ein Praparat vergeben und von Herrn Prof. Dr. med. Maximilian
Linxweiler ein IR-Score von fiinf, wodurch letztendlich ein Wert von vier in die spatere
Statistik eingeflossen ist. Wenn die Abweichung beider vergebener Zahlenwerte grofier als
funf war, wurde das Praparat erneut gemeinsam begutachtet, um maégliche Ursachen fir
diese Differenz finden und den Score entsprechend anpassen zu kénnen. Beide Untersucher
waren bei der Auswertung der Praparate bezlglich der klinischen Daten der jeweiligen
Patienten (z.B. Tumorlokalisation, Vitamin D-Status, Uberlebenszeit, HPV-Tumorstatus)
verblindet, um einen Rosenthal-Effekt und somit eine Verfadlschung der

Auswertungsergebnisse auszuschlief3en.

7.3.2. Statistische Analysen

Die statistischen Analysen der immunhistochemischen Farbungen wurden mithilfe der
GraphPad Prism 7.0 Software (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) durchgefihrt. Das
untersuchte Patientenkollektiv konnte anhand verschiedener Merkmale (HPV-Tumorstatus,
Vitamin D-Status) in unterschiedliche Kohorten eingeteilt werden. Die statistische Analyse
verglich mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests die IRS-Werte von zunachst zwei Kohorten
(HPV-HNSCC-Patienten und HPV*-HNSCC-Patienten), wahrend eine nachste statistische
Analyse die IRS-Werte von zwei weiteren Kohorten des Patientenkollektivs (VitD-low-
HNSCC-Patienten und VitD-high-HNSCC-Patienten) bei fehlendem Nachweis einer
Normalverteilung der verschiedenen IRS-Werte fiir alle Antikorper, verglich. Sowohl der
intratumorale als auch der peritumorale Bereich des Gewebepraparats wurden getrennt
voneinander analysiert und diese Analysen wurden jeweils fur alle fiinf der untersuchten

Primarantikérper wiederholt.
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Aulerdem wurden noch die Gesamtliberlebensraten (overall survival, OS) des
Patientenkollektivs mithilfe des Mantel-Cox-Tests (Log-Rank-Test) ausgewertet. Hierbei
wurde ein moglicher Zusammenhang zwischen der durch den entsprechenden
Primarantikérper detektierten, spezifischen Immunzellinfiltration mit dem Gesamttberleben
der Patienten untersucht. Hierzu wurden die Patienten je nach IRS-Werten in eine low-
Expressionsgruppe (IRS-Werte unterhalb des Mittelwerts aller IRS-Werte der intratumoralen
bzw. peritumoralen Analyse) und eine high-Expressionsgruppe (IRS-Werte gleich oder
groRer als der Mittelwert aller IRS-Werte der intratumoralen bzw. peritumoralen Analyse)
eingeteilt und das Gesamtiberleben der beiden Gruppen in einer Kaplan-Meier-Analyse
verglichen. Der intratumorale Bereich im Praparat wurde getrennt analysiert von dem
peritumoralen Bereich, sodass zwei separate Uberlebensanalysen durchgefiihrt wurden.

Statistisch signifikant wurden p-Werte < 0,05 gewertet bei einem vorgegebenen

Signifikanzniveau von a = 0,05.
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8. Ergebnisse

8.1.Beschreibung des Patientenkollektivs

Das in dieser Arbeit untersuchte Patientenkollektiv belief sich auf n = 116 Patienten mit
einem Plattenepithelkarzinom im Kopf Hals Bereich, welches gemeinsam mit dem Institut fur
Allgemeine und Spezielle Pathologie des Universitatsklinikums des Saarlandes
histopathologisch diagnostiziert und klassifiziert wurde. Zur Klassifizierung der Tumore
wurde die siebte Version der TNM-Klassifikation maligner Kopf-Hals-Tumore genutzt, welche
einer Stadieneinteilung der malignen Kopf-Hals-Tumore je nach Tumorgrofe,
Lymphknotenbefall und Fernmetastasen ermdglicht. Dabei zeigte sich im untersuchten
Patientenkollektiv ein weites Spektrum, von einem cT1-cNO-cMO0-Stadium bis hin zu einem
cT4b-cN3-cM1-Stadium. Dabei entspricht ein TNM-Stadium von cT1-cNO-cMO, in diesem
Fall eines glottischen Larynxkarzinoms, dass in der klinischen Bewertung (Prafix ,c) der
Tumor auf die Stimmlippe begrenzt ist und die Stimmlippen weiterhin beweglich sind, dass
es zu keinen regionaren Lymphknotenmetastasen gekommen ist und dass keine
Fernmetastasen vorliegen. Ein weit fortgeschrittenes Stadium, wie das beispielhaft genannte
cT4b-cN3-cM1 Stadium eines Tonsillenkarzinoms sagt aus, dass der Tumor die
Organgrenze Uberschritten und die pravertebrale Faszie und/oder das Mediastinum und/oder
die Arteria carotis interna infiltriert hat, dass es >6¢cm grof3e Metastasen in den regionaren

Lymphknoten gibt und dass es zu einer Fernmetastasierung gekommen ist.

Da die Patienten in dieser Arbeit Uberwiegend vor dem Jahr 2017 diagnostiziert wurden,
wurde nicht die seit 2017 geltende achte Version der TNM-Klassifikation maligner Kopf-Hals-
Tumoren verwendet, die insbesondere bezlglich der Bericksichtigung des HPV-
Tumorstatus der Patienten Anderungen im Vergleich zur siebten Version vorsieht, sondern

die siebte Version, welche im Folgenden gezeigt wird (Abbildung 05 und 06).
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Stadieneinteilung

Lymphknoteneinteilung

Karzinome der Schleimhaut aulRer

VB jedes T, N3, MO
T4b, jedes N, MO
IvC jedes T, jedes N, M1

Nasopharynx Nasopharynxkarzinome
Stadium TNM Stadium TNM
I T1, NO, MO I T1, NO, MO
I T2, NO, MO Il T1, N1, MO
1] T1, N1, MO T2, NO-1, MO
T2, N1, MO 1] T1, N2, MO
T3, NO-1, MO T2, N2, MO
IVA T1-3, N2, MO T3, N0O-2, MO
T4a, NO-2, MO IVA T4, NO-2, MO

IvVB jedes T, N3, MO
IVC jedes T, jedes N, M1

Residualtumor

RO kein Residualtumor

RX Residualtumor nicht bestimmbar

R1 mikroskopischer Residualtumor
R2 makroskopischer Residualtumor

LK-Stationen Level
¢ 1 submental la
* 2 submandibular b
« 3 kranial jugular 1l
* 4 medial jugular ]
« 5 kaudal jugular 1\
* 6 dorsal zervikal \Y
e 7 supraklavikular
« 8 pralaryngeal/ Vi
-tracheal
N-Kategorie

NO keine LK-Metastase

N1 ein ipsilat. LK <3cm

N2a ein ipsilat. LK >3cm <6cm
N2b multiple ipsilat. LK <6cm
N2c multiple bilat. LK <6cm
N3 LK >6cm

Abbildung 05: 7. Version der TNM-Klassifikation flir maligne Kopf-Hals-Tumore.
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Mundhéhle Nasopharynx
Bezirke T-Kategorie
bukkale Mukosa T auf Nasopharynx begrenzt oder mit Ausbreitung auf Oropharynx u/o
oberer Alveolarkamm Nasenhdhle
unterer Alveolarkamm T2 Parapharyngeale Ausbreitung
harter Gaumen T3 Infiltration von Knochenstrukturen der Schadelbasis u/o
Zunge Nasennebenhdhlen
Mundboden T4 T4 intrakranielle Infiltration, u/o Hirnnerven, Fossa infratemporalis,
T-Kategorie N-Kategorie
T <2cm N1 unilat. Metastase(n) Hals LK u/o bilat. Metastase(n) retropharyng. LK
T2 >2cm s4cm <6cm, kranial Supragrube
T3 >4cm N2 bilat. Metastase(n), Hals LK <6cm, kranial Supragrube
T4a Infiltration durch kortik. Knochen, in N3a LK >6cm
Zungenmuskulatur, Kieferhhle, Gesichtshaut N3b in Supragrube
T4b Infiltration in Spatium masticatorium, Proc.
pterygoideus, Schadelbasis, A. carotis
interna
Oropharynx Hypopharynx
T-Kategorie T-Kategorie
T <2cm T begrenzt auf einen Unterbezirk u/o <2cm
T2 >2cm <4cm T2 begrenzt auf zwei Unterbezirke u/o >2cm <4cm
T3 >4cm oder Ausbreitung linguale Oberflache Epiglottis T3 >4cm oder Fixation des Hemilarynx
T4a Infiltration Nachbarstrukturen (Larynx, Zungenmuskulatur, T4a Infiltration Nachbarstrukturen (Schildknorpel, Schilddriise,
harter Gaumen, Unterkiefer) Osophagus, HalsgefaRscheide)
T4b Infiltration Nachbarstrukturen (M. pterygoideus lat., T4b Infiltration pravertebrale Fasie oder A. carotis interna oder
Schéadelbasis, A. carotis interna) Strukturen Mediastinum
Larynx
Bezirke:
» Supraglottis Epiglottis, Aryepiglottische Falte, Aryknorpel, Taschenfalten
* Gilottis Stimmlippen, vordere/hintere Kommisur
* Subglottis
T-Kategorie Supraglottis T-Kategorie Glottis TT-Kategorie Subglottis
T auf Supraglottis begrenzt, normale T auf SL begrenzt ™ auf Subglottis begrenzt, normale SL-
SL-Beweglichkeit T1a eine SL Beweglichkeit
T2 uberschreitet Supraglottis, normale T1b beide SL T2 erreicht Stimmlippe, normale oder
SL-Beweglichkeit T2 erreicht Sub- oder Supraglottis, eingeschrankte SL-Beweglichkeit
T3 SL Fixation ober Uberschreitung normale oder eingeschrankte SL T3 SL Fixation, auf Larynx begrenzt, u/o
laryngealer Grenzen (Postkrikoid) Beweglichkeit Infiltration Postkrikoid, u/o
T4a Infiltration Schildknorpel u/o T3 SL Fixation, auf Larynx begrenzt, préepiglottisches Gewebe
Nachbarstrukturen (Halsweichteile, u/o Infiltration Postkrikoid, u/o T4a Infiltration Schildknorpel u/o
Schilddriise, Osophagus) praepiglottisches Gewebe Nachbarstrukturen (Halsweichteile,
T4b Infiltration Pravertebralraum, T4a Infiltration Schildknorpel u/o Schilddriise, Osophagus)
Mediastinum, A. carotis interna Nachbarstrukturen (Halsweichteile, | T4b Infiltration Pravertebralraum,
Schilddriise, Osophagus) Mediastinum, A. carotis interna
T4b Infiltration Pravertebralraum,
Mediastinum, A. carotis interna

Abbildung 06: 7. Version der TNM-Tumorklassifikation fir maligne Tumore der Kopf-Hals-Region
anhand von Beispielen, wie der Mundhohle, des Nasopharynx, des Oropharynx, des Hypopharynx
und des Larynx.
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Mithilfe der TNM-Stadien konnten die Patienten zusatzlich in UICC-Stadien (Union
Internationale Contre le Cancer) eingeteilt werden. In dieser Arbeit wurden Patienten mit
einem UICC-Stadium von Stadium | bis zum Stadium IVc untersucht. In Tabelle 12 wird
beispielhaft fir das Larynxkarzinom dargestellt, wie die UICC-Stadien anhand der TNM-

Klassifikation ermittelt werden.

Stadieneinteilung der UICC beim Larynxkarzinom

UICC-Stadien TNM
Stadium 0 CIS (Carcinoma in situ)
Stadium | T1
Stadium Il T2
Stadium Il T3 oder N1
Stadium IVa T4a oder N2
Stadium Vb T4b oder N3
Stadium IVc M1

Tabelle 11: UICC-Stadien am Beispiel des Larynxkarzinoms.

Die Primartumorlokalisation der eingeschlossenen Patienten schloss verschiedene Entitaten
ein, wobei die meisten Tumore im Larynx lokalisiert waren, gefolgt von der Zunge
(Zungengrund und Zungenrand) dem Oropharynx (davon die meisten in den Tonsillen,
auflerdem Karzinome des Gaumens, der Uvula und der Stimmbander), dem Hypopharynx,
dem Mundboden, der Rachenhinterwand sowie der Wangenschleimhaut. Darlber hinaus
zeigten sechs Patienten des Kollektivs Karzinome in mehreren Lokalisationen, welche
anatomische Grenzen Uberschritten, wie beispielsweise Tumore des Hypo- und Oropharynx.
In Abbildung 07 werden die Tumorlokalisationen des untersuchten HNSCC-

Patientenkollektivs dargestelit.
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Tumorlokalisationen der HNSCC-Patienten

E Larynx E Zunge & Oropharynx
= Hypopharynx & Mundboden & Rachenhinterwand
= Wangen = Gemischte Lokalisationen
35 32
30
25
20
15
10
5 6
; — PR

Abbildung 07: Haufigkeiten der Tumorlokalisationen im untersuchten Patientenkollektiv. Von den 116
untersuchten HNSCC-Patienten zeigten die meisten Patienten ein Karzinom des Larynx, gefolgt von
Karzinomen der Zunge und des Oropharynx.

Das untersuchte Patientenkollektiv bestand aus 97 Mannern mit einem Durchschnittsalter
von 64,46 Jahren und 19 Frauen mit einem Durchschnittsalter von 62,79 Jahren (Abbildung

08). Das Alter wurde jeweils zum Zeitpunkt der Erstdiagnose der Tumorerkrankung ermittelt.

Geschlechterverteilung

@ Frauen: 62,79 J.
@ Manner: 64,46 J.

= Manner = Frauen

Abbildung 08: Geschlechterverteilung und Durchschnittsalter im untersuchten Patientenkollektiv. Das
Patientenkollektiv setzte sich zusammen aus 97 Mannern mit einem Durchschnittsalter von 64,46
Jahren und 19 Frauen mit einem Durchschnittsalter von 62,79 Jahren. Die Altersangabe bezieht sich
auf den Zeitpunkt der Erstdiagnose des Malignoms.
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94 Patienten hatten einen HPV-Tumor, wahrend 22 Patienten des Kollektivs einen HPV*-
Tumor aufwiesen (Abbildung 09). Zusatzlich konnte das Patientenkollektiv noch unterteilt
werden in Patienten mit einem Vitamin D-Mangel (VitD-low) und einer ausreichenden
Vitamin D-Versorgung (VitD-high), wobei dieses Merkmal annahernd ausgeglichen verteilt
war, bei 59 VitD-low-Patienten und 57 VitD-high-Patienten (Abbildung 10).

HPV-Tumorstatus

= HPV negativ. = HPV positiv

Abbildung 09: Verteilung des HPV-Tumorstatus im untersuchten Patientenkollektiv. 94 HNSCC-
Patienten hatten einen negativen HPV-Tumorstatus, wahrend 22 Patienten einen positiven HPV-
Tumorstatus aufwiesen.

Vitamin D-Status

= VitD-high = VitD-low

Abbildung 10: Verteilung des Vitamin D-Status im untersuchten Patientenkollektiv. Der Vitamin D-
Serumwert als untersuchtes Merkmal in dieser Arbeit war bei dem untersuchten Patientenkollektiv
sehr ausgeglichen. Es gab 59 VitD-low-Patienten und 57 VitD-high-Patienten.
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8.2. Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von IL-8

In Abbildung 11 ist eine Bilderreihe der mit IL-8-gefarbten HNSCC-Gewebepraparate
dargestellt, die exemplarisch zeigen soll, welche Spannweite die immunhistochemischen
Farbungen aufwiesen. In einem roten Farbton erscheinen die Immunzellen, die durch den IL-
8-Primarantikorper detektiert werden, wozu vor allem Makrophagen und Monozyten zahlen.
Die Plattenepithelkarzinome sind an der von dem gesunden Epithel abweichenden
morphologischen Struktur zu erkennen, welche sich in Form von Tumorzellinseln und

Tumorzellstrangen darstellen lasst und ein Zeichen fur invasives Wachstum darstellt.

200 pm ' @ ST ) Y

IL-8; schwache peritumorale Signale; 10x VergroRerung IL-8; schwache intratumorale Signale; 10x VergroRerung
C D
b J

' 1 3‘..5.: X ~

{27 o

ST N

L : : 200 um ‘ T 200pm

IL-8; starke peritumorale Signale; 10x VergroRerung IL-8; starke intratumorale Signale; 10x VergroRerung

Abbildung 11: Exemplarische Bilderreihe der immunhistochemischen Farbungen mit dem
Primarantikérper IL-8. Auf der linken Seite der Bilderreihe (A, C) werden Immunzellinfiltrationen im
peritumoralen Bereich des Praparats dargestellt. Patient A: VitD-high und HPV*. Patient C: VitD-high
und HPV-. Auf der rechten Seite der Bilderreihe (B, D) werden Immunzellinfiltrationen im
intratumoralen Bereich des Praparats dargestellt. Patient B: VitD-low und HPV". Patient D: VitD-low
und HPV-. Die immunhistochemisch gefarbten Praparate der Patienten C und D zeigen stark gefarbte
Immunzellinfiltrationen, was mikroskopisch mit einem héheren IR-Score bewertet wurde.
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8.2.1. Abhangigkeit der IL-8-Expression auf intra- und peritumoralen Immunzellen

vom HPV-Tumorstatus

Der Mann-Whitney-U-Test wurde genutzt, um zu Uberprifen, ob sich die Werte des
immunreaktiven Scores (IRS) und somit die Immunzellinfiltration je nach Vorhandensein des
HP-Virus der HNSCC-Patienten unterscheiden. Dies wurde je nachdem, wo sich die
Immunzellinfiltration im Gewebepraparat befand, unterteilt in den Bereich um den Tumor
herum (peritumoral) und der Lokalisation im Tumor (intratumoral), resultierend in zwei

separaten statistischen Analysen.

Die p-Werte beider Analysen waren mit Werten > 0,05 statistisch nicht signifikant. Die
peritumoralen und intratumoralen Immunzellinfiltrationen zeigten keine positiven
Korrelationen zwischen einem positiven HPV-Tumorstatus und hdheren IRS-Werten, was
durch die statistisch nicht signifikanten p-Werte von p = 0,8391 (peritumoral) und p = 0,1580
(intratumoral) bestatigt wird. In der peritumoralen Analyse betrug der Median der IRS-Werte
der HPV*-Patienten (n = 21) 1,5 und der Median der IRS-Werte der HPV"-Patienten (n = 91)
ebenfalls 1,5. In der intratumoralen Analyse betrug der Median des IRS der HPV*-Patienten
(n = 21) 1,0 und der Median des IRS der HPV-Patienten (n = 91) 2,0. Die statistische
Auswertung der durch IL-8 detektierten Immunzellinfiliration in Abhangigkeit vom HPV-

Tumorstatus wird in Abbildung 12 dargestellit.

IL-8
p = 0,8391 p=0,1580
129 o0 ° o HPV negativ
ooo0
e HPV positiv
ooo
o
[ X)
o

Peritumoral Intratumoral

Abbildung 12: Statistische Auswertung der Abhangigkeit der IL-8-Expression auf peri- und
intratumoralen Immunzellen vom HPV-Tumorstatus. Auf der y-Achse wird der IR-Score mit Werten
zwischen 0-12 widergespiegelt. Die ausgeflllten schwarzen Kreise stehen fur die HPV*-HNSCC-
Patienten und die nicht ausgefillten Kreise stehen fur die HPV-HNSCC-Patienten des untersuchten
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Kollektivs. Die roten Linien des Scatter-Blots reprasentieren den Median sowie die
Standardabweichungen.

Abbildung 13 zeigt exemplarisch Ausschnitte zweier Gewebepraparate, in der die
intratumorale Immunzellinfiltration von zwei HPV-HNSCC-Patienten abgebildet wird. Trotz
des gleichen HPV-Tumorstatus (beide negativ) erscheint bei Patient A eine schwache
intratumorale Immunzellinfiltration, wahrend bei Patient B viele intratumorale Immunzellen

eine zudem starke IL-8-Expression zeigen.

200 pm : e he 8 . 200 pm

Infiltration durch IL-8-positive Immunzellen; schwache intratumorale Signale; HPV-neg. Infiltration durch IL-8-positive Immunzellen; starke intratumorale Signale; HPV-neg.

Abbildung 13: Vergleich zweier immunhistochemisch gefarbter Praparate von HPV--HNSCC-Patienten
mit intratumoraler Infiltration durch IL-8*-Immunzellen. In Bild A ist die IL-8-Expression kaum und nur
schwach sichtbar, wahrend Bild B eine starke intratumorale Immunzellinfiltration IL-8*-Immunzellen
zeigt. 10x VergroRerung.

8.2.2. Abhangigkeit der IL-8-Expression auf intra- und peritumoralen Immunzellen

vom Vitamin D-Status

Auch bei der statistischen Analyse des Vitamin D-Status wurde der Mann-Whitney-U-Test
genutzt, um zu Uberprifen, ob sich die Werte des immunreaktiven Scores (IRS) je nach
Hohe der Vitamin D-Serumwerte der HNSCC-Patienten unterscheiden. Das
Patientenkollektiv wurde dafur in zwei Gruppen, abhangig von ihren Vitamin D-Serumwerten,
eingeteilt, die zuvor bestimmt wurden. Es wurde unterschieden zwischen einer
Patientengruppe mit Vitamin D-Serumwerten < 10ng/ml (VitD-low) und einer
Patientengruppe mit Vitamin D-Serumwerten = 10ng/ml (VitD-high). Fir die intra- und

peritumoralen Immunzellen wurden separate statistische Analysen durchgefuhrt.

Es konnten mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen (VitD-high vs. VitD-low) nachgewiesen werden, weder fir die IL-8*-

peritumoralen noch fir die IL-8*-intratumoralen Immunzellen. Die p-Werte betrugen p =
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0,9452 (peritumoral) und p = 0,8164 (intratumoral). In der peritumoralen Analyse betrug der
Median der VitD-high-HNSCC-Patienten (n = 53) 1,5 und der Median der VitD-low-HNSCC-
Patienten (n = 59) ebenfalls 1,5. In der intratumoralen Analyse betrugen die Mediane beider
Gruppen 2 (VitD-high mit n = 53 und VitD-low mit n = 59). Die statistische Auswertung der
durch IL-8 detektierten Immunzellinfiltration in Abhangigkeit vom Vitamin D-Status wird in
Abbildung 14 dargestellt.

IL-8
p = 0,9452 p =0,8164

12= o . o .
o Vitamin D Mangel

ausreichende
Vitamin D Versorgung

IRS

Peritumoral Intratumoral

Abbildung 14: Statistische Auswertung der Abhangigkeit der IL-8-Expression auf peri- und
intratumoralen Immunzellen vom Vitamin D-Status. Auf der y-Achse wird der IR-Score mit Werten
zwischen 0-12 aufgetragen. Die ausgeflllten schwarzen Kreise stehen fur die VitD-high-HNSCC-
Patienten und die nicht ausgeflllten schwarzen Kreise stehen fiir die VitD-low-HNSCC-Patienten des
untersuchten Kollektivs. Die roten Linien des Scatter-Blots reprasentieren den Median sowie die
Standardabweichungen.

Die folgende Abbildung 15 zeigt Ausschnitte zweier Gewebepraparate von HNSCC-
Patienten, die der VitD-low-Gruppe zugeordnet wurden und somit einen Vitamin D-
Serumwert < 10ng/ml aufwiesen. Trotz der vergleichbaren Vitamin D-Serumspiegel zeigt das
immunhistochemisch gefarbte Gewebepraparat des einen HNSCC-Patienten (A) eine
schwache Immunzellinfiltration und das des anderen HNSCC-Patienten (B) eine starke

Infiltration durch IL-8*-Immunzellen.
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Abbildung 15: Vergleich zweier immunhistochemisch gefarbter Praparate von VitD-low-HNSCC-
Patienten mit intratumoraler Infiltration durch IL-8*-Immunzellen. In Bild A ist die IL-8-Expression kaum
und nur schwach sichtbar, wahrend Bild B eine starke IL-8-Expression der intratumoralen
Immunzellen zeigt. 10x VergroRerung.

8.2.3. Einfluss der IL-8-Expression intra- und peritumoraler Immunzellen auf das

Gesamtuberleben

Die Gesamtuberlebensraten (overall survival, OS) des Patientenkollektivs wurden mithilfe
des Mantel-Cox-Tests (Log-Rank-Test) ausgewertet, wobei ein méglicher Zusammenhang
der, durch den Primarantikérper IL-8 detektierten, spezifischen Immunzellinfiltration
(Makrophagen, Monozyten) mit dem Gesamtuberleben der Patienten untersucht wurde.
Dafir wurden die Patienten vorab in eine low-Expressionsgruppe (IRS-Werte unterhalb des
Mittelwerts aller IRS-Werte der intratumoralen bzw. peritumoralen Analyse) und eine high-
Expressionsgruppe (IRS-Werte gleich oder groRer als der Mittelwert aller IRS-Werte der
intratumoralen bzw. peritumoralen Analyse) eingeteilt und diese beiden Gruppen miteinander
verglichen. Der intratumorale Bereich im Praparat wurde getrennt analysiert von dem
peritumoralen Bereich, sodass zwei separate Uberlebensanalysen durchgefiihrt wurden. In
der intratumoralen Analyse wurden 45 HNSCC-Patienten der high-Expressionsgruppe und
71 HNSCC-Patienten in der low-Expressionsgruppe zugeordnet und in der peritumoralen
Analyse wurden 52 HNSCC-Patienten der high-Expressionsgruppe und 64 HNSCC-
Patienten der low-Expressionsgruppe zugeordnet. In den Abbildungen 16 und 17 werden die

Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier dargestellit.

In Abbildung 16 wird die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir die peritumorale Analyse
dargestellt, die zeigt, dass die Intensitat und Menge der IL-8-Expression keinen Einfluss auf
das Gesamtiberleben der HNSCC-Patienten haben. Der p-Wert des Log-Rank-Tests
(Mantel-Cox) betrug p = 0,2093 und der p-Wert des Gehan-Breslow-Wilcoxon-Tests p =
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0,0994. Bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 sind beide Tests somit statistisch nicht
signifikant und es konnte kein Unterschied zwischen der Low-Expressionsgruppe und der
High-Expressionsgruppe im Gesamtiberleben gezeigt werden. Das mediane Uberleben
beider Gruppen konnte statistisch nicht erhoben werden, da die Uberlebensraten nach der
letzten Abfrage der Studienteilnehmer und somit dem Eintreffen des Ereignisses bei > 50%
lagen (,Median undefined®). Die Hazard Ratio (Mantel-Haenszel) war bei der Low-

Expressionsgruppe 1,5, wahrend die Hazard Ratio bei der High-Expressionsgruppe 0,67

betrug.
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Abbildung 16: Statistische Analyse fir das Gesamtuberleben der Patienten in Abhangigkeit der IL-8-
Expression der peritumoralen Immunzellen anhand der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Die griine
Kurve reprasentiert die Analyse der IL-8-high-Expressionsgruppe und die blaue Kurve steht fur die IL-
8-low-Expressionsgruppe. Auf der y-Achse wird die Uberlebensrate (%) von 0-100% dargestellt,
wahrend auf der x-Achse die Uberlebten Monate von 0-72 Monaten gezeigt werden. Der p-Wert
betragt p = 0,2093 und ist bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch nicht signifikant. Die
schwarzen Punkte reprasentieren zensierte Daten.

In Abbildung 17 wird die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir die intratumorale Analyse
dargestellt und auch hier kann mit einem p-Wert von p = 0,8008 des Log-Rank-Tests
(Mantel-Cox) statistisch kein signifikanter Unterschied im Gesamtliberleben der HNSCC-
Patienten bei einer starken IL-8-Expression im Vergleich zu einer schwachen IL-8-
Expression gezeigt werden. Der p-Wert des Gehan-Breslow-Wilcoxon-Tests betrug p =
0,9413. Auch hier konnte das mediane Uberleben statistisch nicht errechnet werden. Die
Hazard Ratio (Mantel-Haenszel) lag bei der Low-Expressionsgruppe bei 0,92, wahrend die

Hazard Ratio bei der High-Expressionsgruppe 1,09 betrug.
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Abbildung 17: Statistische Analyse fir das Gesamtuberleben der Patienten in Abhangigkeit der IL-8-
Expression der intratumoralen Immunzellen anhand der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Die griine
Kurve reprasentiert die Analyse der IL-8-high-Expressionsgruppe und die blaue Kurve steht fur die IL-
8-low-Expressionsgruppe. Auf der y-Achse wird die Uberlebensrate (%) von 0-100% dargestellt,
wahrend auf der x-Achse die Uberlebten Monate von 0-72 Monaten gezeigt werden. Der p-Wert
betragt p = 0,8008 und ist bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch nicht signifikant. Die
schwarzen Punkte reprasentieren zensierte Daten.

8.3. Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von MMP3

Auch fir die Darstellung der Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von MMP3
wird zunachst eine Bilderreihe (Abbildung 18) der gefarbten Gewebepraparate dargestellt,
um die Spannweite der immunhistochemischen Farbungen zu zeigen. Immunzellen, wie T-
Zellen, Langerhans-Zellen und Makrophagen produzieren MMP3 und kdnnen durch die
immunhistochemische Farbung mit dem MMP3-Primarantikérper detektiert werden. Sie
erscheinen anschliefend in der mikroskopischen Analyse in einem Magenta-Farbton. Die
Plattenepithelkarzinome sind an der vom gesunden Epithel abweichenden morphologischen
Struktur zu erkennen, welche sich in Form von Tumorzellinseln und Tumorzellstrangen

darstellen lasst und ein Zeichen fir invasives Wachstum darstellt.
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Abbildung 18: Exemplarische Bilderreihe der immunhistochemischen Farbungen mit dem
Primarantikérper MMP3. Auf der linken Seite der Bilderreihe (A, C) werden die Immunzellinfilirationen
im peritumoralen Bereich des Praparats dargestellt. Patient A: VitD-low und HPV". Patient C: VitD-high
und HPV-. Auf der rechten Seite der Bilderreihe (B, D) werden die Immunzellinfiltrationen im
intratumoralen Bereich des Praparats dargestellt. Patient B: VitD-low und HPV-. Patient D: VitD-high
und HPV-. Die immunhistochemisch gefarbten Praparate der Patienten C und D zeigen stark gefarbte
Zellinfiltrationen, was mikroskopisch mit einem héheren IR-Score bewertet wurde.

8.3.1. Abhangigkeit der MMP3-Expression auf intra- und peritumoralen Immunzellen

vom HPV-Tumorstatus

Auch hier wurde der Mann-Whitney-U-Test genutzt, um die Abhangigkeit der MMP3-
Expression auf peritumoralen und intratumoralen Immunzellen vom HPV-Tumorstatus zu
untersuchen. Geprift wurde, ob sich die Werte des immunreaktiven Scores (IRS) fur MMP3*-
Immunzellen je nach Vorhandensein des HP-Virus der HNSCC-Patienten unterscheiden.
Auch hier wurden wieder zwei separate statistische Analysen (peritumoral und intratumoral)
durchgefihrt.

Die peritumorale Immunzellinfiltration konnte keinen Einfluss des HPV-Tumorstatus auf den

IRS-Wert zeigen, was durch den statistisch nicht signifikanten p-Wert von p = 0,8921
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bestatigt wird. In der peritumoralen Analyse betrug der Median des IRS bei den HPV*-
Patienten (n = 21) und bei den HPV"-Patienten (n = 91) 1,5.

Die intratumorale Immunzellinfiltration hingegen zeigte eine positive Korrelation zwischen
dem Vorhandensein eines HP-Virus bei HNSCC-Patienten und niedrigeren IRS-Werten. Der
p-Wert des Mann-Whitney-U-Tests betrug flir den intratumoralen Bereich p = 0,0076. In der
intratumoralen Analyse betrug der Median des IRS der HPV*-Patienten (n = 21) 1 und der
Median des IRS der HPV -Patienten (n = 91) 2. Die statistische Auswertung der durch MMP3

detektierten Immunzellinfiltration in Abhangigkeit vom HPV-Tumorstatus wird in Abbildung 19

dargestellt.
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Abbildung 19: Statistische Auswertung der Abhangigkeit der MMP3-Expression auf peri- und
intratumoralen Immunzellen vom HPV-Tumorstatus. Auf der y-Achse wird der IR-Score mit Werten
zwischen 0-12 abgebildet. Die ausgeflllten schwarzen Kreise stehen fur die HPV*-HNSCC-Patienten
und die nicht ausgeflllten Kreise stehen fur die HPV-HNSCC-Patienten des untersuchten Kollektivs.
Die roten Linien des Scatter-Blots reprasentieren den Median sowie die Standardabweichungen.

In Abbildung 20 wird durch exemplarische Ausschnitte von gefarbten Gewebepraparaten
zweier HNSCC-Patienten bildlich verdeutlicht, dass bei der intratumoralen Analyse ein
negativer HPV-Tumorstatus zu einer starkeren Infiltration durch MMP3*-Immunzellen fiihrt
(Bild A), wahrend ein positiver HPV-Tumorstatus zu einer schwacheren Infiltration durch
MMP3*-Immunzellen fihrt (Bild B).
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Abbildung 20: Vergleich zweier immunhistochemisch gefarbter Praparate von HNSCC-Patienten mit
intratumoraler Infiltration durch MMP3*-Immunzellen bei unterschiedlichem HPV-Tumorstatus. Bild A:
HPV--HNSCC-Patient mit starker intratumoraler Immunzellinfiltration. Bild B: HPV*-HNSCC-Patient mit
schwacher intratumoraler Immunzellinfiltration. 10x VergréRerung.

8.3.2. Abhangigkeit der MMP3-Expression auf intra- und peritumoralen Immunzellen

vom Vitamin D-Status

Auch bei der statistischen Analyse des Vitamin D-Status wurde der Mann-Whitney-U-Test
genutzt, um zu uberprifen, ob sich die Werte des immunreaktiven Scores (IRS) je nach
Hohe der Vitamin D-Serumwerte der HNSCC-Patienten unterscheiden. Wie bereits bei der
Ergebnisdarstellung des Primarantikorpers IL-8, wurde auch hier das Patientenkollektiv dafiir
in zwei Gruppen eingeteilt abhangig von ihren Vitamin D-Serumwerten, die zuvor bestimmt
wurden. Es wurde unterschieden zwischen einer Patientengruppe mit Vitamin D-
Serumwerten < 10ng/ml (VitD-low) und einer Patientengruppe mit Vitamin D-Serumwerten =
10ng/ml (VitD-high). Fur die intra- und peritumoralen Immunzellen wurden separate

statistische Analysen durchgefiihrt.

Es konnten mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen (VitD-high vs. VitD-low), weder fir die MMP3™" peritumoralen noch die
MMP3* intratumoralen Immunzellen nachgewiesen werden. Die p-Werte betrugen p =
0,8921 (peritumoral) und p = 0,2522 (intratumoral). In der peritumoralen Analyse betrug der
Median der VitD-high-HNSCC-Patienten (n = 53) und der Median der VitD-low-HNSCC-
Patienten (n = 59) 2,5. In der intratumoralen Analyse betrug der Median der VitD-high-
HNSCC-Patienten (n = 53) 2, wahrend der Median der VitD-low-HNSCC-Patienten (n = 59) 3
betrug. Die statistische Auswertung der MMP3*-Immunzellinfiltration in Abhangigkeit vom
Vitamin D-Status wird in Abbildung 21 dargestellt.
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Abbildung 21: Statistische Auswertung der Abhangigkeit der MMP3-Expression auf peri- und
intratumoralen Immunzellen vom Vitamin D-Status. Auf der y-Achse wird der IR-Score mit Werten
zwischen 0-12 aufgetragen. Die ausgeflllten schwarzen Kreise stehen fur die VitD-high-HNSCC-
Patienten und die nicht ausgeflllten schwarzen Kreise stehen fiir die VitD-low-HNSCC-Patienten des
untersuchten Kollektivs. Die roten Linien des Scatter-Blots reprasentieren den Median sowie die
Standardabweichungen.

Die folgende Abbildung 22 zeigt Ausschnitte zweier Gewebepraparate von HNSCC-
Patienten, die zur VitD-low-Gruppe gehéren und somit einen Vitamin-D-Serumwert <
10ng/ml aufwiesen. Trotz der vergleichbaren Vitamin D-Serumspiegel zeigt das
immunhistochemisch gefarbte Gewebepraparat des einen HNSCC-Patienten (A) eine
schwache intratumorale Immunzellinfiltration und das des anderen HNSCC-Patienten (B)

eine starke intratumorale Infiltration durch MMP3*-Immunzellen.
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Abbildung 22: Vergleich zweier immunhistochemisch gefarbter Praparate von VitD-low-HNSCC-
Patienten mit intratumoraler Infiltration durch MMP3*-Immunzellen. In Bild A ist die MMP3-Expression
kaum und nur schwach sichtbar, wahrend Bild B eine starke MMP3-Expression der intratumoralen
Immunzellen zeigt. 10x VergroRerung.
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8.3.3. Einfluss der MMP3-Expression intra- und peritumoraler Immunzellen auf das

Gesamtuberleben

Die Gesamtuberlebensraten (overall survival, OS) des Patientenkollektivs wurden mithilfe
des Mantel-Cox-Tests (Log-Rank-Test) ausgewertet, wobei ein méglicher Zusammenhang
zwischen der Infiltration mit MMP3*-Immunzellen mit dem Gesamtiberleben der Patienten
untersucht wurde. Dafur wurden die Patienten vorab einer low-Expressionsgruppe (IRS-
Werte unterhalb des Mittelwerts aller IRS-Werte der intratumoralen bzw. peritumoralen
Analyse) und einer high-Expressionsgruppe (IRS-Werte gleich oder groRer als der
Mittelwert) zugeordnet und diese beiden Gruppen verglichen. Auch hier wurde wie bei allen
Analysen zuvor, der intratumorale Bereich im Praparat getrennt analysiert vom peritumoralen
Bereich, sodass zwei separate Uberlebensanalysen durchgefiihrt wurden. In der
peritumoralen Analyse wurden 51 HNSCC-Patienten in der high-Expressionsgruppe und 65
HNSCC-Patienten in der low-Expressionsgruppe einsortiert und in der intratumoralen
Analyse wurden 45 HNSCC-Patienten in der high-Expressionsgruppe und 71 HNSCC-
Patienten in der low-Expressionsgruppe einsortiert. In den Abbildungen 23 und 24 werden

die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier dargestellt.

In Abbildung 23 wird die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir die peritumorale Analyse
dargestellt, die zeigt, dass Intensitat und Menge der MMP3-Expression keinen Einfluss auf
das Gesamtuberleben der HNSCC-Patienten haben. Der p-Wert des Log-Rank-Tests
(Mantel-Cox) betrug p = 0,5205 und der p-Wert des Gehan-Breslow-Wilcoxon-Tests p =
0,6239. Somit konnte kein Unterschied zwischen der Low-Expressionsgruppe und der High-
Expressionsgruppe im Gesamtiiberleben gezeigt werden. Das mediane Uberleben beider
Gruppen konnten statistisch nicht erhoben werden, da die Uberlebensraten nach der letzten
Abfrage der Studienteilnehmer und somit dem Eintreffen des Ereignisses bei > 50% lagen
(,Median undefined“). Die Hazard Ratio (Mantel-Haenszel) war bei der Low-
Expressionsgruppe 1,2, wahrend die Hazard Ratio bei der High-Expressionsgruppe 0,81

betrug.
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Abbildung 23: Statistische Analyse fur das Gesamtliberleben der Patienten in Abhangigkeit der
MMP3-Expression der peritumoralen Immunzellen anhand der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Die
grine Kurve reprasentiert die Analyse der MMP3-high-Expressionsgruppe und die blaue Kurve steht
fur die MMP3-low-Expressionsgruppe. Auf der y-Achse wird die Uberlebensrate (%) von 0-100%
dargestellt, wahrend auf der x-Achse die Uberlebten Monate von 0-72 Monaten gezeigt werden. Der p-
Wert betragt p = 0,5205 und ist bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch nicht signifikant.
Die schwarzen Punkte reprasentieren zensierte Daten.

In Abbildung 24 wird die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir die intratumorale Analyse
dargestellt und auch hier kann mit einem p-Wert von p = 0,7533 des Log-Rank-Tests
(Mantel-Cox) statistisch kein signifikanter Unterschied im Gesamtliberleben der HNSCC-
Patienten bei einer starken MMP3-Expression im Vergleich zu einer schwachen MMP3-
Expression gezeigt werden. Der p-Wert des Gehan-Breslow-Wilcoxon-Tests betrug p =
0,7315. Auch hier konnte das mediane Uberleben statistisch nicht errechnet werden. Die
Hazard Ratio (Mantel-Haenszel) lag bei der Low-Expressionsgruppe bei 0,9, wahrend die

Hazard Ratio bei der High-Expressionsgruppe 1,11 betrug.
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Abbildung 24: Statistische Analyse fir das Gesamtliberleben der Patienten in Abhangigkeit der
MMP3-Expression der intratumoralen Immunzellen anhand der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Die
grine Kurve reprasentiert die Analyse der MMP3-high-Expressionsgruppe und die blaue Kurve steht
fur die MMP3-low-Expressionsgruppe. Auf der y-Achse wird die Uberlebensrate (%) von 0-100%
dargestellt, wahrend auf der x-Achse die Gberlebten Monate von 0-72 Monaten gezeigt werden. Der p-
Wert betragt p = 0,7533 und ist bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch nicht signifikant.
Die schwarzen Punkte reprasentieren zensierte Daten.

8.4. Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von PD1

Auch fur die Darstellung der Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von PD1 wird
zunachst eine Bilderreihe (Abbildung 25) mit gefarbten Gewebepraparaten dargestellt, die
exemplarisch zeigen soll, welche Spannweite die immunhistochemischen Farbungen
aufwiesen. Zu den Immunzellen, die durch den PD1-Primarantikérper detektiert werden,
zahlen unter anderem T-Zellen, Pro-B-Zellen und myeloischen Zellen und sie erscheinen in
einem Magenta-Farbton. Die Plattenepithelkarzinome sind an der vom gesunden Epithel
abweichenden morphologischen Struktur zu erkennen, welche sich in Form von
Tumorzellinseln und Tumorzellstrdngen darstellen lasst und ein Zeichen flr invasives

Wachstum darstellt.




69

A B

200 ym \ - 200 pm
PD1; schwache intratumorale Signale; 10x VergréRerung PD1; schwache peritumorale Signale; 10x VergrofRerung
C

R i OO TE
e e WP S AR d S e

200 pm fo S e g - 200pm

PD1; starke intratumorale Signale; 10x VergréRerung PD1; starke peritumorale Signale; 10x Vergroerung

Abbildung 25: Exemplarische Bilderreihe der immunhistochemischen Farbungen mit dem
Primarantikbrper PD1. Auf der linken Seite der Bilderreihe (A, C) werden die Immunzellinfiltrationen im
intratumoralen Bereich des Praparats dargestellt. Patient A: VitD-high und HPV*. Patient C: VitD-low
und HPV-. Auf der rechten Seite der Bilderreihe (B, D) werden die Immunzellinfiltrationen im
peritumoralen Bereich des Praparats dargestellt. Patient B: VitD-high und HPV*. Patient D: VitD-high
und HPV*. Die immunhistochemisch gefarbten Praparate der Patienten C und D zeigen stark gefarbte
Immunzellinfiltrationen, was mikroskopisch mit einem héheren IR-Score bewertet wurde.

8.4.1. Abhangigkeit der PD1-Expression auf intra- und peritumoralen Immunzellen

vom HPV-Tumorstatus

Der Mann-Whitney-U-Test wurde genutzt, um zu Uberprifen, ob sich die Werte des
immunreaktiven Scores (IRS) und somit die Immunzellinfiliration je nach Vorhandensein des
HP-Virus der HNSCC-Patienten unterscheiden. Dies wurde je nachdem, wo sich die
Immunzellinfiltration im Gewebepraparat befand, unterteilt in den Bereich um den Tumor
(peritumoral) und der Lokalisation im Tumor (intratumoral), resultierend in zwei separaten

statistischen Analysen.

Vor allem die peritumorale Immunzellinfiltration zeigte hierbei eine deutliche positive

Korrelation zwischen einem positiven HPV-Tumorstatus und héheren IRS-Werten, was durch
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den statistisch signifikanten p-Wert von p = 0,0142 bestatigt wird. In der peritumoralen
Analyse betragt der Median des IRS der HPV*-Patienten (n = 21) 0,5, wahrend der Median
der IRS der HPV -Patienten (n = 91) O betragt.

Auch bei der intratumoralen Immunzellinfiltration konnte eine positive Korrelation zwischen
einem positiven HPV-Tumorstatus und hoheren IRS-Werten gezeigt werden. Der p-Wert des
Mann-Whitney-U-Tests betrug flir den intratumoralen Bereich p = 0,0344. In der
intratumoralen Analyse betrug der Median des IRS der HPV*-Patienten (n = 21) 0 und der
Median des IRS der HPV~-Patienten (n = 91) ebenfalls 0. Die statistische Auswertung der
durch PD1 detektierten Immunzellinfiltration in Abhangigkeit vom HPV-Tumorstatus wird in
Abbildung 26 dargestellt.
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Abbildung 26: Statistische Auswertung der Abhangigkeit der PD1-Expression auf peri- und
intratumoralen Immunzellen vom HPV-Tumorstatus. Auf der y-Achse wird der IR-Score mit Werten
zwischen 0-12 widergespiegelt. Die ausgefillten schwarzen Kreise stehen fur die HPV*-HNSCC-
Patienten und die nicht ausgeflllten Kreise stehen fir die HPV-HNSCC-Patienten des untersuchten
Kollektivs. Die roten Linien des Scatter-Blots reprasentieren den Median sowie die
Standardabweichungen.

Die Abbildung 27 zeigt exemplarisch Ausschnitte von immunhistochemisch gefarbten
Gewebepraparaten zweier HNSCC-Patienten mit unterschiedlichem HPV-Tumorstatus.
Wahrend das gefarbte Praparat des Patienten mit negativem HPV-Tumorstatus nur eine
schwache peritumorale Immunzellinfiltration durch PD1 zeigt (Bild A), imponieren beim
HPV*-HNSCC-Patienten viele Immunzellen in einem kraftigen Magenta-Ton und

reprasentieren eine starke Immunzellinfiltration durch PD1.
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Abbildung 27: Vergleich zweier immunhistochemisch gefarbter Praparate von HNSCC-Patienten mit
peritumoraler Infiltration durch PD1*-Immunzellen bei unterschiedlichem HPV-Tumorstatus. Bild A:
schwache peritumorale Infiltration durch PD1*-Immunzellen bei negativem HPV-Tumorstatus. Bild B:
starke peritumorale Infiltration durch PD1*-Immunzellen bei positivem HPV-Tumorstatus. 10x
Vergroferung.

8.4.2. Abhangigkeit der PD1-Expression auf intra- und peritumoralen Immunzellen

vom Vitamin D-Status

Auch bei der statistischen Analyse des Vitamin D-Status wurde der Mann-Whitney-U-Test
genutzt, um zu Uberprufen, ob sich die Werte des immunreaktiven Scores (IRS) und somit
die Immunzellinfiltration je nach Hohe der Vitamin D-Serumwerte der HNSCC-Patienten
unterscheiden. Das Patientenkollektiv wurde dafiir in zwei Gruppen eingeteilt, abhangig von
ihren Vitamin D-Serumwerten, die zuvor bestimmt wurden. Es wurde unterschieden
zwischen einer Patientengruppe mit Vitamin D-Serumwerten < 10ng/ml (VitD-low) und einer
Patientengruppe mit Vitamin D-Serumwerten = 10ng/ml (VitD-high). Fir die intra- und

peritumoralen Immunzellen wurden separate statistische Analysen durchgefuhrt.

Es konnten mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen (VitD-high vs. VitD-low), weder fir die PD1* intratumoralen
Immunzellen noch die PD1* peritumoralen Immunzellen nachgewiesen werden. Die p-Werte
betrugen p = 0,3900 (peritumoral) und p = 0,2644 (intratumoral). In der Gruppe der VitD-
high-HNSCC-Patienten (n = 53) betrug der Median 0 sowohl in der intratumoralen als auch in
der peritumoralen Analyse und das gleiche zeigte sich beim Median der VitD-low-HNSCC-
Patienten (n = 59; Median = 0). Die statistische Auswertung der durch PD1 detektierten

Immunzellinfiltration in Abhangigkeit vom Vitamin D-Status wird in Abbildung 28 dargestellt.
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Abbildung 28: Statistische Auswertung der Abhangigkeit der PD1-Expression auf peri- und
intratumoralen Immunzellen vom Vitamin D-Status. Auf der y-Achse wird der IR-Score mit Werten
zwischen 0-12 aufgetragen. Die ausgeflllten schwarzen Kreise stehen fir die VitD-high-HNSCC-
Patienten und die nicht ausgeflillten schwarzen Kreise stehen fir die VitD-low-HNSCC-Patienten des
untersuchten Kollektivs. Die roten Linien des Scatter-Blots reprasentieren den Median sowie die
Standardabweichungen.

Verdeutlicht wird das Ergebnis durch die mikroskopischen Bilder in Abbildung 29, in der
exemplarisch zu sehen ist, dass es trotz ahnlicher Vitamin D-Serumwerte der HNSCC-
Patienten (beide VitD-low) zu unterschiedlich starken Immunzellinfiltrationen durch den
Primarantikdrper PD1 kam. Bild A zeigt eine schwache intratumorale Infiltration durch PD1*-

Immunzellen, wahrend Bild B eine starke intratumorale Infiltration durch PD1*-Immunzellen

zeigt.
A
,‘z..uopm 1t ‘; peLeoh. 2
Infiltration durch PD1-positive Immunzellen; schwache intratumorale Signale; VitD-low. Infiltration durch PD1-positive Immunzellen; starke intratumorale Signale; VitD-low.

Abbildung 29: Vergleich zweier immunhistochemisch gefarbter Praparate von VitD-low-HNSCC-
Patienten mit intratumoraler Infiltration durch PD1*-Immunzellen. Bild A: schwache intratumorale
Infiltration durch PD1*-Immunzellen. Bild B: starke intratumorale Infiltration durch PD1*-Immunzellen.
10x VergroRRerung.
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8.4.3. Einfluss der PD1-Expression intra- und peritumoraler Immunzellen auf das

Gesamtuberleben

Die Gesamtuberlebensraten (overall survival, OS) des Patientenkollektivs wurden mithilfe
des Mantel-Cox-Tests (Log-Rank-Test) ausgewertet, wobei ein méglicher Zusammenhang
zwischen der durch den Primarantikdrper PD1 detektierten spezifischen Immunzellinfiltration
(T-Zellen, Pro-B-Zellen, myeloische Zellen) mit dem Gesamtuberleben der Patienten
untersucht wurde. Daflr wurden die Patienten vorab einer low-Expressionsgruppe (IRS-
Werte unterhalb des Mittelwerts aller IRS-Werte der intratumoralen bzw. peritumoralen
Analyse) und einer high-Expressionsgruppe (IRS-Werte gleich oder groRer als der
Mittelwert) zugeordnet und beide Gruppen verglichen. Auch hier wurde, wie bei allen
Analysen zuvor, der intratumorale Bereich im Praparat getrennt analysiert vom peritumoralen
Bereich, sodass zwei separate Uberlebensanalysen durchgefiihrt wurden. In der
intratumoralen Analyse wurden 20 HNSCC-Patienten in der high-Expressionsgruppe und 96
HNSCC-Patienten in der low-Expressionsgruppe einsortiert und in der peritumoralen Analyse
wurden 25 HNSCC-Patienten in der high-Expressionsgruppe und 91 HNSCC-Patienten in
der low-Expressionsgruppe einsortiert. In den Abbildungen 30 und 31 werden die

Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier dargestellit.

In Abbildung 30 wird die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir die peritumorale Analyse
dargestellt und hier beweist der Log-Rank-Test (Mantel-Cox) mit einem signifikanten p-Wert
von p = 0,0101, dass eine héhere PD1-Expression der peritumoralen Immunzellen zu einem
verbesserten Gesamtuberleben der HNSCC-Patienten fuhrt im Vergleich zu einer niedrigen
PD1-Expression der peritumoralen Immunzellen. Der p-Wert des Gehan-Breslow-Wilcoxon-
Tests betrug 0,0159. Das mediane Uberleben beider Gruppen konnte statistisch nicht
erhoben werden, da die Uberlebensraten nach der letzten Abfrage der Studienteilnehmer
und somit dem Eintreffen des Ereignisses bei > 50% lagen (,Median undefined®). Die Hazard
Ratio (Mantel-Haenszel) lag bei der Low-Expressionsgruppe bei 2,6, wahrend die Hazard

Ratio bei der High-Expressionsgruppe 0,39 betrug.
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Abbildung 30: Statistische Analyse flir das Gesamtiiberleben der Patienten in Abhangigkeit der PD1-
Expression der peritumoralen Immunzellen anhand der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Die griine
Kurve reprasentiert die Analyse der PD1-high-Expressionsgruppe und die blaue Kurve steht fir die
PD1-low-Expressionsgruppe. Auf der y-Achse wird die Uberlebensrate (%) von 0-100% dargestellt,
wahrend auf der x-Achse die uberlebten Monate von 0-72 Monaten gezeigt werden. Der p-Wert
betragt p = 0,0101 und ist bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch signifikant. Die
schwarzen Punkte reprasentieren zensierte Daten.

In Abbildung 31 wird die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir die intratumorale Analyse
dargestellt, die zeigt, dass eine hohe PD1-Expression der intratumoralen Immunzellen zu
einem besseren Gesamtuberleben der HNSCC-Patienten fihrt verglichen mit einer
niedrigeren PD1-Expression der intratumoralen Immunzellen. Der p-Wert des Log-Rank-
Tests (Mantel-Cox) betrug p = 0,0266 und der p-Wert des Gehan-Breslow-Wilcoxon-Tests p
= 0,0480. Auch hier konnten die Mediane statistisch nicht errechnet werden. Die Hazard
Ratio (Mantel-Haenszel) war bei der Low-Expressionsgruppe 2,5, wahrend die Hazard Ratio

bei der High-Expressionsgruppe 0,4 betrug.
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Abbildung 31: Statistische Analyse fur das Gesamtiberleben der Patienten in Abhangigkeit der PD1-
Expression der intratumoralen Immunzellen anhand der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Die griine
Kurve reprasentiert die Analyse der PD1-high-Expressionsgruppe und die blaue Kurve steht fir die
PD1-low-Expressionsgruppe. Auf der y-Achse wird die Uberlebensrate (%) von 0-100% dargestellt,
wahrend auf der x-Achse die Uberlebten Monate von 0-72 Monaten gezeigt werden. Der p-Wert
betragt p = 0,0266 und ist bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch signifikant. Die
schwarzen Punkte reprasentieren zensierte Daten.

8.5. Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von TIM 3

Um die Spannweite der immunhistochemischen Farbungen exemplarisch zu zeigen, wird
auch hier zunachst eine Bilderreihe (Abbildung 32) mit Gewebepraparaten der
immunhistochemisch mit TIM 3 gefarbten Gewebeproben von HNSCC-Patienten gezeigt.
Der Primarantikérper TIM 3 detektiert spezifische Immunzellen, wie unter anderem CD4*-T-
Helferzellen, CD8*-T-Killerzellen, TH17-Zellen, dendritische Zellen, natlirliche Killerzellen,
Monozyten und Makrophagen. Die detektierten Immunzellen erscheinen in einem Magenta-
Farbton und lassen sich von den Plattenepithelkarzinomen nicht nur durch die Farbung
unterscheiden, sondern auch  durch ihre = morphologische  Struktur. Das
Plattenepithelkarzinom zeichnet sich durch Tumorzellinseln und Tumorzellstrange aus und

dies ist gleichzeitig ein Zeichen fur invasives Wachstum.
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Abbildung 32: Exemplarische Bilderreihe der immunhistochemischen Farbungen mit dem
Primarantikbrper TIM 3. Auf der linken Seite der Bilderreihe (A, C) werden die Immunzellinfiltrationen
im peritumoralen Bereich des Praparats dargestellt. Patient A: VitD-low und HPV-. Patient C: VitD-low
und HPV-. Auf der rechten Seite der Bilderreihe (B, D) werden die Immunzellinfiltrationen im
intratumoralen Bereich des Préparats dargestellt. Patient B: VitD-high und HPV-". Patient D: VitD-low
und HPV-. Die immunhistochemisch gefarbten Praparate der Patienten C und D zeigen starke
Immunzellinfiltrationen, was mikroskopisch mit einem héheren IR-Score bewertet wurde.

8.5.1. Abhangigkeit der TIM 3-Expression auf intra- und peritumoralen Immunzellen

vom HPV-Tumorstatus

Es wurde der Mann-Whitney-U-Test genutzt, um zu Uberprifen, ob sich die Werte des
immunreaktiven Scores (IRS) und somit die TIM 3*-Immunzellinfiltration je nach
Vorhandensein des HP-Virus der HNSCC-Patienten unterscheiden. Es wurden zwei
separate statistische Analysen durchgefiihrt, je nachdem, wo sich die Immunzellinfiltration im

Gewebepraparat befand (peritumoral und intratumoral).

Sowohl die peritumorale als auch die intratumorale Immunzellinfiltration zeigte eine deutliche
positive Korrelation zwischen einem positiven HPV-Tumorstatus und héheren IRS-Werten,

was durch die statistisch signifikanten p-Werte von p = 0,0180 (peritumoral) und p = 0,0315
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(intratumoral) bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 bestatigt wurde. In der peritumoralen
Analyse betrug der Median des IRS der HPV*-Patienten (n = 21) 6, wahrend der Median des
IRS der HPV--Patienten (n = 91) 3,5 betrug. Die Differenz dieser beiden Mediane liegt bei
2,5, was die Deutlichkeit der unterschiedlichen Farbeergebnisse und die Abhangigkeit der
IRS-Werte vom HPV-Tumorstatus unterstreicht. In der intratumoralen Analyse betrug der
Median des IRS der HPV*-Patienten (n = 21) 4 und der Median des IRS der HPV-Patienten
(n =91) 2,5. Die statistische Auswertung der durch TIM 3 detektierten Immunzellinfiltration in

Abhangigkeit vom HPV-Tumorstatus wird in Abbildung 33 dargestellt.

TIM 3
p =0,0180 p=0,0315

o HPV negativ
e HPV positiv

IRS

00000

Peritumoral Intratumoral

Abbildung 33: Statistische Auswertung der Abhangigkeit der TIM 3-Expression auf peri- und
intratumoralen Immunzellen vom HPV-Tumorstatus. Auf der y-Achse wird der IR-Score mit Werten
zwischen 0-12 widergespiegelt. Die ausgefillten schwarzen Kreise stehen fir die HPV*-HNSCC-
Patienten und die nicht ausgeflllten Kreise stehen fir die HPV-HNSCC-Patienten des untersuchten
Kollektivs. Die p-Werte beider separaten Analysen liegen mit p = 0,0180 (peritumoral) und p = 0,0315
(intratumoral) unterhalb des festgelegten Signifikanzniveaus von a = 0,05. Die roten Linien des
Scatter-Blots reprasentieren den Median sowie die Standardabweichungen.

Die Abbildung 34 zeigt exemplarisch Ausschnitte von immunhistochemisch gefarbten
Gewebepraparaten zweier HNSCC-Patienten mit negativem beziehungsweise positivem
HPV-Tumorstatus. Wahrend das immunhistochemisch gefarbte Praparat des Patienten mit
negativem HPV-Tumorstatus nur eine schwache peritumorale Infiltration durch TIM 3*-
Immunzellen zeigt (Bild A), imponieren beim HPV*-HNSCC-Patienten viele Immunzellen in
einem  kraftigen Magenta-Ton und reprasentieren eine starke peritumorale

Immunzellinfiltration durch TIM 3.
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Abbildung 34: Vergleich zweier immunhistochemisch gefarbter Praparate von HNSCC-Patienten mit
peritumoraler Infiltration durch TIM 3*-Immunzellen bei unterschiedlichem HPV-Tumorstatus. Bild A:
schwache peritumorale Infiltration durch TIM 3*-Immunzellen bei negativem HPV-Tumorstatus. Bild B:
starke peritumorale Infiltration durch TIM 3*-Immunzellen bei positivem HPV-Tumorstatus. 10x
Vergrolierung.

8.5.2. Abhangigkeit der TIM 3-Expression auf intra- und peritumoralen Immunzellen

vom Vitamin D-Status

Der Mann-Whitney-U-Test wurde genutzt, um zu Uberprifen, ob sich die Werte des
immunreaktiven Scores (IRS) und somit die TIM 3*-Immunzellinfiltration je nach Hohe der
Vitamin D-Serumwerte der HNSCC-Patienten unterscheiden. Wie in den bisher
beschriebenen Ergebnisteilen wurde auch hier das Patientenkollektiv in zwei Gruppen
eingeteilt abhangig von ihren Vitamin D-Serumwerten, die zuvor bestimmt wurden. Mit
Vitamin D-Serumwerten < 10ng/ml wurden die HNSCC-Patienten in die VitD-low-Gruppe
eingeteilt und mit Vitamin D-Serumwerten = 10ng/ml wurden die HNSCC-Patienten in die
VitD-high-Gruppe eingeteilt. Fir die intra- und peritumoralen Immunzellen wurden separate

statistische Analysen durchgefuhrt.

Mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests konnten weder fir die TIM 3*-peritumoralen Immunzellen
noch fur die TIM 3*-intratumoralen Immunzellen signifikante Unterschiede zwischen den
beiden Gruppen (VitD-high vs. VitD-low) nachgewiesen werden. Die p-Werte betrugen p =
0,5057 (peritumoral) und p = 0,3192 (intratumoral). In der peritumoralen Analyse betrug der
Median sowohl in der Gruppe der VitD-high-HNSCC-Patienten (n = 53) 3,5 als auch in der
Gruppe der VitD-low-HNSCC-Patienten (n = 59; Median 3,5). In der intratumoralen Analyse
lag der Median bei den VitD-high-HNSCC-Patienten (n = 53) bei 3, wahrend der Median der
VitD-low-HNSCC-Patienten (n = 59) mit einem Wert von 2,5 leicht vermindert war. In
Abbildung 35 wird die statistische Auswertung der durch TIM 3 detektierten

Immunzellinfiltration in Abhangigkeit vom Vitamin D-Status dargestellt.
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Abbildung 35: Statistische Auswertung der Abhangigkeit der TIM 3-Expression auf peri- und
intratumoralen Immunzellen vom Vitamin D-Status. Auf der y-Achse wird der IR-Score mit Werten
zwischen 0-12 aufgetragen. Die ausgeflllten schwarzen Kreise stehen fur die VitD-high-HNSCC-
Patienten und die nicht ausgeflllten schwarzen Kreise stehen fir die VitD-low-HNSCC-Patienten des
untersuchten Kollektivs. Die roten Linien des Scatter-Blots reprasentieren den Median sowie die
Standardabweichungen.

In der Abbildung 36 wird das Ergebnis durch mikroskopische Bilder verdeutlicht. Die
Gewebeschnitte beider HNSCC-Patienten gehéren der VitD-high-Gruppe an und in Bild A
zeigen wenige Immunzellen eine zudem schwache TIM 3-Expression, wahrend in Bild B
viele Immunzellen stark angefarbt sind, was fir eine deutliche Infiltration durch TIM 3*
Immunzellen spricht. Trotz des gleichen Vitamin D-Status konnten unterschiedlich
ausgepragte Immunzellinfiltrationen mit zudem unterschiedlich starker TIM 3-Expressionen

nachgewiesen werden.
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Infiltration durch TIM 3-positive Immunzellen; schwache intratumorale Signale; VitD-high. Infiltration durch TIM 3-positive Immunzellen; starke intratumorale Signale; VitD-high.

Abbildung 36: Vergleich zweier immunhistochemisch geféarbter Préparate von VitD-high-HNSCC-
Patienten mit intratumoraler Infiltration durch TIM 3*-Immunzellen. Bild A zeigt eine schwache
intratumorale Infiltration durch TIM 3*-Immunzellen, wahrend Bild B eine starke Infiltration durch TIM
3*-lImmunzellen zeigt. 10x Vergrolerung.
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8.5.3. Einfluss der TIM 3-Expression intra- und peritumoraler Immunzellen auf das

Gesamtuberleben

Mithilfe des Mantel-Cox-Tests (Log-Rank-Test) wurden die Gesamtuberlebensraten (overall
survival, OS) des Patientenkollektivs ausgewertet, wobei ein moglicher Zusammenhang
zwischen der durch den Primarantikbrper TIM 3 detektierten spezifischen
Immunzellinfiltration (CD4*-T-Helferzellen, CD8*-T-Killerzellen, TH17-Zellen, dendritische
Zellen, natirliche Killerzellen, Monozyten, Makrophagen) mit dem Gesamtiberleben der
Patienten untersucht wurde. Analog zu den bereits zuvor beschriebenen Biomarkern wurden
auch fur diese Analyse die Patienten vorab einer low-Expressionsgruppe (IRS-Werte
unterhalb des Mittelwerts aller IRS-Werte der intratumoralen bzw. peritumoralen Analyse)
und einer high-Expressionsgruppe (IRS-Werte gleich oder gréRer als der Mittelwert)
zugeordnet und beide Gruppen verglichen. Auch hier wurden zwei separate Analysen
(peritumoral und intratumoral) durchgefiihrt und beide Bereiche im Gewebepraparat getrennt
analysiert. In der peritumoralen Analyse wurden 49 HNSCC-Patienten der high-
Expressionsgruppe und 67 HNSCC-Patienten der low-Expressionsgruppe zugeordnet, in der
intratumoralen Analyse wurden 53 HNSCC-Patienten der high-Expressionsgruppe und 63
HNSCC-Patienten der low-Expressionsgruppe zugeordnet. In den Abbildungen 37 und 38

werden die Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier dargestellt.

Die peritumorale Analyse der Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier wird in Abbildung 37
dargestellt. Ein p-Wert von p < 0,001 zeigte bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05, dass
eine hohe TIM 3-Expression der peritumoralen Immunzellen statistisch signifikant mit einem
besseren Gesamtiiberleben der HNSCC-Patienten korreliert, verglichen mit einer niedrigen
TIM 3-Expression der peritumoralen Immunzellen. Der p-Wert des Gehan-Breslow-Wilcoxon-
Tests lag ebenfalls bei p < 0,001. Das mediane Uberleben der low-Expressionsgruppe
konnte mit 27 Monaten ermittelt werden, wahrend das mediane Uberleben der high-
Expressionsgruppe statistisch nicht erhoben werden konnte, da die Uberlebensraten nach
der letzten Abfrage der Studienteilnehmer und somit dem Eintreffen des Ereignisses bei >
50% lagen (,Median undefined“). Die Hazard Ratio (Mantel-Haenszel) war bei der Low-
Expressionsgruppe 3,6, wahrend die Hazard Ratio bei der High-Expressionsgruppe 0,3

betrug.
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Abbildung 37: Statistische Analyse fur das Gesamtuberleben der Patienten in Abhangigkeit der TIM 3-
Expression der peritumoralen Immunzellen anhand der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Die griine
Kurve reprasentiert die Analyse der TIM 3-high-Expressionsgruppe und die blaue Kurve steht flr die
TIM 3-low-Expressionsgruppe. Auf der y-Achse wird die Uberlebensrate (%) von 0-100% dargestellt,
wahrend auf der x-Achse die Uberlebten Monate von 0-72 Monaten gezeigt werden. Der p-Wert
betragt p < 0,0001 und ist bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch signifikant. Das
mediane Uberleben der low-Expressionsgruppe liegt bei 27 Monaten. Das mediane Uberleben der
high-Expressionsgruppe konnte statistisch nicht erhoben werden (,Median undefined®). Die schwarzen
Punkte reprasentieren zensierte Daten.

Die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir die intratumorale Analyse wird in Abbildung 38
dargestellt und auch hier beweist der Log-Rank-Test (Mantel-Cox) mit einem signifikanten p-
Wert von p = 0,0280, dass eine héhere TIM 3-Expression der intratumoralen Immunzellen
mit einem verbesserten Gesamtiberleben der HNSCC-Patienten korreliert im Vergleich zu
einer niedrigen TIM 3-Expression der intratumoralen Immunzellen. Der p-Wert des Gehan-
Breslow-Wilcoxon-Tests betrug 0,0401. Das mediane Uberleben konnte in der
intratumoralen Analyse weder bei der low-Expressionsgruppe noch bei der high-
Expressionsgruppe statistisch ermittelt werden. Die Hazard Ratio (Mantel-Haenszel) lag bei
der low-Expressionsgruppe bei 2,0, wahrend die Hazard Ratio bei der high-

Expressionsgruppe 0,5 betrug.
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Abbildung 38: Statistische Analyse flr das Gesamtiiberleben der Patienten in Abhangigkeit der TIM 3-
Expression der intratumoralen Immunzellen anhand der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Die griine
Kurve reprasentiert die Analyse der TIM 3-high-Expressionsgruppe und die blaue Kurve steht fir die
TIM 3-low-Expressionsgruppe. Auf der y-Achse wird die Uberlebensrate (%) von 0-100% dargestellt,
wahrend auf der x-Achse die Uberlebten Monate von 0-72 Monaten gezeigt werden. Der p-Wert
betragt p = 0,0280 und ist bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch signifikant. Die
schwarzen Punkte reprasentieren zensierte Daten.

8.6. Ergebnisse der immunhistochemischen Farbung von LAG-3

Die folgende Bilderreihe (Abbildung 39) der immunhistochemisch gefarbten
Gewebepraparaten mit dem Primarantikérper LAG-3 soll auch hier die Spannweite der
Farbungen exemplarisch zeigen. In einem Magenta-Farbton erscheinen die Immunzellen, die
durch den LAG-3-Primarantikorper detektiert werden, wozu unter anderem T-Zellen,
naturliche Killerzellen, B-Zellen und dendritische Zellen zahlen. Die Plattenepithelkarzinome
sind an der vom gesunden Epithel abweichenden morphologischen Struktur zu erkennen,
welche sich in Form von Tumorzellinseln und Tumorzellstrangen darstellen lasst und ein
Zeichen fur invasives Wachstum darstellt.
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Abbildung 39: Exemplarische Bilderreihe der immunhistochemischen Farbungen mit dem
Primarantikorper LAG-3. Auf der linken Seite der Bilderreihe (A, C) werden die Immunzellinfiltrationen
im peritumoralen Bereich des Praparats dargestellt. Patient A: VitD-low und HPV-. Patient C: VitD-low
und HPV-. Auf der rechten Seite der Bilderreihe (B, D) werden die Immunzellinfiltrationen im
intratumoralen Bereich des Praparats dargestellt. Patient B: VitD-low und HPV-. Patient D: VitD-low
und HPV-. Die immunhistochemisch gefarbten Praparate der Patienten C und D zeigen stark gefarbte
Immunzellinfiltrationen, was mikroskopisch mit héheren IR-Scores bewertet wurde.

8.6.1. Abhangigkeit der LAG-3-Expression auf intra- und peritumoralen Immunzellen

vom HPV-Tumorstatus

Auch hier wurde der Mann-Whitney-U-Test genutzt, um zu Uberprifen, ob sich die Werte des
immunreaktiven Scores (IRS) und somit die Immunzellinfiltration je nach Vorhandensein des
HP-Virus der HNSCC-Patienten unterscheiden. Dies wurde je nachdem, wo sich die
Immunzellinfiltration im Gewebepraparat befand, unterteilt in den Bereich um den Tumor
(peritumoral) und der Lokalisation im Tumor (intratumoral), resultierend in zwei separaten

statistischen Analysen.

Die peritumoralen und intratumoralen Immunzellinfiltrationen zeigten keine positiven

Korrelationen zwischen einem positiven HPV-Tumorstatus und hdéheren IRS-Werten, was
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durch die statistisch nicht signifikanten p-Werte von p = 0,2128 (peritumoral) und p = 0,1239
(intratumoral) bestatigt wird. Es gab 21 HPV*-HNSCC-Patienten (n = 21) und 91 HPV-
HNSCC-Patienten (n = 91). Sowohl in der peritumoralen als auch in der intratumoralen
Analyse betrug der Median der HPV*-HNSCC-Patienten 2, wahrend in beiden Analysen
(peritumoral und intratumoral) der Median der HPV-HNSCC-Patienten 1 betrug. Die
statistische Auswertung der durch LAG-3 detektierten Immunzellinfiltration in Abhangigkeit

vom HPV-Tumorstatus wird in Abbildung 40 dargestellt.

LAG-3

p =0,2128 p = 0,1239

12 o HPV negativ

o
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Abbildung 40: Statistische Auswertung der Abhangigkeit der LAG-3-Expression auf peri- und
intratumoralen Immunzellen vom HPV-Tumorstatus. Auf der y-Achse wird der IR-Score mit Werten
zwischen 0-12 widergespiegelt. Die ausgefillten schwarzen Kreise stehen fir die HPV*-HNSCC-
Patienten und die nicht ausgefillten Kreise stehen fir die HPV-HNSCC-Patienten des untersuchten
Kollektivs. Die roten Linien des Scatter-Blots reprasentieren den Median sowie die
Standardabweichungen.

Die Abbildung 41 zeigt exemplarisch Ausschnitte zweier Gewebepraparate, in der die
intratumorale Immunzellinfiltration zweier HPV-HNSCC-Patienten abgebildet wird. Trotz des
gleichen HPV-Tumorstatus (beide HPV") zeigt sich bei Patient A eine schwache
intratumorale Infiltration durch LAG-3*-Immunzellen, wahrend bei Patient B viele

intratumorale Immunzellen eine zudem starke LAG-3-Expression zeigen.



85

200 pm 200 ym

Infiltration durch LAG-3-positive Immunzellen; schwache intratumorale Signale; HPV-neg. Infiltration durch LAG-3-positive Immunzellen; starke intratumorale Signale; HPV-neg.

Abbildung 41: Vergleich zweier immunhistochemisch gefarbter Praparate von HPV--HNSCC-Patienten
mit intratumoraler Infiltration durch LAG-3*"-Immunzellen. In Bild A ist die LAG-3-Expression kaum und
nur schwach sichtbar, wahrend Bild B eine starke Infiltration durch LAG-3*-Immunzellen zeigt. 10x
Vergrofierung.

8.6.2. Abhangigkeit der LAG-3-Expression auf intra- und peritumoralen Immunzellen

vom Vitamin D-Status

Auch bei der statistischen Analyse des Vitamin D-Status wurde der Mann-Whitney-U-Test
genutzt, um zu uberprifen, ob sich die Werte des immunreaktiven Scores (IRS) und somit
die LAG-3-Expression der Immunzellinfiltration je nach Hohe der Vitamin D-Serumwerte der
HNSCC-Patienten unterscheiden. Das Patientenkollektiv wurde dafir in zwei Gruppen
eingeteilt abhangig von ihren Vitamin D-Serumwerten, die zuvor bestimmt wurden. Es wurde
unterschieden zwischen einer Patientengruppe mit Vitamin D-Serumwerten < 10ng/ml (VitD-
low) und einer Patientengruppe mit Vitamin D-Serumwerten = 10ng/ml (VitD-high). Fur die

intra- und peritumoralen Immunzellen wurden separate statistische Analysen durchgeflihrt.

Es konnten mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests keine signifikanten Unterschiede zwischen
den beiden Gruppen (VitD-high vs. VitD-low), weder fiur die LAG-3*-peritumoralen
Immunzellen noch die LAG-3*-intratumoralen Immunzellen nachgewiesen werden. Die p-
Werte betrugen p = 0,8382 (peritumoral) und p = 0,7426 (intratumoral). In der peritumoralen
Analyse betrug der Median der VitD-high-HNSCC-Patienten (n = 53) 1 und der Median der
VitD-low-HNSCC-Patienten (n = 59) 1,5. In der intratumoralen Analyse betrugen die Mediane
beider Gruppen (VitD-high mit n = 53 und VitD-low mit n = 59) 1. Die statistische Auswertung
der durch LAG-3 detektierten Immunzellinfiltration in Abhangigkeit vom Vitamin D-Status wird
in Abbildung 42 dargestellt.
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Abbildung 42: Statistische Auswertung der Abhangigkeit der LAG-3-Expression auf peri- und
intratumoralen Immunzellen vom Vitamin D-Status. Auf der y-Achse wird der IR-Score mit Werten
zwischen 0-12 aufgetragen. Die ausgeflllten schwarzen Kreise stehen fur die VitD-high-HNSCC-
Patienten und die nicht ausgeflllten schwarzen Kreise stehen fiir die VitD-low-HNSCC-Patienten des
untersuchten Kollektivs. Die roten Linien des Scatter-Blots reprasentieren den Median sowie die
Standardabweichungen.

Die folgende Abbildung 43 zeigt Ausschnitte von immunhistochemisch gefarbten
Gewebepraparaten zweier HNSCC-Patienten, die zu der VitD-high-Gruppe gehéren und
somit einen Vitamin D-Serumwert = 10ng/ml aufwiesen. Trotz gleicher Vitamin D-
Serumwerte zeigen die Immunzellen bei Patient A eine schwache LAG-3-Expression und bei

Patient B eine starke LAG-3-Expression.

200 ym » . 200 ym
Infiltration durch LAG-3-positive Immunzellen; schwache peritumorale Signale; VitD-high. Infiltration durch LAG-3-positive Immunzellen; starke peritumorale Signale; VitD-high.

Abbildung 43: Vergleich zweier immunhistochemisch gefarbter Praparate von VitD-high-HNSCC-
Patienten mit peritumoraler Infiltration durch LAG-3*-Immunzellen. In Bild A ist die LAG-3-Expression
kaum und nur schwach sichtbar, wahrend Bild B eine starke peritumorale Infiltration durch LAG-3*-
Immunzellen zeigt. 10x VergroRerung.
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8.6.3. Einfluss der LAG-3-Expression intra- und peritumoraler Immunzellen auf das

Gesamtuberleben

Die Gesamtuberlebensraten (overall survival, OS) des Patientenkollektivs wurden mithilfe
des Mantel-Cox-Tests (Log-Rank-Test) ausgewertet, wobei ein méglicher Zusammenhang
zwischen der durch den Primarantikbrper LAG-3 detektierten spezifischen
Immunzellinfiltration (T-Zellen, naturliche Killerzellen, B-Zellen und dendritische Zellen) mit
dem Gesamtiberleben der Patienten untersucht wurde. Auch hier wurden die Patienten
vorab einer low-Expressionsgruppe (IRS-Werte unterhalb des Mittelwerts aller IRS-Werte der
intratumoralen bzw. peritumoralen Analyse) und einer high-Expressionsgruppe (IRS-Werte
gleich oder gréfer als der Mittelwert aller IRS-Werte der intratumoralen bzw. peritumoralen
Analyse) zugeordnet und beide Gruppen verglichen. Zwei separate Uberlebensanalysen
wurden durchgefihrt fir den intratumoralen und den peritumoralen Bereich der
immunhistochemisch  gefarbten Gewebepraparate der HNSCC-Patienten. In der
peritumoralen Analyse wurden 48 HNSCC-Patienten der high-Expressionsgruppe und 68
HNSCC-Patienten der low-Expressionsgruppe zugeordnet, in der intratumoralen Analyse
wurden 47 HNSCC-Patienten der high-Expressionsgruppe und 69 HNSCC-Patienten der
low-Expressionsgruppe zugeordnet. In den Abbildungen 44 wund 45 werden die

Uberlebenskurven nach Kaplan-Meier dargestellt.

In Abbildung 44 wird die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir die peritumorale Analyse
dargestellt, die zeigt, dass eine hohere LAG-3-Expression eine positive Korrelation zu einem
verbesserten Gesamtliberleben der HNSCC-Patienten hat im Vergleich zu einer niedrigen
LAG-3-Expression. Der p-Wert des Log-Rank-Tests (Mantel-Cox) betrug p = 0,0142 und der
p-Wert des Gehan-Breslow-Wilcoxon-Tests p = 0,0221. Das mediane Uberleben beider
Gruppen konnte statistisch nicht erhoben werden, da die Uberlebensraten nach der letzten
Abfrage der Studienteilnehmer und somit dem Eintreffen des Ereignisses bei > 50% lagen
(,Median undefined). Die Hazard Ratio (Mantel-Haenszel) war bei der Low-
Expressionsgruppe 2,2, wahrend die Hazard Ratio bei der High-Expressionsgruppe 0,5

betrug.
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Abbildung 44: Statistische Analyse fir das Gesamtuberleben der Patienten in Abhangigkeit der LAG-
3-Expression der peritumoralen Immunzellen anhand der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Die griine
Kurve reprasentiert die Analyse der LAG-3-high-Expressionsgruppe und die blaue Kurve steht fir die
LAG-3-low-Expressionsgruppe. Auf der y-Achse wird die Uberlebensrate (%) von 0-100% dargestellt,
wahrend auf der x-Achse die Uberlebten Monate von 0-72 Monaten gezeigt werden. Der p-Wert
betragt p = 0,0142 und ist bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch signifikant. Die
schwarzen Punkte reprasentieren zensierte Daten.

In Abbildung 45 wird die Uberlebenskurve nach Kaplan-Meier fiir die intratumorale Analyse
dargestellt. Hier konnte mit einem p-Wert von p = 0,3364 des Log-Rank-Tests (Mantel-Cox)
statistisch kein signifikanter Unterschied im Gesamtiberleben der HNSCC-Patienten bei
einer starken LAG-3-Expression im Vergleich zu einer schwachen LAG-3-Expression gezeigt
werden. Der p-Wert des Gehan-Breslow-Wilcoxon-Tests betrug p = 0,4108. Auch hier konnte
das mediane Uberleben statistisch nicht errechnet werden. Die Hazard Ratio (Mantel-
Haenszel) lag bei der Low-Expressionsgruppe bei 1,4, wahrend die Hazard Ratio bei der

High-Expressionsgruppe 0,7 betrug.
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Abbildung 45: Statistische Analyse fur das Gesamtuberleben der Patienten in Abhangigkeit der LAG-
3-Expression der intratumoralen Immunzellen anhand der Kaplan-Meier-Uberlebenskurve. Die griine
Kurve reprasentiert die Analyse der LAG-3-high-Expressionsgruppe und die blaue Kurve steht fir die
LAG-3-low-Expressionsgruppe. Auf der y-Achse wird die Uberlebensrate (%) von 0-100% dargestellt,
wahrend auf der x-Achse die Uberlebten Monate von 0-72 Monaten gezeigt werden. Der p-Wert
betragt p = 0,3364 und ist bei einem Signifikanzniveau von a = 0,05 statistisch nicht signifikant. Die
schwarzen Punkte reprasentieren zensierte Daten.
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9. Diskussion

Die Relevanz weiterer Krebsforschung und die Entwicklung neuer Therapiekonzepte wird
durch das haufige Auftreten mit noch steigendem Trend bdsartiger Karzinome weltweit
unterstrichen. Nach Erkrankungen des Herz-Kreislauf-Systems sind maligne Tumore die
zweithaufigste Todesursache im Jahr 2020. Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region
(Head and neck squamous cell carcinomas, HNSCCs) flhrten im Jahr 2018 global zu
450.000 Todesfallen und stellen die sechsthaufigste Krebserkrankung weltweit dar. Bis 2030
wird mit einem weiteren Zuwachs von HNSCCs um bis zu 30% weltweit gerechnet, was
Uberdies die Relevanz weiterer Forschung in der HNO-Onkologie unterstreicht (Bray et al.,
2018; Ferlay et al.,, 2019; Sung et al., 2021). Neue therapeutische Erkenntnisse sind
zwingend erforderlich, da die Uberlebenschancen von HNSCC-Patienten trotz maximalem
Therapieaufwand noch immer schlecht sind. Die 5-Jahres-Uberlebensrate fiir Karzinome der
Mundhoéhle und des Rachens liegt bei betroffenen Frauen bei 62%, wahrend sie bei
betroffenen Mannern sogar nur bei 52% liegt. Das Larynxkarzinom, welches vor allem bei
Mannern auftritt, hat eine 5-Jahres-Uberlebensrate von 64% beziehungsweise 63% bei
Frauen (RKI, 2021). Sobald es zu einer lymphogenen Metastasierung mit einer Invasion Gber
die Lymphknotenkapsel hinauskommt, verringert sich die Uberlebensrate noch weiter (Myers
et al., 2001).

9.1. Tumormikroumgebung und Bedeutung der Stroma Seneszenz und

T-Zellerschopfung

Die Tumormikroumgebung von HNSCCs ist ein hochkomplexes System, bestehend aus
zellularen Bestandteilen, wie tumorassoziierten Fibroblasten, Endothelzellen, Adipozyten,
neuroendokrinen Zellen, T-Zellen, B-Zellen, naturlichen Killerzellen, dendritischen Zellen,
Makrophagen und myeloiden Suppressorzellen sowie Zellen der Blut- und Lymphgefalie
(Chaudhary et al., 2019; Curry et al., 2014; Peltanova et al., 2019). Zu den nicht-zellularen
Bestandteilen der Tumormikroumgebung z&hlen wunter anderem Proteine der
Extrazellularmatrix, wie Kollagen, Fibronektin, Elastin, Laminin und Tenascin. In jlingsten
Studien konnte gezeigt werden, dass Stromazellen die Proliferation, Invasion,
Metastasierung und das Uberleben von Tumorzellen positiv beeinflussen, indem sie
Nahrstoffe, Hormone, Zytokine und Wachstumsfaktoren fur die Tumorzellen bereitstellen
(Cheng et al., 2013; Dobrenis et al., 2015; Hu et al., 2015; Oft et al., 1998). Zudem gelingt es

den Tumorzellen der Erkennung durch das kérpereigene Immunsystem zu entgehen, da
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Stromazellen tumorassoziierte Fibroblasten, sowie tumorférdernde Immunzellen und
Entziindungszellen rekrutieren kénnen (Egeblad et al., 2010; Quezada et al., 2011). Die
Mikroumgebung nimmt daher einen erheblichen Einfluss auf die Tumorzellbiologie und den
klinischen Verlauf von HNSCCs, da sie die Entwicklung eines aggressiven biologischen
Verhaltens und die Therapieresistenz fordert und somit die Prognose betroffener Patienten
negativ beeinflusst (Bhat et al.,, 2021; Denton et al.,, 2018; Soysal et al., 2015).
Zusammenfassend wird daher angenommen, dass das Tumormikromilieu eine vorteilhafte
Umgebung fir den Tumor bezlglich seines Wachstums, seiner Metastasierung und seiner
Resistenzentwicklung darstellt (Giancotti, 2014). Jingste Studien konnten zeigen, dass eine
bessere Therapiewirksamkeit erzielt werden kann, wenn sowohl Krebszellen als auch
Komponenten der Tumormikroumgebung als therapeutische Zielstrukturen wahrgenommen
werden (Arneth, 2019). In diesem Zusammenhang beschéftigte sich die vorliegende Arbeit
mit funf verschiedenen Schlisselmolekilen der Stroma Seneszenz (IL-8 und MMP3) und der
T-Zellerschépfung (PD1, TIM 3 und LAG-3), um die Tumormikroumgebung von HNSCCs zu
charakterisieren und deren Zusammenhange mit der Tumorzellbiologie und dem klinischen

Verlauf von HNSCC-Tumoren herauszuarbeiten.

Die Seneszenz als ein Zustand des permanenten Zellzyklus-Stillstands ist ein
unvermeidbarer Prozess vieler Lebewesen und kennzeichnet sich durch eine abnehmende
Funktion vieler Zellen und Gewebe (Deng et al., 2022). Die Stroma Seneszenz tritt einerseits
physiologisch, wahrend der Wundheilung oder der Embryogenese auf (Demaria et al., 2014;
Mufoz-Espin et al., 2013; Storer et al., 2013), sie beschleunigt andererseits die Alterung des
Organismus und hat einen wichtigen Stellenwert in pathologischen Vorgangen wie der
Krebsentstehung (Demaria et al., 2017; Hernandez-Segura et al., 2018). Der beschleunigte
Alterungsprozess kann zu einer abnormalen Zellproliferation fuhren, welche eine
genomische Instabilitat begunstigt und vorteilhaft ist fir die abnormalen Zellen bezilglich
ihrer Proliferation, Migration und dem Entkommen vor dem Immunsystem (Campisi, 2013;
Pérez-Mancera et al., 2014). Dies sind Merkmale eines malignen Tumorgeschehens, welche
die tumorférdernden Effekte durch die Seneszenz unterstreichen, jedoch sind auch
tumorhemmende Wirkungen bekannt, da durch den Wachstumsstillstand in prakanzerésen
Zellen die Tumorentstehung ebenso verhindert werden kann (Ruhland et al., 2016; Yuan et
al., 2018). Die gegenteiligen Rollen der Seneszenz in der Tumorentstehung und
Tumorentwicklung, vor allem bei HNSCCs sind sehr komplex und noch nicht ausreichend
erforscht. In verschiedenen Studien konnte eine therapieinduzierte Seneszenz durch
Strahlen- und Chemotherapie bereits beobachtet werden, welche sich positiv auf den
Behandlungsverlauf von Tumorpatienten ausgewirkt hat und somit als therapeutisches Ziel
fungieren kann (Ewald et al., 2010; Hari et al., 2019; Zhao et al., 2020). Seneszente Zellen
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zeigen verschiedene Merkmale, darunter die Ausschittung von verschiedenen Zytokinen,
Enzymen und Wachstumsfaktoren, die dem seneszenzbedingten sekretorischen Phanotyp
(SASP) (Birch & Gil, 2020) entsprechen. Zum einen werden immunsuppressive Zytokine
ausgeschiuttet, welche das Tumorgeschehen férdern kénnen und zum anderen kommt es
durch verschiedene Zytokine und Enzyme zu immunstimulierenden Effekten, die durch die
Rekrutierung von Lymphozyten und Metalloproteinasen der Karzinogenese entgegenwirken
(Gliuck et al., 2017; Hoare et al., 2016; Ruhland et al., 2016). Jliingste Studien mit transgenen
Mausen, in denen die Wechselwirkungen von p16-exprimierenden seneszenten Zellen und
dem Alterungsprozess sowie altersbedingten Krankheiten untersucht wurden, zeigten, dass
durch die Eliminierung der seneszenten Zellen Metastasen und Rezidive verringert wurden
(Demaria et al., 2017). Es gibt also verschiedene Strategien sich die zellulare Seneszenz
zunutze zu machen, um einen Tumor zu bekampfen. Die Senotherapie umfasst das Ziel,
seneszente Zellen selektiv durch pharmakologische Ansatze zu eliminieren, jedoch darf nicht
vergessen werden, dass seneszente Zellen auch nitzliche Effekte haben kénnen. Zuklnftige
Behandlungsstrategien sollten daher das vorrangige Ziel verfolgen, eine Balance zwischen
der gewlnschten hemmenden Ausschittung von immunsupprimierenden Zytokinen durch
SASP, welche der Gewebehomobostase schadigen wund der Foérderung des

Tumorsuppressionsmechanismus in seneszenten Zellen, zu finden (Prieto & Baker, 2019).

Neben der Stroma Seneszenz spielt die T-Zellerschdpfung ebenfalls eine wesentliche Rolle
in der Beeinflussung der Tumormikroumgebung und somit des Tumorgeschehens. Durch
eine anhaltende Antigenstimulation im Rahmen von chronischen Virus- oder
Tumorerkrankungen kénnen T-Zellen in einen Erschopfungszustand Ubergehen und dann
eine nur noch eingeschrankte Funktionalitat zeigen. Verschiedene Prozesse flhren dazu,
dass es durch den Erschopfungszustand der T-Zellen zu einer verminderten Eliminierung
von Tumorzellen und einer gesteigerten Tumorprogression kommt (Jiang et al., 2015). In der
Tumormikroumgebung exprimieren erschopfte T-Zellen zum Beispiel deutlich mehr
hemmende Rezeptoren beziehungsweise charakteristische Immuncheckpoint Moleklle, sie
verringern die Produktion von Effektorzytokinen und sie zeigen eine verminderte Anti-Tumor-
Aktivitat (Kaltenmeier et al., 2021). Zu den hemmenden Rezeptoren (Immuncheckpoint-
Molekile), die von den erschopften T-Zellen in der Tumormikroumgebung verstarkt
exprimiert werden, gehdren unter anderem PD1, LAG-3 und TIM 3 (Barber et al., 2006;
Blackburn et al., 2009; Crawford & Wherry, 2009; Fourcade et al., 2012; Jin et al., 2010) und
zu den tumorhemmenden Effektorzytokinen, die vermindert produziert werden, zahlen
Interleukin-2, Tumornekrosefaktor-a, Interferon-y und Granzym B. Aulerdem kommt noch
hinzu, dass erschopfte T-Zellen nicht mehr in der Lage sind, Gedachtniszellen zu bilden, um

bei einer erneuten Expression der gleichen oder ahnlicher Antigene eine sofortige starke
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Immunantwort zu generieren. Schlussendlich werden erschopfte T-Zellen in der
Tumormikroumgebung eliminiert (Jiang et al., 2015). Das Ziel von Studien der letzten Jahre
bestand darin, einen Weg zu finden, die erschépften T-Zellen wieder in einen aktiveren und
funktionsfahigeren Zustand zu bringen, um eine effektive Immunantwort im Kampf gegen
Krebszellen gewahrleisten zu kdnnen. Immuncheckpoint-Inhibitoren kommt in diesem
Zusammenhang eine Schlisselrolle zu, wovon bereits zwei PD1-Antikérper von der Food
and Drug Administration (FDA) und der Europaischen Arzneimittelagentur (EMA) als second-
line Therapie bei Patienten mit rezidivierten oder fernmetastasieten HNSCCs (R/M-
HNSCCs) bei einem Progress wahrend oder innerhalb von 6 Monaten nach einer Platin-
basierten Therapie zugelassen sind (Botticelli, Cirillo, et al., 2021; Cohen et al., 2019; Ferris
et al., 2016; Ferris et al., 2019; Gillison et al., 2022; Gillison et al., 2018). Der Einsatz von
Pembrolizumab in dieser Indikation ist dabei an eine hohe Expression von PD-L1 in den
Tumorzellen gebunden (TPS>50%; tumor proportion score). Zusatzlich ist Pembrolizumab in
der Erstlinientherapie bei R/IM-HNSCC-Patienten als Monotherapie oder in Kombination mit
einer Chemotherapie bei einem CPS>1 (combined PD-L1 positivity score) seit 2019
zugelassen (Burtness et al., 2019; Johnson et al., 2020; Rischin et al., 2022). Darlber hinaus
werden viele Studien durchgefiihrt, um weitere Immuncheckpoint-Inhibitoren ausfindig zu
machen sowie die Kombination verschiedener Checkpoint-Inhibitoren zu erproben, damit das
Behandlungsspektrum und infolgedessen die Prognose betroffener HNSCC-Patienten
verbessert werden kann. Leider ist die Ansprechrate der Therapie mit Immuncheckpoint-
Inhibitoren bei vielen HNSCC-Patienten noch gering und liegt im Durchschnitt bei unter 25%,
was die Wichtigkeit weiterer Forschungsarbeiten fir die Entwicklung einer besseren

Therapiewirksamkeit unterstreicht.

9.2. Analyse des untersuchten Patientenkollektivs

Fir die vorliegende Arbeit wurden Gewebepraparate von 116 HNSCC-Patienten mit flnf
Primarantikérpern immunhistochemisch gefarbt. Aus epidemiologischen Daten geht hervor,
dass Manner vier Mal haufiger an einem HNSCC erkranken als Frauen (Ferlay et al., 2006),
was sich ebenfalls in der Geschlechterverteilung des untersuchten Patientenkollektivs zeigte.
Von den 116 untersuchten HNSCC-Patienten waren 97 Patienten mannlich und nur 19
Patienten weiblich. Tumore der Kopf-Hals-Region werden zu 90% als Plattenepithelkarzinom
klassifiziert (Vokes et al., 1993) und treten vor allem in Mundhoéhle, Pharynx und Larynx auf
(Schmezer & Plass, 2008). Die Verteilung der Tumorlokalisationen der untersuchten
HNSCC-Patienten in dieser Arbeit zeigte sich dhnlich. Die meisten Falle waren dem Larynx,

Oropharynx und der Zunge zuzuordnen. Das humane Papillomvirus zahlt zusammen mit
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Alkohol- und Tabakkonsum zu den wichtigsten Risikofaktoren fiir die Entstehung eines
HNSCCs und hat zudem eine Relevanz als prognostischer und pradiktiver Biomarker. In
dem untersuchten Patientenkollektiv hatten 94 Patienten einen HPV-Tumor, wahrend 22
Patienten des Kollektivs einen HPV*-Tumor aufgewiesen haben. Grofle Meta-Analysen
zeigten, dass 32 % der HNSCCs weltweit mit HPV assoziiert sind, wobei die Raten bei
Karzinomen des Oropharynx héher sind als bei anderen HNSCC-Primartumorlokalisationen
(Ndiaye et al., 2014). Mit einer Quote von 22 HPV*-HNSCC-Patienten im Gesamtkollektiv
von 116 HNSCC-Patienten liegt der Anteil der HPV-assoziierten HNSCCs in dem
untersuchten Patientenkollektiv damit leicht unterhalb der Daten aus den grofien
Metaanalysen, jedoch unterliegt die Rate HPV-assoziierter HNSCCs bekanntermalien
geographischen und zeitlichen Schwankungen. Der Serumwert von Vitamin D wurde
ebenfalls als Merkmal bei den untersuchten HNSCC-Patienten erhoben, um mogliche
Zusammenhange zwischen der Immunzellinfiltration, welche durch die
immunhistochemische Farbung mit den Primarantikdrpern sichtbar gemacht wurde, und dem
Vitamin D-Status zu analysieren. Das Patientenkollektiv wurde dafur in eine VitD-high-
Expressionsgruppe (VitD-Serumwert = 10 ng/ml) und in eine VitD-low-Expressionsgruppe
(VitD-Serumwerte < 10 ng/ml) eingeteilt. Ab welchem Schwellenwert der Vitamin D-
Serumspiegel eine ausreichende Versorgung anzeigt, ist umstritten und ebenfalls
international nicht einheitlich. Die Deutsche Gesellschaft fur Erndhrung (DGE) und das
Institute of Medicine (IOM) definieren einen mangelhaften Vitamin D-Status beispielsweise
bei Serumwerten < 12 ng/ml und einen ausreichenden Status bei Vitamin D-Serumwerten >
20 ng/ml (Rabenberg et al., 2015). Patienten mit Vitamin D-Serumwerten zwischen 12 ng/ml
und 20 ng/ml haben laut der DGE eine suboptimale Versorgung. Anhand dieser
Schwellenwerte beschreibt eine Statistik, dass 30,2% der Erwachsenen eine mangelhafte
Vitamin D-Versorgung haben, wobei die Messungen nicht nur saisonalen Schwankungen
unterlagen, sondern auch geschlechtsabhangige und altersabhangige Unterschiede zeigten
und je nach sozio6konomischem Status variierten. Frauen zeigten bei steigendem Alter eine
hohere Tendenz zu einer mangelhaften Vitamin D-Versorgung, wahrend bei Mannern die
Vitamin D-Serumwerte altersunabhangig stabil waren. Zudem zeigten Erwachsene mit einem
niedrigen sozioOkonomischen Status signifikant haufiger eine mangelnde Vitamin D-
Versorgung. Die Vitamin D-Serumwerte der untersuchten Patienten in dieser Arbeit wurden
zu einem einzigen Zeitpunkt wahrend der Verlaufsbeobachtung erhoben und sind
unabhangig von der Jahreszeit, dem soziodkonomischen Status und weiteren
Verlaufswerten in die Statistik miteingeflossen. Dies kénnte dazu gefiihrt haben, dass die
erhobenen Vitamin D-Serumwerte nicht mit absoluter Sicherheit reprasentativ fir den
allgemeinen Vitamin D-Status der jeweiligen HNSCC-Patienten sind, welcher je nach

Zeitpunkt, Alter, Geschlecht und soziodkonomischen Status durchaus variieren kann
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beziehungsweise beeinflusst sein kéonnte (Rabenberg et al., 2015). So kam es in dem
untersuchten Patientenkollektiv zu einer annahernd gleichen Verteilung in die VitD-low- und
VitD-high-Expressionsgruppen (59 VitD-low: 57 VitD-high). Damit die Ergebnisse
gesamtheitlich noch reprasentativer sind, ware eine umfangreichere Stichprobengrdfie
vorteilhaft gewesen. Das untersuchte Patientenkollektiv bestand aus 116 HNSCC-Patienten,
die gréfltenteils aus der saarland-pfalzischen Region stammten. Zudem hatte das Follow-Up
der Patienten Uber einen langeren Zeitraum verfolgt werden koénnen, um eine
umfangreichere Beurteilung des Krankheitsverlaufs erheben zu kénnen. Zusammengefasst
kann damit an dieser Stelle festgestellt werden, dass das untersuchte Patientenkollektiv
reprasentativ flr die Gesamtheit der HNSCC-Patienten im europaischen Raum beziiglich der
Tumorhistologie, -lokalisation und -pathogenese war und damit die Untersuchungen in dieser

Arbeit zuverlassige Riickschliisse auf die Kopf-Hals-Onkologie im Allgemeinen erlauben.

9.3. Abhangigkeit der Antikorper-Expression vom HPV- und Vitamin D-
Status

In der vorliegenden Arbeit wurden unter anderem Einflisse durch eine HPV-Infektion und
durch Vitamin D auf die Expression der untersuchten Marker in der Tumormikroumgebung
bei HNSCC-Patienten untersucht. Fihrt eine HPV-Infektion eines Patienten, der von einem
Plattenepithelkarzinom der Kopf- und Halsregion betroffen ist, zu einer starkeren
Immunzellinfiltration und mdglicherweise zu einer besseren Prognose aufgrund hoéherer
Therapieansprechraten? Dies ist eine spannende Frage, da die Infektion mit dem humanen
Papillomvirus als bedeutender Risikofaktor fir die Entstehung eines HNSCCs gilt, wobei in
den letzten Jahren ein zunehmend steigender Trend von HPV-induzierten HNSCCs
beobachtet werden kann, wahrend Noxen-induzierten HNSCCs immer seltener auftreten
(Gillison et al., 2015; Lechner et al., 2022; Wittekindt et al., 2019).

In dieser Arbeit zeigten zwei (PD1, TIM 3) der drei untersuchten Marker der T-
Zellerschopfung eine signifikante Korrelation zwischen einer HPV-Infektion der HNSCC-
Patienten und einer starkeren Immunzellinfiltration, sowohl im Tumor als auch peritumoral.
Ahnliche Zusammenhange wurden bereits in friilheren Studien beschrieben (Krishna et al.,
2018; Mueller & Ahmed, 2009), sodass angenommen werden kénnte, dass es zu einer
starkeren Immunzellinfiltration im Tumormikromilieu kommt, wenn im Rahmen eines HPV*-
HNSCCs T-Zellen in einen Erschdpfungszustand fallen. HPV*-HNSCCs unterscheiden sich
molekular stark von HPV-HNSCCs und weisen zudem ein abweichendes Mutationsspektrum
auf (Network, 2015). Die Tumorimmunlandschaft von HPV*-HNSCCs wird durch die

Expression von exogenen als Neoantigene wirkenden viralen Proteinen gepragt, welche zu
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einer Suppression von Zellwachstum und Genexpression fiihren (Ang et al., 2010; Fakhry et
al., 2008). Wie auch in der vorliegenden Arbeit haben viele weitere Studien eine deutlich
starkere Immunzellinfiltration und eine hoéhere CD8%*-T-Zell-Aktivierung bei HPV*-HNSCCs
festgestellt im Vergleich zu HPV-HNSCCs (Mandal et al., 2016; Solomon et al., 2018).
Evidenz gibt es nicht nur dafur, dass HPV*-HNSCCs eine starke Th1-Immunantwort und eine
verstarkte Infiltration mit dendritischen Zellen, CD4*-T-Zellen und CD8*-T-Zellen zeigen,
sondern auch eine deutlich héhere Expression von Markern der T-Zellerschopfung, wozu
PD1, LAG-3 und TIM 3 gehéren (Gameiro et al.,, 2018). Dieses Genexpressionsprofil
definiert sich durch eine Dominanz von T-Zell-Markern und Chemokinen, die zu einer
verstarkten Rekrutierung von Effektor-T-Zellen fihren (Gajewski et al., 2013). Klinisch zeigt
sich ein wichtiger Unterschied beider HNSCC-Typen, da die erhdhte Expression von T-
Zellerschopfungsmarkern mit einer besseren Gesamtiberlebensrate der Patienten
einhergeht (Gameiro et al., 2018). Ein Verstdndnis der Unterschiede zwischen den
Immunlandschaften beider HNSCC-Typen ist deshalb bedeutend, da eine starke Expression
dieser inhibitorischen Molekiile bei hauptsachlich HPV* Atiologie die Behandlungsstrategie in
Form einer Immuntherapie aufgrund tendenziell besserer Ansprechraten als potenziell
geeigneter erscheinen lasst. PD1, LAG-3 und TIM 3 kdénnten als potenzielle pradiktive
Biomarker relevant werden, welche mit einem verbesserten Gesamtiberleben betroffener
HNSCC-Patienten korrelieren und gleichzeitig das Behandlungsspektrum in Richtung des
Einsatzes von Immuncheckpoint-Inhibitoren anstelle von Chemo- oder Strahlentherapien
verschieben konnten. Die untersuchten Marker der Stroma Seneszenz zeigten hingegen
andere Ergebnisse. MMP3 zeigte eine signifikante Korrelation mit einer hoheren

intratumoralen Immunzellinfiltration und HPV-HNSCCs.

Ebenso wurde der Einfluss des Vitamin D-Status auf die Expression der untersuchten
Marker in der Tumormikroumgebung in dieser Arbeit untersucht. Zwar waren die Ergebnisse
statistisch nicht signifikant, jedoch zeigten sich Trends bei zwei der drei T-
Zellerschopfungsmarker (PD1 und TIM 3), die auf potenzielle Zusammenhange zwischen
einem hohen Vitamin D-Serumwert des HNSCC-Patienten und einer starkeren
Immunzellinfiltration hinweisen kdnnten. Potenzielle Einflisse durch Vitamin D auf das
Immunsystem im Rahmen von Tumorerkrankungen rickten in den letzten Jahren immer
mehr in den Fokus wissenschaftlicher Arbeiten. Um mogliche Immunmodulatoren mit der
Aussicht auf weitere Therapiekonzepte bei HNSCCs zu identifizieren, wurden viele
praklinische in-vitro und in-vivo Studien durchgeflihrt, die protektive Wirkungen durch Vitamin
D bezuglich des Auftretens und Fortschreitens der Erkrankung zeigten. Hohere Vitamin D-
Spiegel flihrten zum Beispiel in in-vitro-Modellen von HNSCCs zu einer gesteigerten

zellularen Differenzierung und genomischen Integritat, sowie zu einer gehemmten Invasion
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und Metastasierung (Chiang et al., 2013; Lin et al., 2002; S. W. Yang et al., 2016). Je nach
Tumorentitat und Patient kann die Expression von PD1 variieren, wie dies verschiedene
Studien zeigten. Bei Patienten mit Morbus Crohn fuhrten héhere Vitamin D-Spiegel zu
héheren PD1-Expressionen auf CD4*-T-Zellen (Bendix et al., 2017). Ahnliche Ergebnisse
wurden bei der in-vitro Stimulierung von CD4*-T-Zellen mit Vitamin D3 beobachtet, da auch
hier eine vermehrte Expression von PD1 beschrieben wurde (Sheikh et al., 2018). Patienten
mit einer zystischen Fibrose hingegen zeigten eine verminderte PD1-Expression auf CD4*-T-
Zellen und CD8*-T-Zellen bei vorheriger Vitamin D-Behandlung (Pincikova et al., 2017).
Bezuglich der T-Zellerschépfung zeigten in-vitro Studien, dass Vitamin D3 CD4*-T-Zellen
wieder in einen aktiveren Zustand zurlckbringen konnte (Li et al., 2022). Auch das
Forschungslabor der Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde des Universitatsklinikums des
Saarlandes fuhrte verschiedene Studien durch, um den Einfluss von Vitamin D auf das
Immunsystem bei HNSCC-Patienten zu untersuchen. Es zeigte sich, dass HNSCC-Patienten
einen signifikant niedrigeren Vitamin D-Serumspiegel aufweisen als gesunde
Kontrollpersonen und dies mit einer lymphatischen Metastasierung und einem negativen
HPV-Tumorstatus zusammenhangt. Zudem korrelierte ein niedriger Vitamin D-Spiegel mit
einem schlechteren Gesamtiberleben der HNSCC-Patienten und fungierte somit als
signifikanter Pradiktor des Uberlebens. Immunhistochemische Farbungen zeigten auBerdem
eine signifikant héhere intratumorale und/oder stromale Infiltration von CD3*-T-Zellen, T-
Helferzellen, zytotoxischen T-Zellen, NK-Zellen, CD68*-Makrophagen und M1-Makrophagen
bei HNSCC-Patienten mit einem hohen Vitamin D-Spiegel (Bochen et al., 2018). Vitamin D
konnte demnach als potenzieller Immunmodulator angesehen werden, welcher in
Kombination mit Immuncheckpoint-Inhibitoren aufgrund einer gestarkten Immunabwehr

gegen Tumorzellen effektive Therapieergebnisse erzielen kann.

9.4. Prognostische Relevanz der Surrogatmarker der Stroma Seneszenz
(IL-8, MMP3) fur Kopf-Hals-Tumore

Wie in vorherigen Kapiteln bereits beschrieben, hat die Stroma Seneszenz einen
entscheidenden Einfluss auf die Tumorgenese sowie Tumormikroumgebung von HNSCCs.
IL-8 und MMP3 wurden als Marker der Stroma Seneszenz in dieser Arbeit untersucht, um
zum einen potenziell prognostische Biomarker ausfindig zu machen und zum anderen
mogliche neue therapeutische Zielstrukturen zu finden. Kénnten zukunftig mithilfe von
Biomarkern wie IL-8 und MMP3 genauere Aussagen uber den klinischen Verlauf von
HNSCC-Patienten getroffen, neue Behandlungsstrategien entwickelt, sowie infolgedessen

das Gesamtiberleben betroffener HNSCC-Patienten verbessert werden?
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IL-8 ist als proinflammatorisches Chemokin bedeutend flr die Entziindungsreaktion in der
Tumormikroumgebung von HNSCCs und sorgt fir die Aktivierung von neutrophilen
Granulozyten. Durch Einflisse der Tumorprogression, Metastasierung und Invasion tragt IL-
8 maBgeblich zur HNSCC-Tumorgenese bei (Baggiolini et al., 1989; Keatings et al., 1996;
Waugh & Wilson, 2008). Die Wechselwirkung mit der Tumormikroumgebung hinsichtlich der
stromalen Seneszenz ist bedeutend fir die Karzinogenese und wird daher im Folgenden
genauer betrachtet. Es gibt verschiedene Formen der Seneszenz, wie zum Beispiel den
seneszenz-assoziierten sekretorischen Phanotyp (SASP), bei dem seneszente Zellen
entzindungsfordernde  Zytokine, Chemokine, Wachstumsfaktoren und Proteasen
sezernieren, welche das Tumorwachstum unterstitzen kénnen (Coppé et al., 2010). IL-8 ist
bekannt daflir, dass es die SASP-Reaktion in der Tumormikroumgebung aufrechterhalten
und férdern kann (Coppé et al., 2010; Coppé et al., 2008). Es gibt bereits einige Studien, die
sich mit dem Einfluss von IL-8 auf die Tumormikroumgebung vieler humaner Karzinome
beschéaftigten, die im Folgenden kurz vorgestellt werden. 2004 beschrieb eine Studie, dass
IL-8 bei Brustkrebspatientinnen im Serum erhoéht ist und eine unabhangige prognostische
Bedeutung fiir das Uberleben nach einem Rezidiv darstellt und zum Prozess der
Tumorzellverbreitung beitragt (Benoy et al., 2004; Yao, Lin, Chua, et al., 2007; Yao, Lin, Ye,
et al.,, 2007). Es gibt zudem Studien uber die Regulierung von IL-8 bei verschiedenen
Zelllinien des humanen Pankreaskarzinoms in denen gezeigt werden konnte, dass die
Zugabe eines IL-8-Antikdrpers das Wachstum von drei Zelllinien (SG, FG, L3.3) um bis zu
10% verlangsamen konnte. Allerdings war das Ergebnis statistisch nicht signifikant (Shi et
al.,, 1999). Auch die onkologische Forschung der Hals-, Nasen- und Ohrenheilkunde
beschaftigte sich in den letzten Jahren vermehrt mit der Frage, inwiefern IL-8 Einflisse auf
die Tumormikroumgebung von HNSCCs nimmt. So wurde bereits beschrieben, dass IL-8 als
pro-inflammatorischer Mediator in pramalignen Lasionen von HNSCCs hochreguliert wird
(Bonomi et al., 2014; Johnson et al., 2014) und die Tumorprogression, Metastasierung und
Invasion positiv beeinflusst (St John et al., 2004). Frihere Studien beschreiben, dass die
Pathogenitat von HNSCCs durch eine gesteigerte IL-8 Expression insofern beeinflusst wird,
als dass sie einen Wachstumsvorteil fur den Tumor bietet (Chan et al., 2016; Yuan et al.,
2005). Die Tumorprogression wird durch IL-8 mittels seiner Wirkung als autokriner
Wachstumsfaktor flir Tumorzellen und angiogener Faktor unterstitzt (Shi et al., 1999; Yuan
et al., 2005). AulRerdem zeigten experimentelle Arbeiten bereits, dass IL-8 die Proliferation
von drei differenzierten HNSCC-Zelllinien (SCC4, SCC9, SCC25) und deren Koloniebildung
unterstitzt. Wurde die Funktion von IL-8 RNAi-basiert gehemmt, konnte eine reduzierte
Proliferation der behandelten HNSCC-Zelllinien beobachtet und deren Koloniebildung

gehemmt werden (Chan et al., 2016). Dies unterstreicht die Bedeutung von IL-8 fur die
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HNSCC-Progression. Punyani et al. untersuchten mittels ELISA-Verfahren die IL-8-
Konzentration im Speichel von Patienten mit oralen Plattenepithelkarzinomen (oral
squamous cell carcinoma, OSCC) und beschrieben, dass hierbei die IL-8-Konzentration im
Vergleich zu der Patientengruppe mit Prakanzerosen, sowie der gesunden Kontrollgruppe
signifikant héher war und IL-8 als prognostischer Biomarker fur betroffene Patienten genutzt
werden kénnte (Punyani & Sathawane, 2013). Die prognostische Aussagekraft von IL-8 im
Speichel bei Prakanzerosen war allerdings nicht signifikant, sodass hier noch vertiefende
Studien durchgefuhrt werden sollten. Zudem kdnnte die Stichprobengrdfle in nachfolgenden
Studien aufgestockt werden, um die Reprasentativitdt der Ergebnisse zu maximieren
(Arellano-Garcia et al., 2008; Chan et al., 2016; Punyani & Sathawane, 2013). Eine Studie
von Li et al. beschreibt, dass eine héhere Expression von IL-8 im primaren Gewebe von
Nasopharynxkarzinomen signifikant mit einem kirzeren Gesamtiberleben, einem kirzeren
krankheitsfreien Uberleben und einem kiirzeren Uberleben ohne Fernmetastasen der
Patienten korreliert und IL-8 somit als unabhangiger prognostischer Faktor gesehen werden
kann (Li et al., 2012). AuBerdem wurde in dieser Studie von Li et al. bestatigt, dass IL-8 in
Nasopharynxkarzinom-Zellen mit starker Metastasierungsneigung héher exprimiert wurde
und es zu einer verstarkten Sekretion des IL-8-Proteins kam, im Vergleich zu Zelllinien, die
weniger metastasierten. Eine artifizielle Uberexpression von IL-8 in Nasopharynxkarzinom-
Zellen mit geringer Metastasierungsneigung férderte Uberdies mittels eines autokrinen
Sekretionsmechanismus eine verstérkte Migration, Invasion und Metastasierung (Li et al.,
2012). Auch die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Frage, inwiefern die IL-8
Expression mit dem Gesamtliberleben der untersuchten HNSCC-Patienten zusammenhangt
und ob IL-8 somit als prognostischer Biomarker fungieren und Informationen Uber den
klinischen Verlauf von HNSCC-Patienten geben kann. Unter den durchgeflhrten
Versuchsbedingungen mittels Immunhistochemie zeigten die Ergebnisse allerdings, dass
kein prognostischer Zusammenhang zwischen der IL-8 Expression und dem
Gesamtuberleben der untersuchten HNSCC-Patienten weder in der intratumoralen noch in
der peritumoralen Analyse bestand. HNSCC-Patienten, die IL-8 in hdoherem Male
exprimierten, zeigten keine Unterschiede hinsichtlich ihres Gesamtiberlebens im Vergleich
zu HNSCC-Patienten, deren Immunzellinfiltration nur eine geringe IL-8-Expression vorwies.
Viele der zuvor beschriebenen Studien konnten zeigen, dass IL-8 eine entscheidende Rolle
in der HNSCC-Karzinogenese spielt, jedoch bleibt die Frage um die Funktion als
prognostischer Biomarker grotenteils ungeklart. Die Studie von Punyani et al. flihrte im
Gegensatz zu der vorliegenden Arbeit das ELISA-Verfahren durch, untersuchte die IL-8-
Konzentration im Speichel und zeigte signifikante Ergebnisse von IL-8 als Biomarker bei
OSCC-Patienten. Mittels immunhistochemischer Farbungen von Gewebepraparaten der

HNSCC-Patienten konnten ahnliche Aussagen uber IL-8 als Biomarker in dieser Arbeit nicht
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getroffen werden. Auch Li et al. zeigten mit ihrer Studie, dass IL-8 durchaus als
unabhangiger prognostischer Faktor fir das Gesamtiberleben von Nasopharynxkarzinom-
Patienten fungieren kann, wobei Lit et al. abweichende Versuchsbedingungen der
immunhistochemischen Farbungen (Primarantikérper, Retrieval-Puffer, Demaskierungszeit,
Antikérper-Verdinnung) und nur Patienten mit Karzinomen des Nasopharynx
eingeschlossen hatten. Letztlich sind grolRere Studien an umfangreicheren
Patientenkollektiven mit balancierten Primartumorlokalisationen erforderlich, um idealerweise
in einem prospektiven randomisierten Studiendesign basierend auf Multivarianzanalysen die
unabhangige prognostische Relevanz von IL-8 bei Kopf-Hals-Karzinomen besser beurteilen

zu konnen.

MMP3 (Matrix-Metalloprotease-3) gehért zu der Gruppe der Matrix-Metalloproteasen und
spaltet Komponenten der Extrazelluldrmatrix sowie  Wachstumsfaktoren  und
Oberflachenrezeptoren von Zellen. Fur eine erfolgreiche Tumorinvasion und Metastasierung
durch Tumorzellen sind bewegliche Tumorzellen, sowie eine Veranderung der Zell-Zell-
Adhasion und Zell-Matrix-Adhasion und eine Umgestaltung der Extrazellularmatrix wichtige
Voraussetzungen (Woodhouse et al.,, 1997). Da MMPs in der Lage sind, die
Extrazellularmatrix ab- und umzubauen, konnen sie eine lokale Invasion des Tumors und
eine Metastasierung unterstitzen (Liotta, 1986). Tatsachlich wurde bereits ein positiver
Zusammenhang zwischen einer hohen MMP3-Expression und der Invasionsfahigkeit von
oralen Plattenepithelkarzinomen beschrieben (oral squamous cell carcinomas, OSCC)
(Kurahara et al., 1999). Verschiedene Studien haben aufdecken kénnen, dass bestimmte
MMPs, darunter auch MMP3, nicht nur deutlich starker in HNSCCS verglichen mit gesunder
Mund- und Rachenschleimhaut exprimiert werden, sondern auch eine entscheidende Rolle
bei der Tumorbildung und -progression spielen (lizuka et al., 2014). In Microarray-
Expressionsanalysen von HNSCC-Gewebeproben konnte bereits eine Uberexpression von
MMP3 und weiteren MMPs festgestellt werden, was sich in immunhistochemischen Studien
ebenfalls bestatigte (Chung et al., 2004; Nagata et al., 2003). So beschrieben Ye et al., dass
MMP3 zusammen mit weiteren MMPs beispielsweise bei Plattenepithelkarzinomen der
Zunge vermehrt exprimiert werden (Ye et al., 2008). Da MMPs von einigen stromalen Zellen,
wie Fibroblasten, Endothelzellen und Entziindungszellen, sowie malignen Epithelzellen
gebildet werden, wurde der Fokus vieler Studien auf MMP-Expressionswerte im Serum
gelenkt, um potenzielle nicht-invasive diagnostische und prognostische Biomarker bei
HNSCCs ausfindig zu machen. Tatsachlich wurden hohere MMP3-Serumspiegel bei OSCC-
Patienten nachgewiesen, was zunachst Aussagen beziiglich der Diagnose, nicht jedoch des
klinischen Verlaufs und der Prognose erlaubte (Tadbir et al., 2012). Zudem kbénnen einige

MMPs als pradiktive Marker fur die Wahrscheinlichkeit eines Rezidivs und das Risiko einer
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Metastasierung genutzt werden. Ein hoher praoperativer MMP3-Serumspiegel spricht zum
Beispiel bei fortgeschrittenen Urothelkarzinomen fir eine hohe Rezidiv-Wahrscheinlichkeit
(Gohiji et al., 1996). Bislang gibt es kaum Studien, welche einen potenziellen Zusammenhang
zwischen der Rezidiv- und Metastasierungswahrscheinlichkeit und der MMP3-Serumwerte
fur HNSCCs untersucht haben, was das Augenmerk zukunftiger Forschung jedoch dorthin
lenken konnte. Fur MMP2 konnte zum Beispiel bereits ein Zusammenhang zwischen der
Expression in  Tumorzellen und einem hoéheren Risiko flir Metastasen beim
Plattenepithelkarzinom der Zunge gefunden werden (Yoshizaki et al., 2001). Mithilfe der
Erstellung von Genexpressionsprofilen konnte zudem gezeigt werden, dass unter anderem
die MMP3-Expression als Schlisselmolekul fir die Tumorentstehung und -progression von
HNSCCs gewertet werden kann (lizuka et al., 2014). Es gibt auRerdem bereits viele
prognostische Studien, die zeigten, dass eine erhohte MMP-Expression zu einem
schlechteren Gesamtliberleben verschiedener Karzinompatienten fihrt. Eine hohe
Expression von MMP3 fihrt zum Beispiel bei Patienten mit einem metastasierten Melanom
zu einem kirzeren krankheitsfreien Uberleben (Nikkola et al., 2002), wahrend eine hohe
MMP3-Expression bei Patienten mit einem kleinzelligen Lungenkarzinom oder
Urothelkarzinom nur einen begrenzten prognostischen Wert liefert (Gohiji et al., 1996).

Vergleichbare Studien fir MMP3 bei HNSCC-Patienten existieren bisher kaum, weshalb in
der vorliegenden Arbeit ein potenzieller Zusammenhang zwischen der MMP3-Expression
und dem Gesamtiberleben von HNSCC-Patienten untersucht wurde. Unter den in dieser
Arbeit vorherrschenden Versuchsbedingungen zeigten die Ergebnisse allerdings, dass kein
prognostischer Zusammenhang zwischen der MMP3 Expression und dem Gesamtlberleben
der HNSCC-Patienten weder in der intratumoralen noch in der peritumoralen Analyse
besteht. HNSCC-Patienten mit einer starken MMP3-Expression zeigten eine ahnliche
GesamtlUberlebensrate, wie HNSCC-Patienten mit einer nur schwachen MMP3-Expression.
Trotz einiger vielversprechender Studien, die durchaus tendenzielle Korrelationen der
Biomarker mit dem Gesamtiiberleben von HNSCC-Patienten darstellen, ist die Interpretation
der Ergebnisse aufgrund unterschiedlicher experimenteller Verfahren und statistischen
Auswertungsanalysen noch schwierig und birgt einige Storfaktoren. Hinzu kommt die
Heterogenitadt der verschiedenen Plattenepithelkarzinome der Kopf-Hals-Region, welche
ebenfalls die Analyse neuer Biomarker erschwert. Ebenso muss beachtet werden, dass alle
bisher veroéffentlichten Studien einen Zusammenhang zwischen der Prognose von HNSCC-
Patienten und der MMP3-Expression in den Tumorzellen untersuchten, wahrend sich die
vorliegende Arbeit auf die MMP3-Expression im immunologischen Tumormikromilieu
fokussiert hatte. Letztlich scheint die MMP3-Expression der Tumorzellen wie auch der
Tumor-infiltrierenden Leukozyten basierend auf den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit wie

auch der genannten Studien keine wesentliche prognostische Relevanz fir HNSCC-
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Patienten zu haben, wobei auch hier ausreichend umfangreiche Studien mit hohem
Evidenzgraf fehlen, um diese Fragestellung final beantworten zu kénnen.

Bezlglich der Eignung als therapeutische Zielstruktur wurden bereits fur viele verschiedene
Tumorentitaten Studien zur potenziellen Wirksamkeit von MMP-Inhibitoren durchgefihrt. In-
vitro und in Mausmodellen zeigten MMP-Inhibitoren bereits gute Ergebnisse, allerdings
konnten diese vielversprechenden Daten in klinischen Studien bisher nicht bestatigt werden
(Coussens et al., 2002; Freije et al., 2003; Liotta & Kohn, 2001; Matrisian et al., 2003; Overall
& Lopez-0tin, 2002). Der Einfluss von MMP-Inhibitoren auf die Angiogenese wurde ebenfalls
bereits genauer in Mausmodellen untersucht und dabei stellte sich heraus, dass es zu einer
Hemmung der Angiogenese durch die MMP-Inhibitor-Behandlung kam (Shalinsky et al.,
1999). Interessant ist auch, dass MMP3 Angiostatin aus Plasminogen erzeugen kann, was
dazu fuhren kénnte, dass aufgrund der inhibierenden Wirkung durch das Angiostatin, die
Angiogenese und damit einhergehend auch das Tumorwachstum und die Entstehung von
Metastasen gehemmt werden konnte (Brown, 2000; Dong et al., 1997; Lijnen et al., 1998;
Patterson & Sang, 1997). Anstelle der Verwendung von Breitspektrum-MMP-Inhibitoren mit
zahlreichen unerwinschten Nebenwirkungen, wie Muskel- und Skelettschmerzen (Nelson et
al., 2000), sollte zukiinftig mehr nach einem spezifischen MMP-Profil fir die Behandlung
bdésartiger Tumoren des Menschen einschlieRlich HNSCCs geforscht werden (Vihinen &
Kéahari, 2002).

9.5. Prognostische Relevanz der Surrogatmarker der T-Zellerschopfung
(PD1, TIM 3, LAG-3) fur Kopf-Hals-Tumore

Die T-Zellerschopfung riickte in den letzten Jahren vermehrt in den Fokus wissenschaftlicher
Forschungen, da sie nicht nur als Schwachstelle des Immunsystems im Rahmen von
Tumorgeschehen erkannt, sondern auch als Madglichkeit flir neue therapeutische
Zielstrukturen wahrgenommen wurde. Zudem wird mit hdchster Dringlichkeit daran
geforscht, weitere potenzielle prognostische und pradiktive Biomarker fir HNSCCs ausfindig
zu machen, um kunftig genauere Vorhersagen beziglich der Prognose der Patienten und
des Ansprechens auf die zur Verfigung stehenden Therapien treffen zu kénnen und so
potenziell langfristig die Prognose der Patienten zu verbessern. Als potenzielle
Surrogatmarker der T-Zellerschépfung wurden in der vorliegenden Arbeit die Proteine PD1,

TIM 3 und LAG-3 immunhistochemisch untersucht.

PD1 ist ein Transmembranprotein und wird von T-Zellen und Pro-B-Zellen exprimiert. Es

erfullt die Funktion eines Immuncheckpoints und stabilisiert durch seine negative
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regulatorische Beeinflussung wahrend der T-Zell-Aktivierung das Gleichgewicht zwischen
einer erwinschten Immunstimulation und ungewollten autoimmunologischen Phanomenen
(Dong et al., 1999; Freeman et al., 2000; Greenwald et al., 2005; Tseng et al., 2001). Viele
Studien der letzten Jahre beschaftigten sich bereits damit, PD1 als therapeutische
Zielstruktur im Rahmen von HNSCCs zu untersuchen, was schlie8lich dazu fihrte, dass auf
Grundlage der KEYNOTE-040-Studie, der KEYNOTE-048-Studie und der CheckMate-141-
Studie Pembrolizumab und Nivolumab als PD1-Antikérper in den aktuellen Therapieleitlinien
von HNSCCs Anwendung finden (s. Kapitel 6.2.4.). Durch die Hemmung des PD1-Rezeptors
kommt es zu einer gesteigerten Aktivierung des Immunsystems, welche in einer effektiveren
Immunabwehr gegen Tumorzellen resultiert. Um zu analysieren, inwiefern PD1 ebenso als
prognostischer Biomarker eingesetzt werden kann, muss die allgemeine Immunzellinfiltration
von der Anzahl an PD1*-infiltrierenden-Immunzellen unterschieden werden. Viele Studien
der vergangenen Jahre haben bereits beschrieben, dass eine starkere CD8*-T-Zell-
Infiltration zu einer besseren Prognose von HNSCC-Patienten fuhrt (Mandal et al., 2016;
Mukherjee et al., 2020; Nasman et al., 2012; Spector et al., 2019), wahrend dies andere
Studien hingegen widerlegen konnten (Badoual et al., 2013; Poropatich et al., 2017; Quan et
al., 2020; Wolf et al., 2015). Eine Studie von Pokryvkova et al. analysierte retrospektiv 97
Gewebeproben von oralen und oropharyngealen Karzinomen mittels multispektraler
Fluoreszenz-Immunhistochemie und identifizierte die Anzahl der PD1*-CD8*-T-Zellen als
unabhangigen prognostischen Faktor, welcher erhebliche Einflisse auf das
Gesamtuberleben von HNSCC-Patienten nimmt. Mithilfe der Cox-Modelle wurde der Einfluss
der Immunzellinfiltration auf die Prognose bewertet, wobei eine héhere Anzahl von PD1*-
CD8"-T-Zellen im Stroma mit einem verbesserten Gesamtiberleben der HNSCC-Patienten
unabhangig ihres HPV-Tumorstatus korrelierte (Pokryvkova et al.,, 2022). Auch die
Ergebnisse der vorliegende Arbeit zeigten Ubereinstimmend damit, dass eine starkere
Infiltration durch PD1*-Immunzellen mit einem besseren Gesamtluberleben der HNSCC-
Patienten des untersuchten Kollektivs korreliert, sowohl in der intratumoralen als auch in der
peritumoralen Analyse. Da ausschliellich die Immunhistochemie in dieser Arbeit als
Methode zur spezifischen Immunzelldetektion genutzt wurde, konnten die PD1*-Immunzellen
nicht genauer differenziert werden. Die potenzielle Aussagekraft, PD1 als Surrogatmarker fur
HNSCCs zu verwenden wird dadurch unserer Ansicht nach allerdings nicht wesentlich
geschmalert. In weiteren multivariaten Analysen der letzten Jahre wurde der HPV-
Tumorstatus bertcksichtigt, was den bekannten und in der klinischen Praxis etablierten
Zusammenhang bestatigte, dass ein positiver HPV-Tumorstatus der starkste unabhangige
Prognosefaktor flir das Gesamtiberleben darstellt (Koslabova et al., 2013; Rotnaglova et al.,
2011). Eine verstarkte Immunzellinfiltration bei positivem HPV-Tumorstatus kdnnte damit

begriindet sein, dass aufgrund der viralen Antigenprasentation das Immunsystem ohnehin
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starker stimuliert wird. In der vorliegenden Arbeit wurde zwar der HPV-Tumorstatus erhoben,
jedoch wurde dieser nicht in der prognostischen Uberlebensanalyse der
Tumormikroumgebungs-Marker eingeschlossen, was eine Aussage beziglich des Einflusses
von HPV auf das Gesamtlberleben verhindert. Fir die nahe Zukunft sind diesbeziiglich
Multivarianzanalysen basierend auf den in dieser Arbeit dargestellten Daten geplant, um
diesen Zusammenhang naher aufzuklaren. Es ist noch immer umstritten, inwiefern PD1 als
unabhangiger prognostischer Biomarker fungieren kann, da das Zusammenspiel der
verschiedenen Immunzellen und Rezeptoren in der Tumormikroumgebung sehr komplex ist.
Ausschlaggebend scheint die genauere Identifikation der Funktion der tumorinfiltrierenden
Lymphozyten (TILs) zu sein. PD1 wird als Marker der T-Zellerschopfung angenommen,
welcher auf Grundlage einer anhaltenden Antigenstimulation auf einen erschépften und
somit funktionsgeschwachten Zustand der T-Zellen hindeutet. Jedoch ist es mdglich, dass
speziell in der Tumormikroumgebung der Expression von PD1 keine weitere Expression co-
inhibitorischer Rezeptoren folgt, was in der Annahme resultiert, dass PD1 als T-
Zellerschopfungsmarker nicht zweifelsfrei bestatigt ist (Badoual et al., 2013; Xu et al., 2020).
Um zusatzlich die entscheidende Funktion der PD1*-CD8*-T-Zellen im Tumormikromilieu
genauer zu identifizieren, kdnnten zum Beispiel weitere Erschépfungsmarker mit anderen
Methoden, wie der Durchflusszytometrie untersucht werden (Pokryvkova et al., 2022).
Andere Studien zeigten, dass PD1*-TILs im direkten Vergleich zu den PD1-TILs
tumorspezifisch wirken und infolgedessen wichtige Funktionen in der Tumorabwehr
Ubernehmen (Xu et al., 2020). Badoual et al. zeigten, dass HPV*-Tumore, die stark von
PD1"-CD4*-T-Zellen und PD1"-CD8"-T-Zellen infiltriert sind, zu einem besseren
Gesamtlberleben der Patienten fihren. Auch unabhangig vom HPV-Tumorstatus der
HNSCC-Patienten konnte eine positive Korrelation zwischen der Gesamtzahl der Infiltration
durch PD1*-T-Zellen (CD4" und CD8") und dem Gesamtiberleben Uber 18 Monate dargelegt
werden (Badoual et al., 2013). Zusammenfassend deuten die Ergebnisse dieser und vieler
weiterer Studien insgesamt daraufhin, dass PD1 als prognostischer Biomarker fiir ein
glinstiges Outcome von HNSCC-Patienten potenziell Anwendung im klinischen Alltag finden
konnte.

Im Folgenden Abschnitt wird die prognostische Relevanz von TIM 3 als Surrogatmarker der
T-Zellerschopfung bei HNSCCs diskutiert, welcher ebenfalls als Immuncheckpoint fungiert
und von CD8*-T-Zellen, Th1-Zellen, Th17-Zellen, dendritischen Zellen, Makrophagen und
natlrlichen Killerzellen exprimiert wird (Ganjalikhani Hakemi et al., 2020; Monney et al.,
2002). Die immunsuppressive Wirkung von TIM 3 wird Uber seine verschiedenen Liganden,
darunter C-Typ-Galektin-9, Phosphatidylserin, CEA Cell Adhesion Molecule 1 (CEACAM1)

und High-Mobility-Group-Protein 1 vermittelt, wobei durch die Expression vom TIM 3 auf
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aktivierten T-Zellen die Proliferation sowie die Produktion von Effektorzytokinen vermindert
und die Apoptose von Effektor-T-Zellen geférdert wird (Yang et al., 2021). In einer Studie von
Yang et al. wurde die immunhistochemische Expression von TIM 3 und CEACAM1 bei 80
HNSCC-Patienten untersucht und zusammen mit klinisch-pathologischen Parametern
analysiert. Hierbei konnte mittels immunhistochemischem Nachweis TIM 3*-TILs und
anschliefender prognostischer Analysen nachgewiesen werden, dass eine geringe
Infiltration mit TIM 3*-TILs signifikant mit einem besseren Gesamtiiberleben der HNSCC-
Patienten korreliert (Yang et al., 2021). Die Wechselwirkungen von TIM 3 und CEACAM1 bei
HNSCCs wurden in dieser Studie ebenfalls untersucht und die Ergebnisse zeigten, dass es
zu einer zusammenhangenden Koexpression beider Molekile kommt, was darauf schlielRen
lasst, dass TIM 3 gemeinsam mit CEACAM1 exprimiert wird und sie zusammen die T-
Zellhemmung steuern. Huang et al. beschrieben, dass CEACAM1 in Form eines
heterophilen Liganden fur TIM 3 fungiert und notwendig fur dessen Funktion ist, was in einer
gemeinsamen Achse resultiert, die Immunantworten hemmen kann und infolgedessen
tumorfordernde Wirkungen entfaltet (Y. H. Huang et al., 2015; Yang et al., 2021). Ahnliche
Zusammenhange beziglich einer inversen Korrelation der TIM 3-Expression und dem
Gesamtliberleben konnten auch in Studien beziglich anderer Tumorentitaten, wie
Karzinomen von Leber, Pankreas, Kolon und Magen nachgewiesen werden (F. Liu et al.,
2018; Peng et al., 2017; Shen et al., 2016; Zhang et al., 2017). Eine Studie von Burugu et al.
untersuchte die prognostische Bedeutung der TIM 3-Expression bei 3992
Brustkrebspatientinnen mittels Immunhistochemie und beschrieb Gegenteiliges, denn hier
deutete die starke Expression von TIM 3*-TILs auf eine gunstigere Prognose der betroffenen
Patientinnen hin, was die Annahme unterstitzt, dass TIM 3 als unabhangiger prognostischer
Biomarker angenommen werden konnte, wobei die Frage nach wie vor ungeklart ist ob eine
gesteigerte TIM 3-Expression mit einem ginstigen oder einem kiirzeren Gesamtiberleben
einhergeht (Burugu et al., 2018). Auch die vorliegende Arbeit beschaftigte sich mit der Frage,
inwiefern TIM 3 als prognostischer Biomarker fir HNSCC-Patienten fungieren kann. Die
Ergebnisse zeigten, dass HNSCC-Patienten mit einer starkeren Infiltration durch TIM 3*-
Immunzellen signifikant bessere Gesamtiberlebensdaten aufweisen, sowohl in der
intratumoralen als auch in der peritumoralen Analyse. Die Studie von Yang et al. welche
ebenfalls immunhistochemisch die TIM 3-Expression an HNSCC-Patienten nachgewiesen
hat, zeigte gegenteilige Ergebnisse, jedoch gab es in den Versuchsablaufen
(Inkubationszeiten, Demaskierung tber Nacht), sowie in der Auswahl des Primarantikdrpers
deutliche Unterschiede (polyklonal), sodass Vergleiche beider Ergebnisse nur begrenzt
moglich sind. Grundsatzlich bleibt somit die prognostische Relevanz von TIM 3 bei HNSCC-
Patienten weiterhin umstritten und die heterogenen Ergebnisse vieler Studien unterstreichen

die Wichtigkeit weiterer Forschungsarbeiten mit umfangreicheren Stichprobengréen und
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langerer Nachbeobachtungszeit, sowie systematischen Meta-Analysen. Die Ergebnisse
dieser Arbeit und weitere Studien zeigen allerdings, dass TIM 3 eine, wenn auch in der
Richtung nicht klare prognostische Bedeutung bei HNSCCs besitzt. Daruber hinaus wird TIM
3 auch als therapeutische Zielstruktur von Immuncheckpoint-Inhibitoren immer mehr
untersucht und Studien zeigten bereits, dass der Einsatz von TIM 3-Antikdrpern bei HNSCC-
Mausmodellen zu einer gesteigerten Funktion von CD4*-T-Zellen und CD8*-T-Zellen sowie
zu einem Rickgang der Suppressorzellen fihrt, dadurch die Karzinogenese gehemmt und

die Anti-Tumorantwort durch das Immunsystem gestarkt werden konnte (Liu et al., 2017).

LAG-3 ist ein weiterer Immuncheckpoint und Marker der T-Zellerschépfung, welcher von T-
Lymphozyten, B-Lymphozyten, natlrlichen Killerzellen und dendritischen Zellen exprimiert
wird. LAG-3 reguliert die Proliferation von T-Zellen und hemmt durch die Bindung
verschiedener Liganden die T-Zell-Aktivierung (Anderson et al., 2016; Mei et al., 2020; Shi et
al., 2021). Daruber hinaus kommt es im Rahmen eines Infektions- oder Tumorgeschehens
vor allem bei erschépften und dysfunktionalen T-Zellen zu einer vermehrten Expression
(Kisielow et al., 2005). Auch bei HNSCCs wurde bereits eine verstarkte LAG-3-Expression
beschrieben, welche mit einem gréReren Tumor, einem verstarkten Befall von Lymphknoten
und einem hdheren Tumorgrading assoziiert ist (Botticelli, Zizzari, et al., 2021). Auch die
Studie von Deng et al. bestatigte diese Annahme und erganzte, dass LAG-3 auf TILs bei
HNSCCs gesteigert exprimiert wird. Da es sich bei LAG-3 um einen T-
Zellerschopfungsmarker handelt, gibt die gesteigerte Expression einen Hinweis auf
dysfunktionale T-Zellen resultierend in einem immunsuppressiven Status bei HNSCCs (Deng
et al., 2016). Dieser immungeschwachte Zustand in Verbindung mit erschopften Effektor-T-
Zellen kdonnte ein Grund dafir sein, dass sich der Tumor schneller ausbreitet, metastasiert
und es zu hdheren Rezidivraten kommt, obwohl nachweislich ausreichend T-Zellen
peritumoral vorhanden sind (Camus et al.,, 2009). Ob die Expression von LAG-3 auch
prognostische Aussagen uber den klinischen Verlauf von HNSCC-Patienten erlaubt und
LAG-3 somit als prognostischer Biomarker fir HSNCCs genutzt werden kann, bleibt
weiterhin nicht zweifelsfrei geklart und es gibt zum aktuellen Zeitpunkt nur wenige Studien,
die sich mit dieser Fragestellung beschaftigt haben. Die Studie von Deng et al. untersuchte
unter anderem die prognostische Aussagekraft der LAG-3-Expression von TILs bei HNSCCs
und entdeckte, dass die Patienten mit einer hohen LAG-3-Expression im Vergleich zu
denjenigen mit einer schwachen LAG-3-Expression, eine geringfiigig bessere
Gesamtlberlebensrate zeigten, wobei das Ergebnis statistisch nicht signifikant war. Zu den
untersuchten humanen HNSCC-Gewebeproben zahlten neben den primaren HNSCCs auch
Rezidive, metastasierte Lymphknoten, Dysplasien, HNSCCs mit Zustand nach Radiotherapie

und/oder induktiver TPF-Chemotherapie, sowie normale Schleimhdute. Deng et al. konnten
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in diesem Zusammenhang zusatzlich herausfinden, dass eine hohe Infiltration durch LAG-3*-
Lymphozyten bei Patienten mit negativem Lymphknotenstatus signifikant mit einem
schlechteren Gesamtiberleben zusammenhing (Deng et al., 2016). Multivariate Analysen
bestdtigten diese Annahme, indem sie die hohe Expression von LAG-3 auf
tumorinfiltrierenden Lymphozyten bei primaren HNSCC-Patienten mit negativem
Lymphknotenstatus als unabhangigen prognostischen Faktor identifizierten (Deng et al.,
2016). Dem Lymphknotenstatus scheint demnach eine entscheidende prognostische Rolle
zuteil zu werden, welcher in der vorliegenden Arbeit allerdings nicht differenziert in den
Uberlebensanalysen berlicksichtigt wurde, sodass speziell dieser Einflussfaktor nicht
ausgeschlossen werden kann. Eine Pilotstudie von Botticelli et al. analysierte unter anderem
die prognostische Aussagekraft von léslichem LAG-3 im peripheren Blut von HNSCC-
Patienten und zeigte, dass loésliches LAG-3 scheinbar mit einer schlechten Prognose
hinsichtlich des Gesamtiiberlebens und des progressionsfreien Uberlebens bei HNSCCs
zusammenhangt (Botticelli, Zizzari, et al., 2021). In der vorliegenden Arbeit wurde ebenfalls
die prognostische Relevanz des Immuncheckpoints LAG-3 untersucht, wobei die Ergebnisse
zeigten, dass die HNSCC-Patienten mit einer starken Infiltration durch LAG-3*-Immunzellen
peritumoral ein statistisch signifikant besseres Gesamtiberleben aufweisen als die HNSCC-
Patienten mit einer schwachen peritumoralen Infiltration durch LAG-3*-Immunzellen. Diese
Ergebnisse sind vor dem Hintergrund der bereits genannten Studien und hinsichtlich des
Zusammenhangs der LAG-3-Expression mit der Prognose von HNSCC-Patienten teils
widerspruchlichen Ergebnissen einzuordnen. Weitere Studien, die LAG-3 als potenziellen
Prognosemarker im Rahmen von anderen Tumorentitaten untersuchten, zeigten ebenfalls
unterschiedliche Ergebnisse. Beim kolorektalen Karzinom und nicht-kleinzelliges
Lungenkarzinom war die LAG-3-Expression mit schlechten Gesamtuberlebensraten
assoziiert, wahrend sie beim Magenkarzinom wiederum als prognostisch gunstiger Marker
nachgewiesen wurde (Datar et al., 2019; Park et al., 2021; Xu et al., 2021). Die
prognostische Relevanz von LAG-3 fir humane Karzinome im Allgemeinen sowie flr
HNSCCs im Speziellen kann damit aufgrund sehr unterschiedlicher Ergebnisse der aktuellen
Studienlage noch nicht sicher eingeordnet werden, was die Dringlichkeit weiterer
Forschungen mit reproduzierbaren Studiendesigns und groRen Patientenkollektiven
unterstreicht. Dass es sich bei LAG-3 allerdings um eine wichtige molekulare Struktur im
Kontext der Tumor-Immun-Interaktion handelt, zeigen nicht nur die vielen Studien bezlglich
der Relevanz als prognostischer Marker, sondern auch die Forschungen von LAG-3 als
potenzielle neue Zielstruktur von Immuncheckpoint-Blockaden (Hashemi-Sadraei et al.,
2016).
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9.6. Fazit und Ausblick

Die Tumormikroumgebung von HNSCCs ist ein hochkomplexes System und beeinflusst die
Tumorzellbiologie und den klinischen Verlauf von HNSCC-Patienten erheblich, da sie durch
verschiedenen Faktoren eine vorteilhafte Umgebung fur den Tumor schafft (Giancotti, 2014).
Eine HPV-Infektion sowie der Vitamin D-Status wurden als potenzielle Einflussfaktoren der
Tumormikroumgebung in dieser Arbeit untersucht, indem die Abhangigkeit der Biomarker-
Expression von HPV und Vitamin D immunhistochemisch analysiert wurde. Unsere
Ergebnisse in Form von starkeren Infiltrationen durch PD1*-Immunzellen und TIM 3*-
Immunzellen bei HPV*-HNSCCs im Vergleich zu HPV-HNSCCs deckte sich zu groRRen
Teilen mit den Ergebnissen vieler anderer Studien (Krishna et al., 2018; Mueller & Ahmed,
2009). Dies kann zu weiteren Fragestellungen Uberleiten, die sich damit befassen sollten,
inwiefern die genaue Identifikation der HNSCC-Immunlandschaft und HNSCC-Atiologie
Aufschlisse daruber gibt, welche Therapieformen préaferiert angewendet und welche
pradiktiven Biomarker eingesetzt werden sollten. Die Ergebnisse des Einflusses vom Vitamin
D-Status auf die Expression der Biomarker waren in dieser Arbeit statistisch nicht signifikant,
jedoch zeigte sich ein Trend, welcher auf eine starkere Infiltration durch PD1*-Immunzellen
und TIM 3*-Immunzellen bei einem hoéheren Vitamin D-Spiegel des HNSCC-Patienten
hindeutete. Auch diese Tendenz deckt sich mit den Ergebnissen vieler Studien, die Vitamin
D als potenziellen Immunmodulator deuten, was in einem gestarkten Immunsystem
resultieren kann (Bochen et al., 2018). Auch diese Ergebnisse kénnen zu weiterfiUhrenden
Studien fihren, die sich noch gezielter mit dem Einfluss von Vitamin D auf die Expression

weiterer Biomarker beschaftigen.

Schlussendlich stellen sich unter anderem die Fragen, inwiefern die untersuchten Biomarker
der T-Zellerschépfung und Stroma Seneszenz nicht nur als potenzielle prognostische
Biomarker Eingang in die klinische Praxis finden kdnnten, sondern auch, inwiefern sie als
potenzielle Zielstrukturen von neuen therapeutischen Ansatzen erforscht und angewendet
werden konnen. Die durchgeflihrten immunhistochemischen Untersuchungen in Verbindung
mit den statistischen Analysen und der Korrelation mit den klinisch-pathologischen
Patientendaten diente in einem ersten Schritt dazu, die Komplexitat und zellulare
Zusammensetzung der Tumormikroumgebung bei HNSCC-Patienten weiter zu
charakterisieren und so die Einflisse auf die Tumorzellbiologie und den klinischen Verlauf
von Kopf-Hals-Tumorpatienten zu identifizieren.

Die Ergebnisse der Uberlebensanalysen der Biomarker der T-Zellerschdpfung waren
statistisch signifikant und deuten darauf hin, dass PD1, TIM 3 und LAG-3 prognostische

Informationen Uber den klinischen Verlauf der untersuchten HNSCC-Patienten liefern
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koénnen, wobei sich insgesamt ein Zusammenhang einer gesteigerten T-Zellerschépfung mit
einer gunstigeren Prognose der Patienten zeigte. Die prognostische Aussagekraft der
Surrogatmarker der Stroma Seneszenz (IL-8, MMP3) hingegen konnte in der vorliegenden
Arbeit nicht belegt werden. Die Vergleichbarkeit der Ergebnisse mit der aktuellen
Studienlage gelingt in mehrfacher Hinsicht, jedoch gibt es weiterhin noch einige variierende
Parameter bezlglich Patientenkollektiven, Versuchsbedingungen sowie statistischen
Auswertungsanalysen, die auf noch offene Fragestellungen hinweisen. Perspektivisch
kénnten einzelne EinflussgroRen, wie der HPV- oder Lymphknotenstatus gezielt in Studien
ein- oder ausgeschlossen werden, um die Unabhangigkeit der Surrogatmarker
hervorzuheben. Des Weiteren kénnte eine genauere ldentifizierung und Klassifikation der
Antikoérper-positiven-Immunzellen hilfreich sein, um die prognostische Aussagekraft zu
steigern und spezifischere therapeutische Zielstrukturen zu entdecken. Interessant konnten
auch weitere Studien zu moglichen Wechselwirkungen der untersuchten Surrogatmarker mit
ihren verschiedenen Liganden sein oder Beeinflussungen durch co-inhibitorische
Rezeptoren. Im  Allgemeinen  wirden gréRere Studien an  umfangreicheren
Patientenkollektiven ~ mit  balancierten  Primartumorlokalisationen  und  langeren
Nachbeobachtungszeiten helfen, die Informationen und Aussagekraft der Surrogatmarker zu
bestatigen, sodass sie zweifelsfrei im klinischen Alltag Anwendung finden kénnen.

Auch die Forschung an neuen therapeutischen Zielstrukturen gewinnt zunehmend an
Bedeutung, da die Uberlebenschancen von HNSCC-Patienten trotz Fortschritten in der
Therapie weiterhin noch sehr limitiert sind. Die Immuntherapie findet neben den etablierten
Therapieformen zunehmend ihren Weg in das Behandlungsspektrum von HNSCCs, sodass
zwei PD1-Antikoérper (Pembrolizumab, Nivolumab) als Immuncheckpoint-Inhibitoren bereits
Bestandteil der Therapieleitlinien von HNSCCs sind (Burtness et al., 2019; Ferris et al.,
2016). Zahlreiche weitere klinisch-immunonkologische Studien forschen derzeit an
innovativen Einsatzmdglichkeiten fur die Checkpoint-Inhibition bei HNSCC-Patienten (im Fall
der HAWK-Studie der Anti-PD1-Antikoérper Durvalumab) (Zandberg et al., 2019). Die
Wechselwirkungen zwischen PD1 und seinen Liganden PD-L1 und PD-L2 gelten in der
Tumormikroumgebung von HNSCCs als wichtige Schllsselelemente fir neue
therapeutischen Ansatze, da beispielsweise bereits bekannt ist, dass die PD1/PD-L1-Achse
die Entstehung von HPV*-HNSCCs fordert (Lyford-Pike et al., 2013; Zandberg & Strome,
2014). In einer Phase-l/lla-Studie wurde der Antikdrper LAG-3 in Kombination mit Nivolumab
bei Patienten mit rezidiviertem Melanom, die zuvor mit PD1-Antikdrpern behandelt wurden,
getestet (NCT01968109) und die 31 effektiv ausgewerteten Patienten zeigten eine 16%ige
objektive Ansprechrate und eine 45%ige Krankheitskontrollrate (Ascierto et al., 2017). Die
Phase-II-Studie TACTI-002 forscht derweil an dem kombinierten Einsatz von l8slichem LAG-

3 und Pembrolizumab bei Patienten mit metastasiertem nicht-kleinzelligem Lungenkrebs
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oder HNSCC in der Hoffnung, dass mithilfe der Kombinationstherapie eine starkere Anti-
Tumor-Immunantwort resultiert. Dartber hinaus wird in aktuell laufenden klinischen Studien
der kombinierte Einsatz mehrerer Immuncheckpoint-Inhibitoren getestet, wie zum Beispiel
die kombinierte Blockade von TIM 3 und PD-1/PD-L1 bei verschiedenen fortgeschrittenen
soliden Tumoren (NCT02817633) oder der kombinierte Einsatz von PD1 und CTLA4 bei
HNSCC-Patienten (NCT03019003) (Mei et al., 2020). Zusatzlich zu den Kombinationen
mehrerer Immuncheckpoint-Inhibitoren wird der gemeinsame Einsatz von Immuncheckpoint-
Inhibitoren und Chemotherapeutika sowie einer Strahlentherapie analysiert, um
synergistische Effekte erkennen und diese potenziell zukinftig in der klinischen Praxis

nutzen zu kdnnen.

Zusammengefasst zeigen damit sowohl die bereits gewonnenen Erkenntnisse als auch die
laufenden Studien, dass das Potenzial immunonkologischer Biomarker noch lange nicht
ausgeschopft ist und Untersuchungen auf diesem Gebiet vielversprechende Aufschlisse
hinsichtlich einer optimierten Behandlungsstrategie von HNSCC-Patienten sowie einer

besseren prognostischen Einschatzung geben kdnnen.
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